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Vyuziti nuklearni magnetické rezonance v pokrocilé
analyze zemédélskych produkti

Souhrn

Bakalai'ska prace se zabyva nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) a jejim vyuzitim
Vv analyze zemédélskych produktl. Jev nukledrni magnetické rezonance byl poprvé pozorovan
Vv roce 1945 ve Spojenych statech americkych. Od té doby se vyuziti NMR rozsitilo do rtiznych
védnich obort napf. mediciny, biochemie, farmacie a potravinaistvi.

V potravinafstvi se vSak trvale rozsitilo az v 80. letech. NMR vyuziva k detekci
magnetické vlastnosti nékterych atomovych jader. Tradicné se pouziva pro urceni chemické
struktury Cistych latek. V soucasnosti je stale vice vyuzivana za ucelem charakterizace slozek
potravy i1 hotovych produktii. Vyhodou metody je relativné jednoduché ptiprava vzorka, kteréd
se odviji dle skupenstvi zkoumané latky. Minimdlni pfiprava vzorku je potiebna u latek
v kapalném skupenstvi. Diky objevu HR-MAS NMR, kterd vyuziva pii svém méteni
tzv. magického uhlu, je mozné, za minimalni pfipravy vzorku méfit také heterogenni smési
a latky v polotuhém stavu.

Nejvice védeckych ¢lankl je zaméfeno na jednotlivé skupiny zemédélskych produkti:
polni plodiny, ovoce a zeleninu, mléko a mlé¢né vyrobky, maso a masné vyrobky a také koteni
a lécivé rostliny. NMR umoziuje stanovit metabolicky profil produktt, uréit jejich geograficky
puvod, odlisit jednotlivé odridy, zhodnotit vliv vnéjSich podminek pii péstovani plodin ¢i
prokazat jejich ptipadné falSovani. Zna¢ny ptinos ma také pti studiu struktury biologicky
aktivnich latek, jejich identifikaci a kvantifikaci. Spole¢ny piistup k vyvoji metod a databazi je

nezbytny pro dal$i pokroky ve vyuziti NMR v potravinafstvi.

Kli¢ova slova: nuklearni magnetickd rezonance, strukturni analyza, kvalita zeméd¢lskych

produkti, kvalita potravin, foodomika, metabolomika, autenticita, falzifikace



NMR in advanced analysis of agricultural products

Summary

The main purpose of this Bachelor’s thesis is nuclear magnetic resonance (NMR) and
its application in analysis of agricultural products. The first success in observing the
phenomenon of NMR s traced back to 1945 in the USA. Since that time, the application of
NMR spread into several fields of science such as medicine, biochemistry, pharmacology, food
science etc.

Consistent and widespread application of NMR in food science started in the 1980’s.
The magnetic properties of several atomic nuclei are used for NMR detection. NMR is
traditionally used for structure determination of pure chemical substances. Today NMR is being
increasingly used in the field of food composition analysis. The advantage of this method
remains in relatively simple preparation of samples which is based on the state of matrices.
Minimal sample preparation is required for samples in liquid phase. It is possible to measure
heterogenous mixtures and semi-solid samples with minimum preparation time thanks to the
discovery of HR-MAS NMR (high-resolution magic angle spinning NMR).

The most of scientific articles is focused on different groups of agricultural products:
e.g. field crops, fruit and vegetables, milk and dairy products, meat and meat products, spices
and medicinal plants. NMR can define metabolic profiles of products, determine its
geographical origin, differentiate various cultivars, evaluate the effect of environmental factors
as well as the influence of growing conditions or can show its potential falsification. NMR also
contributes to the structure elucidation and quantification of biologically active compounds.
For further progress of NMR use in food science, the coordinated approach of method and

databases is needed.

Keywords: nuclear magnetic resonance, structural analysis, quality of agricultural products,

food quality, foodomics, metabolomics, authenticity, falsification
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1 Uvod

Neustale se zvySujici pozadavky na kvalitu a nutri¢ni hodnotu potravin vedou k tomu,
Zze se potraviny a veSkeré déni snimi souvisejici dostava do popiedi vyzkumu.
S témito zvySujicimi se pozadavky roste zaroven i poptavka po spolehlivych analytickych
metodach, které budou schopné potraviny co nejlépe analyzovat a zajistit tak jejich kontrolu.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je pouzivana ptedevsim pro svou robustnost,
komplexnost a ptesnost. V poslednich letech zacala byt diky technologickym pokrokiim
aplikovana pravé pii zkoumani potravin, kde nachazi Siroké uplatnéni. V prvni fadé¢ dokaze
objasnit strukturu molekul. Mimo to umoziiuje porozumét napi. mechanismu a Kinetice
chemickych reakci, metabolickym zménam probihajicim jak v pribéhu zrani plodin, tak i pfi
nasledujicim skladovani.

NMR je tedy cennym pomocnikem pii charakteristice potravin: jejich autentifikaci,
stopovani zmén v metabolickém profilu, urCovani geografického piivodu a mnohych dalSich.
Vyrazné také piispiva pii hleddni biomarkert riznych onemocnéni a objasiiovani struktury
biologicky aktivnich latek.

Doména vyuziti NMR byla ptivodné predev§im v zakladnim vyzkumu, nyni se ale

rozsifuje 1 do dalSich disciplin.



2 Cil prace

Cilem prace bude seznameni se s principy nukledrni magnetické rezonance a predevs§im
zmapovani vyuziti metody NMR v analyze zemédélskych produktti. Prace bude zamétfena na
komplexni metabolomické analyzy v zemédélstvi a potravinaistvi a studium struktury

biologicky aktivnich latek.



3 Literarni reSerse

3.1 Nukledarni magneticka rezonance

vvvvvv

metod, které se vyuzivaji pti urCovani chemické struktury organickych sloucenin a je také
jednou z hlavnich analytickych metod vyuzivanych v syntetické chemii (Veeman, 1997). Mimo
jiné umoznuje také studium pribéhu chemickych reakci. Diky své univerzalnosti nasla vyuziti
i v mnoha dalSich védnich oborech jakymi jsou: biochemie, fyziologie, medicina, farmacie,
veterinarni védy nebo archeologie (Andrew et Szczesniak, 1995). V potravinaistvi je vyuzivana
napf. pti kontrole bezpecnosti a kvality produktl, autenticity a falzifikace potravin (Laghi et
al., 2014). Vyuziti NMR je velmi vyznamné a umoziuje ziskani dulezitych poznatkd v riznych

odvétvich védy.

3.1.1 Historie NMR

Jiz v roce 1924 Pauli ptedpovidal, Ze jadra urc¢itych atomt maji vnitini moment hybnosti
oznacovany jako spin. Gerlach a Stern provedli experimentalni pokusy s paprsky, ¢imz pfimo
potvrdili, ze jadra atomil vykazuji magneticky moment. Tento pokus byl pozdéji zdokonalen
Rabim a kol., ktefi jako prvni vyuzili elektromagnetického zafeni a demonstrovali tak
rezonancni efekt. Prvni pokusy detekovat NMR signaly byly netspésné, pravdépodobné
z diivodu, Ze vybrané vzorky mély dlouhé relaxacni ¢asy (Emsley et Feeney, 1995).

Na pielomu roku 1945 a 1946 pracovaly ve Spojenych statech americkych nezavisle na
sob¢é dvé skupiny fyzika. Z Harvardovy univerzity to byli Edward M. Purcell, Howard C.
Torrey a Richard V. Pound. V druhé skupiné byli Felix Bloch, William W. Hansen a Martin
Packard ze Stanfordovy univerzity v Kalifornii. Ti jako prvni uspéli v pozorovani fenoménu
NMR v pevné a kapalné fazi a polozili tak zdklad dosud neprozkoumanému odvétvi védy.
V roce 1952 obdrzeli Bloch a Purcell Nobelovu cenu za fyziku (Giinther, 2013).

Od té doby vyznam NMR neustdle roste, coz bylo umocnéno i dalSim ud€lenim
Nobelovych cen. V roce 1991 byl ocenén Richard R. Ernst za vyznamny piinos k rozvoji
experimentalnich technik NMR, Vv roce 2002 Kurt Wiitrich za pfispéni k rozvoji strukturalni
biologie a vroce 2003 byli ocenéni Paul C. Lauterbur a Sir Peter Mansfield za vynalez
zobrazovaci metody pro NMR, dnes znamé jako MRI (magnetic resonance imaging). Jeji
vyuziti stejné jako NMR tomografie je zndmé predev§im v oblasti mediciny, kde pfedstavuje

neinvazivni metodu zobrazujici meékkeé tkdné a je pravidelné€ pouZivana v mnoha nemocnicich.
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V posledni dobé se vsak MRI zacina vyuzivat i v potravinarstvi (Emsley et Feeney, 1995;
Glinther, 2013).

Vyuziti NMR spektroskopie jako takové se V potravinafstvi datuje az od 80. let
minulého stoleti. Primarnim divodem byl nedostatek védecké odbornosti, vysoké naklady na
vybaveni a absence soucastek spektrometru, které by byly vhodné pro potravinaiské tcely.
S rozvojem nastroji pro NMR a se zlepSujicimi se programy pro sbirani a analyzovani dat se
vyuziti NMR v potravinaistvi rapidné zvysilo (Marcone et al., 2013).

Objev chemického posunu a spin-spinovych interakci dramaticky zménil vyvoj NMR.

Tato metoda se mnohem vice pouziva mezi chemiky nez mezi fyziky (Emsley et Feeney, 1995).

3.1.2 Princip metody

NMR se fadi k spektroskopickym metodam, které se zaklddaji na magnetickych
vlastnostech atomovych jader. Atomové jadro se skladd z protond (jejich pocet je urcen
protonovym c¢islem) a neutronil (jejich pocet je spolu s poctem protonli dan nukleonovym
Cislem).

Jadra vétSiny atomu prvki rotuji kolem své vlastni osy a maji tzv. vnitfni moment
hybnosti p (jaderny spin), diky kterému mohou vykazovat také magneticky moment p dany

vztahem:

n=vp

kde v je gyromagneticky pomér. Gyromagneticky pomér je konstanta charakteristicka pro dany
izotop (sila magnetického pole jadra). ProtoZe dochdzi k parovani spinii protonii a neutront
Vv jadie, mizeme dle protonového a nukleonového ¢isla izotopu rozlisit tii zplsoby, jakych

hodnot bude nabyvat spinové kvantove ¢islo | (celkovy spin jadra):

a) pokud je nukleonové &islo liché: 1 = 1/2, 3/2, 5/2... (napt. *H, *C)
b) pokud je nukleonové ¢&islo sudé a protonové liché: 1 =1, 2, 3... (napt. 2H)

c) pokud je nukleonové i protonové &islo sudé: 1 = 0 (napt. 12C,10...)

Magneticky moment p mohou vykazovat pouze jadra snenulovym spinovym
kvantovym c¢islem |. Takova jadra mizou byt zarovenn méfena pomoci NMR spektroskopie.
Nejvyhodnéjsi pro méfeni jsou jadra s | = 1/2, jelikoZ jadra s vySSim spinovym kvantovym
¢islem maji navic jaderny kvadrupdlovy moment, ktery zplisobuje komplikace pii méfeni

wevr .

spekter. K nejdilezitjsim jadrim v organické chemii, které Ize méfit, patii: *H, 13C, 3P, 170,

9



¢ 285, Jejich vlastnosti jsou shrnuty v tabulce 1 (Budésinsky et Pelnat, 2000; Hesse et al.,
2008).
Tabulka 1: Nejcastéji méfena jadra a jejich vlastnosti souvisejici s NMR. Pievzato

a upraveno z: (Ginther, 2013).

ptirozeny rezonancni gyromagneticky
jadro  spin vyskyt citlivost frekvence vo pomer y
(%) (MHz, poleo 1 T) (107 rad Tts?)
H 1/2 99,98 1,000 42,577 26,7522
3¢ 1/2 1,108 0,016 10,705 6,7283
8lp 1/2 100 0,066 17,235 10,8394
170 52 0,037 0,029 5,772 -3,6281
¢ 1/2 100 0,834 40,055 25,1815
295 1/2 4,7 0,008 8,460 -5,3190

vvvvv

vyskyt vykazuje izotop 3C, i presto patii k nej¢ast&ji méfenym jadrim.

3.1.2.1 Klasicky model

Kladné nabita jadra mnoha atomii prvki (napt. *H, 13C, °N, 3IP) se chovaji, jako kdyby
rotovala kolem své vlastni osy, ¢imZ kolem sebe vytvari slabé magnetické pole schopné
interakce s vnéj$im magnetickym polem (Jacobsen, 2007).

Pokud tedy vlozime jadro s nenulovym spinovym kvantovym ¢islem (1>0) do vné&jsiho
magnetického pole o indukei Bo, ptitahované jadro se tomuto poli snazi vyrovnat, podobn¢ jako
je tomu u stfelky kompasu v zemském magnetickém poli. ProtoZe jadro rotuje a mé vnitini
moment hybnosti, ptsobenim vnéjsiho magnetického pole dochazi ke vzniku precesniho
pohybu vektoru magnetického momentu jadra p. Precesni pohyb je dan kruhovou frekvenci,
ktera se oznacuje jako Larmorova precesni frekvence. Tento pohyb je zobrazen na obrazku 1
(Jacobsen, 2007).
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A

v= }’B(,."'Z?T
Obrazek 1. Klasicky model — jadro se spinem ve vnéjSim magnetickém poli

0 indukci Bo vykonavajici precesni pohyb. Pfevzato a upraveno z: (Jacobsen, 2007).

Precesni pohyb je ptimo umérny sile vnéjsiho magnetického pole a sile magnetického
pole jadra:
vo=7Bo/2n

Jako vo je oznacen precesni pohyb (Larmorova frekvence — Hz), y zna¢i gyromagneticky
pomér a Bo silu vnéjsiho magnetického pole (Jacobsen, 2007).

Tato rezonancni frekvence (je v rozmezi frekvence radiovych vin pro silnd magneticka
pole) mize byt méfena tak, ze vzorek je ozafen urCitou frekvenci radiovych vin —
radiofrekven¢nim pulzem, ktery je ménén do té doby, dokud neni detekovana absorpce energie.
Drobné rozdily v rezonanéni frekvenci umoziuji ziskat detailni informace o struktute molekul,
ve které se dané atomy vyskytuji (Jacobsen, 2007).

Tento klasicky pohled neni dostacujici pro vysvétleni vsSech aspekti NMR

spektroskopie, proto byl popsan i jiny pohled.

3.1.2.2 Kvantovy model

Pokud na vzorek nepiisobi vnéj$i magnetické pole, jaderné spiny jsou orientovany
nahodile. Po vloZeni vzorku do magnetického pole o indukci Bo dochazi k orientaci spint do
dvou moznych smérd. Orientuji se bud’ paralelné (ve sméru magnetického pole) nebo
antiparaleln€ (proti nému), coZ je patrné z obrazku 2. Paralelni orientace (oznafovand a,
odpovidajici magnetickému kvantovému ¢islu m = +1/2) je zastoupena dominantnéji nez
antiparalelni (B odpovidajici m = -1/2), jelikoz vykazuje nepatrné niz$i energii. Tento rozdil
energii mezi dvéma kvantovymi stavy je piimo tmeérny sile vnéjSiho magnetického pole a se
zvySujicim se magnetickym polem se také zvysSuje, jak 1ze vidét na obrazku 3 (Spyros et Dais,
2012).
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Stejné jako u ostatnich spektroskopickych metod, dochdzi k tomu, ze jadro na nizsi
energetické hladin€ je schopno absorbovat foton elektromagnetické energie, ¢imz je povyseno
na vyssi energetickou hladinu. Energie fotonu se pfesné shoduje s rozdilem energetickych
hladin AE mezi témito dvéma stavy. Tato energie se zaroven shoduje se specifickou frekvenci
elektromagnetického zatfeni. Rozdil energii zéavisi také na vnéjSim magnetickém poli
a gyromagnetickém poméru jadra: AE = h vo = y h Bo/2a, viz obrazek 3 (Jacobsen, 2007,
Spyros et Dais, 2012).

3¢ i
SRR Py
b0 [ 0% ¢

Obrazek 2: Orientace jadernych spint.

A
my=-1/2
By
A
energie
é my = +1/2
0 magnetickeé pole o indukci Bo -
Obrazek 3: Orientace magnetického momentu jaderného spinu s | = 1/2. Kazda

orientace urcuje n¢jaky energeticky stav. Pfevzato a upraveno z: (Spyros et Dais, 2012).

Pro detailné&jsi vysvétleni — spin se shoduje s rotaci jader kolem urcitych os a rotace
nabitych jader produkuje magnetické pole, které si Ize ptedstavit jako magneticky dipol.

V mikroskopickém svét€¢ atomii ma jaderny magnet 21+1 moZnosti, jak se zorientovat
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K vngjsimu magnetickému poli. 21+1 moznosti orientaci jaderného spinu ve vngjSim
magnetickém poli o indukci Bo vede k 2I+1 moznym energetickym staviim, které jsou
rozdélené mnoZzstvim:

AE=vhBo/2n

kde h je Planckova konstanta. Ozafeni systému stejnych, neinteragujicich spint,
elektromagnetickym polem o frekvenci v (radiofrekvenéni vlna) mlze zplsobit prechodné
obdobi mezi sousednimi Stavy V energetickém diagramu a to tehdy, pokud je splnéna
rezonan¢ni podminka:

hv=hvo=AE

Pokud jsou fotony o frekvenci vo z elektromagnetického pole jadrem absorbovany,

muze byt tato zména poctu fotonl detekovana a ve Spektru vznikne rezonanéni vina (Veeman,
1997).
Celé elektromagnetické spektrum, kde je také zvyraznéna viditelnd ¢ast spektra (400-

700 nm), 1ze vidét na obrazku 4.

< frekvence (V)

](|)24 ]?22 1?20 I(I)IS ]?16 ](I)M 1?12 I(I)IO ]IOS 1106 1IO4 l|02 ]00 V(HZ)
gama zafeni rentgenove uy | |infratervené|mikrovinné | Fm AM dlouhé radiové viny
zareni zateni zareni |radiové viny
| | | | | el | | l | | |
10°¢ fo™* 40 00 16® ! lio® 1074 107 10° 10 10* 10° 108 A (m)

~~~~~~ xs vinova délka (A) —

i o )
400 500 600 700

vlnova délka (A) in nm —

Obrazek 4: Elektromagnetické spektrum. Prevzato z:

<http://tesla.xf.cz/img/spektrum.jpg>.

Z obrazku lze vycist, ze S rostouci vinovou délkou klesa frekvence elektromagnetického

zafeni. NMR spektroskopie vyuziva pro své méfeni jen urCitou ¢ast spektra, a to frekvence
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radiovych vin. Pfi silngj$im magnetickém poli je potieba zateni o vyssi frekvenci radiovych vin

(Giinther, 2013).

3.1.2.3 Chemicky posun

V praxi nejsou spiny nikdy kompletné izolovany od svého okoli, reaguji s elektrony
Vv elektronovych oblacich kolem jader a s dal§imi jadernymi magnetickymi dipoly. Pfitomnost
elektronovych oblakti se projevuje v posunu rezonan¢ni frekvence. Tento posun je
charakteristicky pro danou elektronovou hustotu, a proto je nazyvan jako chemicky posun.
Chemicky posun je takovy ,,otisk prstu“ chemické struktury latky, ve které je dané jadro
lokalizovano (Veeman, 1997). Bez chemického posunu by vSechna jadra rezonovala pfi stejné
frekvenci a méfeni NMR spektroskopii by poztracelo jakykoliv smysl.

S vlozenim atomu do vnéj$iho magnetického pole o indukci Bo je vyvolan také rotaéni
pohyb elektronli v elektronovém oblaku. Tento pohyb vytvaii slabé lokalni magnetické pole
0 indukci Biokalni, které je namifené proti vn&jsimu magnetickému poli Bo a méa opaény smér.
To mé za nasledek, ze na jadro neplsobi vnéjsi magnetické pole Bo, ale efektivni magnetické

pole Befektivni, které je ponckud slabsi nez vnéjsi magnetické pole Bo (Spyros et Dais, 2012):
Befektivni = Bo — Biokslni = Bo— Bo 6 = Bo (1 - 0)

Parametr ¢ se nazyva stinici konstanta a zavisi na hustoté a rozdéleni elektronového
oblaku obklopujiciho jadro. Efektivni magnetické pole se u jednotlivych jader lisi, jednotliva
jadra atomd maji rozdilné chemické okoli (jsou chemicky neekvivalentni), coz zpusobuje, Ze
jsou stinéna rozdilng, a tudiz i rezonuji pti riznych radiovych frekvencich. Proto miizeme
V NMR spektru pozorovat riizné signaly. Chemicky posun v NMR spektru je méfen stupnici
delta 8, kde je frekvence métenych jader vztazena Kk frekvenci referenéni latky. Jako referencni
latka je pro méfeni H a 13C spekter pouzivan nejéastéji tetramethylsilan — TMS, pro ktery je
hodnota chemického posunu O (Hesse et al., 2008). Diky tomu mtize byt chemicky posun
vyjadien bezrozmérnou jednotkou, kterou je miliontina (ppm = parts per million) a pfistroje
s riznymi indukcemi magnetického pole pak pifi méfeni stejnych vzorkd poskytuji stejné
hodnoty. Jedna se o konstantu, ktera je nezavisla na pracovni frekvenci spektrometru (Jacobsen,
2007; Spyros et Dais, 2012).

Prave tento chemicky posun ma vzhledem ke své citlivosti ke zménam v okoli méfenych

jader veliky vyznam pii uréovani struktury organickych sloucenin (Hesse et al., 2008).
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3.1.2.4 Spin-spinové interakce

Vedle chemického posunu je vysledna podoba spekter ovlivnéna také spin-spinovymi
interakcemi, které byly nezavisle na sobé objeveny V nékolika laboratofich v roce 1950
(Giinther, 2013). Diky rozdilnému elektronovému okoli neekvivalentnich jader atomt vznika
v NMR spektru signal. Kazdé jadro s nenulovym spinem ptedstavuje také magneticky dipol
aje nutné pocitat, ze jednotlivé dipdly jader se budou ovliviiovat a vzajemné interagovat.
Rozlisuji se dva typy téchto interakci: pfima dipol-dipolova interakce a nepiima spin-spinova
interakce (Veeman, 1997).

Prvni interakce se uplatiiuji u latek v pevném stavu, u ostatnich jsou zprimérovany na
nulu. Neptimé spin-spinové interakce jsou vysledkem magnetického pusobeni mezi
jednotlivymi jadry, které jsou nepiimo spojeny skrze vazebné elektrony (Giinther, 2013).

Magneticka pole jednotlivych sousednich jader se vzajemné ovliviiuji. Signal protont,
které maji v sousedstvi n ekvivalentnich protond, je rozstépen na n+1 linii, ¢imz vznika

multiplet.

Pravidla tvorby multiplet vyvolanych spin-spinovymi interakcemi:

a) Signal protonu, ktery ma Vv sousedstvi n jinych, vzdjemné ekvivalentnich
protont, se Sté€pi na n+1 linii S interak¢ni konstantou J.

b) Relativni intenzity slozek multipletu jsou vyjadfovany tzv. Pascalovym

trojihelnikem, viz obréazek 5.

C) Chemicky ekvivalentni jadra si vzajemné signaly nestépi.
singlet 1
dublet 1 1
triplet 1 2 1
kvartet 1 3 3 1
kvintet 1 4 6 4 1
sextet 1 5 10 10 5 1
septet 1 6 15 20 15 6 1

Obrazek 5: Pascaltv trojihelnik.

Stépeni signalu ve spektru na rizné multiplety tedy zpiisobuji spin-spinové interakce,
jak je vidét také na obrazku 6. Vzdalenost linii v multipletu je oznaovana jako interakcni
konstanta J, jejiz hodnota se udava v Hz. Interak¢ni konstanta J zavisi na geometrii molekuly,

ale neni zavisla na pracovni frekvenci spektrometru (Giinther, 2013).
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Obrazek 6: Moznosti $tépeni signalu v NMR spektru. Pievzato a upraveno
z: (Jacobsen, 2007).
Spin-spinové interakce nepozorujeme u *C spekter, jelikoz je mala pravdépodobnost

vyskytu dvou sousedicich jader *C (Giinther, 2013).

3.1.3 NMR spektra

Na horizontalni ose NMR spektra je znazornén chemicky posun rezonanéni frekvence
Vv jednotkach ppm. Hodnota chemického posunu se zvySuje zprava doleva. Na vertikalni ose je
znazornéna intenzita absorpce radiofrekvencni energie. Magnetickd indukce ve spektru stoupa
zleva doprava. Leva ¢ast spektra byva nazyvana jako downfield = u slabsiho pole a prava ¢ast
spektra upfield = u siln&jsiho pole. Jadra majici spektrum vice vlevo jsou relativné malo stinéna
neboli odstinéna (plisobi na n¢ slabsi magnetické pole), naproti tomu jadra v pravé ¢asti spektra
jsou stinéna silné (pisobi na né silngjsi magnetické pole) (Giinther, 2013).

Stinénd jadra rezonuji pii nizSich frekvencich a silnéjSim magnetickém poli, zatimco
odstinénd jadra rezonuji pii vysSich frekvencich a slab§im magnetickém poli. Stinéné jadra
s ohledem na referenéni latku vykazuji také mensi chemicky posun neZ odstinéna jadra (Spyros
et Dais, 2012).

Hodnoty chemickych posunii jsou rozdilné dle toho, jaka jadra jsou méfena. U jader *H
se chemicky posun pohybuje v rozmezi 0-10 ppm, u jader **C v rozmezi 0-220 ppm (Hesse et
al., 2008).

3.1.3.1 SpektralH a3C

Jak uzZ bylo zminéno, nejcastéji studovanymi jadry pfirodnich organickych latek jsou
jadra atomi H s pfirozenym vyskytem 99,98 % a °C, s pfirozenym vyskytem 1,108 %.
Bohuzel v piirodé nejvice zastoupeny izotop uhliku >C s 98,93 % neni pozorovatelny NMR

spektroskopii. Méfeni jader s nizkym pfirozenym vyskytem je komplikovanéjsi, protozZe sila
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signalu je pfimo imérna poctu meftitelnych jader ve vzorku. DalSimi bézné sledovanymi jadry
jsou jadra atomi 3!P, °N, 2°Si a 2’ Al, které jsou pfitomné napt. v piidé a usazeninach (Jacobsen,
2007; Simpson et Simpson, 2009).

Jadra 'H, ktera jsou charakterizoviana vysokym gyromagnetickym pomérem
a piirozenym vyskytem, jsou pii analyze potravin zkoumana nejvice. 'H spektroskopie
poskytuje hodnotné informace o slozeni potravin (napft. o fenolickych slouceninéch, sterolech,
terpenech), a to v piijatelném experimentalnim ¢ase. Na druhou stranu *H spektra vétsiny
potravin jsou velmi komplexni a jejich interpretace mtize byt velmi slozita, viz obrazek 7
(Spyros et Dais, 2012). Na obrazku 7 je vidét metabolicky profil kofenl ryze, které byly
zkoumany pomoci 1D *H HR-NMR a *H HR-MAS NMR v praci Fumagalli et al. (2009). Vice

o této studii je shrnuto v kapitole obilniny.

lipidy lipidy
IH HR-MAS NMR sacharidy 4 4
'H HR-NMR
l -
L] 1) i | T I T | 1 1] ] ] T T T 1 1 L] ¥
8 6 4 2 (ppm]

Obriazek 7: *H NMR spektrum a *H HR-MAS NMR spektrum kotentl ryze péstovanych

za kontrolnich podminek. Pfevzato a upraveno z: (Fumagalli et al., 2009).

Piiklad 2D NMR spektroskopie, ktera skyta mnoho typt je uveden na obrazku 8. Jedna
se 0 2D H NMR (konkrétné COSY — homokorelované *H — H) spektrum kyseliny o-
kumarové, ktera patii mezi vySe zminéné fenolové slouceniny a nejcastéji se vyskytuje
u rostlin. Na obrazku 8 je zaroveii na jednotlivych osach k vidéni také 1D *H NMR spektrum
s prislusnymi chemickymi posuny (Spyros et Dais, 2012).
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Obrizek 8: 2D H NMR spektrum kyseliny o-kumarové. Pfevzato z: (Spyros et Dais,
2012).

Jadra 13C jsou na druhém misté pi¥i analyze potravin. 3C NMR spektroskopie poskytuje
informace navic k t&m, ktera jiz byla ziskana 'H NMR a povazuje se za komplementarni
techniku zjednodusujici interpretaci *H NMR spekter. Umoziiuje zjistit pocet jednotlivych
druht atomiti uhliku v molekule. Jako piiklad *C spektra je uveden obrazek 9, kde je zobrazeno
spektrum extra panenského olivového oleje a signaly ¢tyf ruznych skupin uhlika (Spyros et

Dais, 2012).
alifatické uhliky

|

uhliky s
nasobnymi
karbonylové vazbami .
. . uhliky
Ehllk_y mastnych glycerolu
yselin

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Obrizek 9: 1*C NMR spektrum extra panenského olivového oleje. Pfevzato a upraveno
z: (Spyros et Dais, 2012).
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3.1.4 NMR spektrometr

Prvni komer¢ni spektrometr byl vyroben v roce 1952 firmou Varian (Emsley et Feeney,
1995). Tyto prvni spektrometry nazyvané CW NMR (continuous wave) byly v 60. letech
20. stoleti nahrazeny FT NMR spektrometry vyuzivajici Fourierovu transformaci (Emsley et
Feeney, 2007).

Spektrometr se sklada ze supravodivého magnetu (nejdrazsi ¢ast); sondy, kam se
umistuje kyveta se vzorkem; radiového vysilace a piijimace; ADC (pievadi analogovy signal
na digitalni) a vykonného pocitace (Jacobsen, 2007).

Magnet tvoii solenoidni civka ze supravodivé slitiny (Nb-Ti nebo Nb-Sn), ktera je
ponofena do kryostatu, kde je chlazena kapalnym heliem na teplotu zhruba 4 K a obklopena
tekutym dusikem o teploté pfiblizné 77,4 K, ktery zamezuje vypatovani helia a slouzi také jako
tepelny naraznik mezi teplotou vzduchu v okolni mistnosti a heliem. To vSe je chranéno
vakuovym obalem, dvojitou Dewarovou nadobou. Prvni Dewarova nadoba chrani civku
s kapalnym heliem, druha obsahuje kapalny dusik (Jacobsen, 2007; Spyros et Dais, 2012).

K tomu, aby magnetické pole plisobilo na vzorek stale stejnym zplisobem, je nutné, aby
bylo homogenni. Homogenita magnetického pole V pfistroji je proto zajisténa sadou rtizné
prostorové orientovanych korekénich civek (Shoolery, 1995; Spyros et Dais, 2012).

Sonda stiidavé vysila a pfijima radiofrekvenéni signaly. Pocita¢ tidi vysilani tohoto
signalu: pfesné&ji jeho silu a dobu, kterd musi byt rychla. Okamzit€ po pulzu je slaby signal (FID
— free induction decay = voln¢ doznivajici indukce) obdrZen a zesilen sondou a pomoci ADC
preménén na digitalni signal, ktery pfedstavuje v podstaté jen seznam cisel. FID piedstavuje
zavislost intenzity proudu indukovaného ve snimaci civce na Case. Pocitac dale provede
Fourierovu transformaci (FT) a vysledné spektrum je zobrazeno na obrazovce pocitace, jako
zavislost intenzity na frekvenci. Mimo jiné, nejvétsi vyhodou FT je to, ze umoziiuje rychle po
sob¢ jdouci opakovani méfeni stejného vzorku, kterym je zvySena citlivost méfeni (Jacobsen,
2007). Zjednodusené schéma pfistroje I1ze vidét na obrazku 10 nize.

Potizovaci cena NMR spektrometru se pohybuje v fadu jednotek az stovek miliént
korun, pfi¢emz zalezi na sile magnetického pole neboli jeho pracovni frekvenci, ktera je dana
jeno magnetickou indukci. V soucasnosti jsou nejcastéji vyuzivany spektrometry
s magnetickou indukci 4,7-18,8 T (Tesla), pracovni frekvence se pohybuje od 200-900 MHz
(Jacobsen, 2007). U HR-NMR spektroskopie je rozmezi magnetické indukce a radiové
frekvence obecné vyssi, uvadi se napt. 6-23,5 T a 250-1000 MHz (Spyros et Dais, 2012).
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Obrazek 10: Schéma NMR spektrometru. Pfevzato a upraveno z:

<http://old.vscht.cz/anl/lach2/NMR.pdf>.

3.14.1 LR-NMR aHR-NMR

NMR umoziiuje komplexni analyzu vzorkd, at’ uz v kapalné, pevné nebo polotuhé fazi,
aniz by doslo k pozménéni ptivodnich vlastnosti matrice (Santos et al., 2015).

Pfi analyze potravin je vyuZivano v zdsadé dvou metod NMR, které se lisi
rozmezim pouzitych radiovych frekvenci: LR-NMR (low-resolution = s nizkym rozli§enim),
vyuzivajici radiové frekvence od 10-40 MHz a odpovidajici sile magnetického pole 0,23-
0,95 T. Druhou je HR-NMR (high-resolution = s vysokym rozlisenim) odpovidajici frekvenci
okolo 100 MHz a magnetickému poli o sile 2,35 T (Ibafiez et Cifuentes, 2001).

LR-NMR se vyznacuje piedev§im jednoduchosti pouziti a relativné nizkymi
pofizovacimi néklady. Proto je vhodna pro provadéni rychlych a reprodukovatelnych méteni
pfi kontrole kvality v potravinafskych a zemédélskych provozech a umoziiuje napt. béznou
analyzu tuku a obsahu vlhkosti v potravinach. Navic poskytuje informace pfi ur¢ovani hlavnich

sloucenin ve vzorcich, jakymi je napt. obsah oleje v olejnatych semenech a dale také informace
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0 skupenstvi a pohyblivosti vody uvniti potravin a béhem jejich vyroby (Ibafiez et Cifuentes,
2001).

Naproti tomu HR-NMR je mnohem drazsi, ale zaroven nejvykonnéjsi metodou pii
urcovani struktury sloucenin. V analyze potravin se vyuziva pii popisovani jejich chemickych
a fyzikalnich vlastnosti. Umoziuje také kvalitativni a kvantitativni strukturni analyzu Siroké
Skaly sloucenin. Slouzi napft. pfi urovani produktli Maillardovy reakce, objasnéni struktury
neznamych antioxidantii a objasnéni fyzikalné¢ chemickych vlastnosti velkych molekul, jakymi
jsou $krob a proteiny (Ibanez et Cifuentes, 2001).

V souCasnosti se t&Si oblibé také SNIF-NMR (site-specific natural isotope
fractionation). Tento typ HR-NMR je vyuzivan napt. pii zjiStovani geografického ptvodu
potravin, a zaklddd se na poméru izotopli dané¢ho jadra, které se nachazi v analyzovaném
vzorku. Piikladem je napf. pomér izotopi vodiku ?H/*H v ethanolu u riiznych druh@ alkoholu.
Diky tomu se da zjistit napt. pivod a ro¢nik vina i dal$ich lihovin a objasnit pravost potravin
a pfipadné pancovani. Nevyhodou SNIF-NMR je naro¢na ptiprava vzorkt (Ibafiez et Cifuentes,
2001; Santos et al., 2015).

Mezi vSemi pouzivanymi technikami se nejvice pouzivda HR-NMR v kapalné fazi. Jeji
nejvetsi nevyhodou je potieba extrakce vzorku, ktera muze vést ke ztraté informace o jeho
prirodnim stavu. Dalsi stinnou strankou je relativné velké mnozstvi vzorku, které je potfebné
k ziskani dobrého signalu, jiz zminéné zvySené naklady a ¢as nutny pro analyzu (Santos et al.,
2015).

Nicméné existuje také HR-NMR metoda vyuZzivajici méfeni pod tzv. magickym tthlem
(54,74°), ktera umoznuje zkoumani heterogennich nebo polotuhych vzorki, a to bez vétsich
ptedchozich uprav. Jedna se o HR-MAS NMR (high resolution magic angle spinning). Jeji
nejvétsi vyhodou je produkce vysoce rozlisenych spekter, pficemz kombinuje vyhody jak
pevné, tak kapalné faze. 'H NMR spektra je mozné ziskat velmi rychle a to i z pouhych nékolika
miligramt vzorku. Je to velmi citlivd metoda, schopna detekovat slouceniny v koncentracich
mensich nez 1 pmol/l, pfi minimalni ptipravé vzorku (Santos et al., 2015).

Polarni 1 nepolarni latky mlzou byt identifikovdny soucasné, ¢imz je
umoznéno zhodnoceni jak primarnich, tak sekundarnich metaboliti. Ne vzdy je ale mozna
identifikace sekundarnich metabolitl. Ve vétSin¢ piipadli zabranuje pfitomnost majoritnich
slozek pozorovani minoritnich. Proto mezi doposud nej€astéji zkoumané slouceniny za vyuziti
magického uhlu patii: mastné kyseliny, aminokyseliny, organické kyseliny, sacharidy a fenoly.
Nedilnou soucasti méfeni je vzorkovani, pii kterém je nutné dbat na to, aby byl vzorek

reprezentativni (Santos et al., 2015).
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3.1.5 Odbér a priprava vzorki

Odbér vzorku se provadi vybérem malého mnozstvi vzorkil z vétsi definované cilové
skupiny, takovym zpiisobem, aby bylo mozné vytvofit sudek o celém vzorku. Uéelem je, aby
dochazelo k co nejmensimu moznému zkresleni vysledku. Na slozeni potravin ma vliv mnoho
proménlivych faktori, které musi byt pii analyze brany v Gvahu. Patfi mezi né: geograficky
a botanicky puivod potravin, rozdéleni vzorku, zptisob péstovani a S tim spojeny proces zrani,
aj. (Spyros et Dais, 2012).

Odebirani vzorki zvifecich tkani se zda byt jesté slozitéjsi. Je potieba znat misto, kde
byla zvitata chovana, pohlavi, vék, hmotnost, zptisob chovu, aj. Veskeré tyto informace miizou
byt pii analyze napomocné (Spyros et Dais, 2012). Prestoze pokrok modernich analytickych
metod vedl ke zna¢nému zlepSeni kvality analyz, byva dilezitost piipravy vzorki Casto
podhodnocena (Ibafiez et Cifuentes, 2001).

Specifickou ptipravu vzorkil vyzaduje studium metabolomiky u rostlin. Kvili nizké
molekulové hmotnosti sloucenin tvoficich rostlinny metabolom je nutné pfevést rostlinnou
matrici pro NMR analyzu do deuterovaného rozpoustédla. Ptiprava vzorki je kritickou ¢ésti
zkoumani, ponévadZz predurcuje kvalitu ziskanych vysledkli. Obvykle zahrnuje tyto Casti:
sklizeni, suSeni, extrakci a pfipravu pro analyzu. Je potieba brat v ivahu nékolik zasad:

o Sklizeni rostlinného materialu musi probihat ve stejnou denni dobu,

protoze hladiny metabolitd se v pribéhu dne méni.

o Sklizené ¢asti rostlin musi byt vybrany peclive, pokud je to mozné,

jednotlivé rostlinné organy by mély byt analyzovany oddélené, z divodu
rozdilnych metabolickych profili.

J Metabolicky profil je zdroven odliSny u stejnych rostlinnych organti

rizného stafi.

o Manipulace s rostlinnym materialem nebo jakékoliv jeho poskozeni

muze vést k nechténym enzymatickym zménam.

Nejlep$im zptsobem, jak se vyhnout ttmto zménam a znehodnoceni vzorkd, je rychlé
zmrazeni ¢erstvého rostlinného materialu tekutym dusikem. To zamezi jakékoliv enzymatické
aktivit¢ a umozni dal§i zpracovani nebo skladovani (pii -80 °C), aniz by se vyskytly
metabolické zmény (Lubbe et al., 2013).

Primérni odliSeni zplsobu pfipravy vzorkl zavisi na tom, zda se jednd o vzorek

v kapalném nebo pevném stavu. Pfiprava vzorkl pevného stavu je zpravidla komplikované;si
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a vyzaduje tyto pfedbézné kroky, které budou nasledné blize vysvétleny: konzervaci, odstranéni
vné&jSich nedistot, redukci, suseni a extrakci vzorku (Mannina et al., 2012).

Vzorky v kapalném stavu mtizou a nemusi byt pfedem upravovany. Upravuji se spiSe
za ucelem ziskani lepSich vysledki (ptikladem je odstranéni plynu z piva, predbézné ziedéni

viskoznéjsich kapalin jako je med ¢i olivovy olej, aj.) (Mannina et al., 2012).

3.1.5.1 Konzervace

Rychla konzervace zabraniuje potencidlnim zménam ve slozeni potravin a je dilezitym
prvnim krokem pfed samotnou analyzou. Napiiklad pfeména svaloviny v maso, zptisobena
postmortalnimi zménami miize zménit jeho biochemické a fyzikalni vlastnosti. Metabolické
zmény, které se po smrti projevuji ve svaloving, hraji dillezitou roli v kvalité masa. Metabolické
a enzymatické zmény, které se objevuji ve vzorcich potravin jak rostlinného, tak zivo¢isného
ptvodu, mohou byt zastaveny rychlym zmrazenim v tekutém dusiku. Specifické podminky
konzervace jsou vyzadovany u nékterych potravin rostlinného pivodu, které jsou citlivé
na extrémné nizké teploty tekutého dusiku. Patfi sem napt. olivovy olej, skladovany pfi -20 °C
nebo med, ktery je naopak pied analyzou skladovan pti pokojové teploté. Specifické zptsoby
konzervace jsou vyuzivany také pro mléko a mlé¢né vyrobky, jejichz cilem je zachovani kvality

a slozeni zivin (Spyros et Dais, 2012).

3.1.5.2 Odstranéni vnéjsich necistot

Odstranéni vnéjsich necistot je dalsim dalezitym krokem pted¢isténi potravin. Zbytky
pudy a pisek, které piilnuly k Cerstvému ovoci a zeleniné, mohou byt odstranény omytim.
Omyti musi byt provadéno opatrné, aby nedochazelo k nadmérmému vymyvani prospésnych
latek rozpustnych ve vodé€. DuZina ovoce je obvykle oddélovana od jader, zatimco sedimenty
z kapalnych vzorkt (napft. z piva, vina, dzusu, jedlych oleji) jsou odstranovany za pomoci
filtrace, separace nebo centrifugace. Zmény ve sloZeni takto upravenych vzorkt rostlinného
a zivocisného piivodu by mély byt pii analyze brany v potaz. Pro zamezeni zmén ve sloZeni je
nutna inaktivace enzymi, vyuzitim denaturace nebo horké smési methanolu a vody nebo

ethanolu a vody (Spyros et Dais, 2012).
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3.1.5.3 Redukce

Dokonale rozdélena pevna latka usnadiuje analyzu, nebot’ mensi vzorky se rozpousti rychleji
a jejich extrakce je diky vétsimu povrchu jednodussi. Rozlisujeme mnoho zptsobu redukce
vzorku: mechanické rozmélnéni, vylisovani, rozvaleni, michani, mleti, aj. Tento proces je nutny

pro snizeni nerovnomérnosti ve slozeni celého vzorku (Spyros et Dais, 2012).

3.1.5.4 SuSeni

Vlhkost vzorku je dulezitym faktorem a musi byt stanovena jest¢ pfed analyzou.
Nedostatecné stanoveni vlhkosti mize zpasobit chybny vysledek. Navic pfitomnost vlhkosti
muze zapfiCinit velké mnozstvi problémil pfi nésledné analyze zahrnujici tvorbu emulzi
a zakaleni vzorku. Upfednostiiovano je vakuové suSeni, protoze tato technika do velké miry
snizuje riziko zhorSeni kvality vzorku béhem zahtivani. Pro analyzu netékavych sloucenin je
uzitecna zejména lyofilizace (suseni za pomoci mrazu) (Spyros et Dais, 2012).

Suseni umozni stabilizovat matrici, ve které probihaji enzymatické reakce. Odstranéni
vody také snizuje signdl vody v NMR spektru, stejné jako promeénlivé chemické posuny
zpiisobené rozdilnym pH. SuSeni navic také umozZiuje piesnéjsi kvantifikovani metabolith.
Existuje mnoho zptisobti suseni, nejvice je ale vyuzivano suSeni za pomoci vySe zminéné

lyofilizace (Lubbe et al., 2013).

3.1.5.5 Extrakce a rozpoustédla

Extrakce je pravdépodobné nejkritiCtéjsi Casti upravy vzorku usilujici 0 jeho
kvantitativni pfevedeni z pevného stavu do roztoku. JelikoZ jsou potraviny tvofeny mnoha
slouceninami s naprosto rdznorodymi polaritami, zadna extrakce neumozinuje ziskani vSech
metabolitd najednou. Mezi mnoha zpisoby extrakce lze rozlisit dva zakladni pfistupy: piima
extrakce deuterovanym rozpoustédlem a extrakce nedeuterovanym rozpoustédlem (Mannina et
al., 2012).

V piipadé piimé extrakce je supernatant ptimo po centrifugaci pouzit pro NMR analyzu.
Nedeuterovana rozpoustédla nebo smési rozpoustédel jsou obvykle pouzivany pro nepiimou
extrakci. Extrahovany roztok je odpafen nebo vysusSen pod vakuem a nasledné znovu rozpustén

v deuterovaném rozpoustédle, které se smi lisit od toho pouzitého pro extrakci. VéEtSinou je
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pottebnd také dalsi centrifugace. Pii pouziti nedeuterovanych rozpoustédel pro extrakci je
vSeobecné vétsi spotieba rozpoustédla a vzorku potraviny. Vyhodou je zisk koncentrovanéjsiho
roztoku vzorku (Mannina et al., 2012).

Extrakce ma tfi hlavni cile:

. Odstranéni nezaddoucich soucasti matrice, které by mohly narusit naslednou
analyzu.

o Koncentraci konkrétniho analytu, ¢imz je zvySen limit detekce a kvantifikace.

. Rozdéleni analytu polarnim a nepolarnim rozpoustédlem pro dalsi analyzu.

(Spyros et Dais, 2012).

Vyuziti organickych rozpoustédel pro extrakci je mnohdy cCasové velmi narocné
s moznym vznikem kvantitativnich chyb. Pouziti velkého mnozstvi organickych rozpoustédel
ptedstavuje také urcité zdravotni riziko pro ¢lovéka i okolni prostiedi. Proto byly vynalezeny

nckteré alternativni techniky feSici tyto problémy (Ibafiez et Cifuentes, 2001).

Mezi typické ptiklady mizeme zatadit:

Extrakce kapalina-kapalina = LLE (liquid-liquid)

Extrakce kapalina-kapalina se vyuziva k separaci latek rozdélenim smési mezi dvé
vzajemné nemisitelné kapaliny. Nevyhodu LLE je potfeba velkého mnozstvi rozpoustédla
a Casova narocnost. LLE se pouziva napt. pfi extrakci fenolickych sloucenin z jedlych oleji

(Spyros et Dais, 2012).

(Pre)tlakova kapalinova extrakce = PLE (pressurised liquid extraction)
a superkriticka kapalinova extrakce = SLE (supercritical liquid extraction) vyuZzivaji blize
specifikovana rozpoustédla za vysokych teplot (80-200 °C) a tlaku (10-20 MPa). PLE se
vyuziva napt. pii izolaci tokoferold ze semen; steroidii, vitaminli a aromatickych sloucenin
zeleniny, ovoce a obilnin. SLE je aplikovéna pfi ur€ovani zivin syrového rostlinného materialu

a potravin (Spyros et Dais, 2012).

Extrakce podporovanid mikrovinnym ohfevem = MAE (microwave assisted
extraction)

Zakladem této extrakéni metody je vyuziti mikrovinné energie k zahtati stopového
mnozstvi vody uvnitt vzorku (Spyros et Dais, 2012). Diky této metodé mohou byt slouc¢eniny
ve srovnani s ostatnimi konvencénimi technikami extrahovany selektivnéji a rychleji. Dalsi
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vyhodou je mensi spotfeba rozpoustédla a pokles spotieby energie. MAE je vyuzivana napf. pfi
extrakci esencialnich rostlinnych oleju; lipidd z masnych a mléénych produkti ¢i vajec;

produktii Maillardovy reakce, a dalSich (Ibanez et Cifuentes, 2001).

Extrakce pevnou fazi = SPE (solid-phase extraction)

Tento typ extrakce z kapaliny na tuhou fazi je velmi ucinny pro ptipravu vzorkd, ve
kterém analyt v kapalné fazi pfichazi do kontaktu s tuhou fazi extrak¢niho materialu, ktery je
vlozeny v odd¢lené koloné (Spyros et Dais, 2012). Cil této metody zahrnuje odstranéni
narusujicich sloucenin a obohaceni téch, které jsou zkoumany. Pomoci SPE jsou extrahovany
napt. heterocyklické aromatické aminy, které se tvoii pfi zahfivani; insekticidy v ovoci; tuk

v obilninach; pesticidy v mléce a jiné (Ibanez et Cifuentes, 2001).

Je popsano mnoho zptsobu extrakce, pti¢emz vSechny maji své vyhody i nevyhody. Pro
zvySeni poctu extrahovanych metabolith vznikaji smési organickych rozpoustédel.
Napf. dvoufazové rozpoustédlo zahrnujici chloroform, methanol a vodu je jednou z takovych
kombinaci. Vznikaji dva extrakty ze vzorku, jeden s polarnimi slou¢eninami a druhy
s nepolarnimi. Nevyhodou této metody je jeji ¢asova naroc¢nost, v nékolika krocich pouzité
odpafovani a ndasledné prevedeni extrakti do rozpoustédel pro NMR meéteni. Kromé
rozpustnosti sloucenin ve vybraném extrakénim rozpoustédle, zavisi ucinnost extrakce také
na mife rozpuSténi. Ta miiZze byt zvySena delSim Casem extrakce, nebo pfiddnim energie
do systému napf. tepla — S tim roste ale také riziko znehodnoceni vzorku (Lubbe et al., 2013).

Ptiprava vzorkil se také 1isi dle pouzitého typu metody, citlivosti spektrometru, typu
jadra, doby méfeni, aj. Minimalni mnoZstvi vzorku potfebné pro méfeni nelze zobecnit,
u spekter H je ale pouzité mnozstvi mensi nez u spekter °C (Budgsinsky et Pelnat, 2000).

Pro méfeni v kapalné fazi je potiebné rozpusténi vzorku. Molekuly rozpoustédla by
mély mit viechny atomy vodiku *H nahrazené atomy deuteria 2H, a to z n&kolika déivodd. Pfi
méfeni 1H spekter je nezadouci, aby rezonance rozpoustédla prevladala nad méfenymi spektry.
Molekuly rozpoustédla by prevySovaly molekuly vzorku a spektrum by viibec nebylo mozné
rozpoznat. Dalsim diivodem je, Ze spektrometr potiebuje signdl atomii 2H Kk tzv. uzamknuti
(zalockovani) sily magnetického pole proto, aby nedochazelo ke zmén¢ jeho sily v pribéhu
méfeni. Pokud by se zménila sila magnetického pole béhem pokusu, ménila by se zaroven
I frekvence a jednotlivé NMR signaly po Fourierové transformaci by nebylo mozné spravné

poskladat ve vysledné spektrum (Jacobsen, 2007).
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Volba rozpoustédla zavisi na rozpustnosti zkoumané latky, jeho koncentrace potom
na citlivosti méteného izotopu a spektrometru. Rozpoustédlo by mélo byt stalé, to znamena
chemicky inertni a v daném teplotnim rozmezi méteni nepftilis viskdzni. Deuterium obsazené
Vv rozpoustédle ma za ukol stabilizovat rezonancni podminku. Mechanické necistoty, Ci
nerozpusténé ¢astice vzorku jsou odstraniovany filtraci nebo centrifugaci, aby nedochazelo
k hor$imu rozliseni (Budésinsky et Pelnat, 2000).

Pro bézné se vyskytujici lipofilni organické molekuly je idedlnim rozpoustédlem CdCls
(deuterovany chloroform = chloroform-d). Hydrofilni molekuly jsou nejlépe rozpustné v D2O
(tézka voda) (Jacobsen, 2007).

Vseobecné pouzivanymi deuterovanymi rozpoustédly vyuzivanymi pro NMR analyzu
jsou: D20, methanol-ds, DMSO-ds, aceton-ds, acetonitril-ds a chloroform-d. Pro polarni latky
se obvykle pouziva D-O a methanol-ds nebo jejich smés. Nepolarni latky jsou vétSinou
rozpoustény v chloroformu-d (Mannina et al., 2012).

Pro molekuly, které nejsou ani polarni, ani nepolarni, nebo maji jak polarni, tak
nepolarni ¢ast (organické kyseliny), existuje nékolik drazsich rozpoustédel. DMSO-ds neboli
CD3-SO-CD3 (dimethylsulfoxid) je velmi dobré rozpoustédlo, jehoz nevyhodou je
komplikované zpétné ziskavani vzorku (Jacobsen, 2007).

PIn¢ deuterované verze rozpoustédel, jakymi mizou byt: aceton, methanol, acetonitril,
benzen a THF (tetrahydrofuran), jsou velmi drahé. Aceton, D20, methanol a nékterd dalsi
rozpoustédla absorbuji po otevieni vodni paru z atmosféry, jejiz signal se poté projevi
ve spektru v zavislosti na chemickém posunu rozpoustédla (Jacobsen, 2007).

Na rozdil od ostatnich analytickych metod se NMR fadi mezi nedestruktivni metody,
coz znamena, ze lze zkoumany vzorek zbavit rozpoustédla, napt. jeho vypafenim a vzorek je
tak mozné vratit zpét do pivodniho stavu a dale pouzit. Toho se vyuziva predevSim pfi

zkoumani riiznych typa rozpoustédel (Jacobsen, 2007).

3.2 Kvalita potravin

Zvysujici se poptavka po kvalitnich potravinach prilakala mnohem vétsi vSeobecny
zajem o vlastnosti potravin, jako je nutri¢ni hodnota, pravost potravin (autenticita), jejich
kvalita a bezpecnost. To vse je davano do souvislosti s tim, kde jsou potraviny vyprodukovany,
skladovany a jak jsou konzumovany (Santos et al., 2015).

Pravo obdrzet pravdivé informace o potravinach, které konzumenti kupuji a jejich

oznacovani, je upraveno nafizenim Evropské komise ¢. 178/2002 a 1169/2011. Tato natizeni
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usiluji 0 prevenci podvodnych a klamnych praktik, falSovani potravin a jakychkoliv dalSich
praktik, které by mohly vést ke klamani spotiebitele. Jako ptiklad nejbéznéjsiho podvodu je
nahrada jedné z pfisad podobnou, levnéjsi, kterda je konzumentem obtizné rozpoznatelna.
Rozpoznani je zaroven Casto slozité i pro v soucasnosti pouzivané analytické metody. Kromé
toho, v zavislosti na vlastnostech znehodnocujici latky, mize tato pfidana smés piedstavovat
zaroven 1 zdravotni riziko pro konzumenta. Pravé proto je hlavnim zdjmem potravinaiského
pramyslu vystopovat a prokazat pravost potraviny, a to nejen zZ ekonomickych, ale
I Z bezpe¢nostnich divodt (Cubero-Leon et al., 2014).

V oblasti prokazovani pravosti potravin se objevuji nové piistupy, které mizou snizit
cenu a ¢as zkoumani. Jsou studovany nové metodiky pro feSeni falSovani potravin, protoze
Klasické metody selhavaji. Jednou takovou metodikou je vySe zminéna metabolomika.
Naptiklad znehodnoceni olivového oleje olejem z liskovych jader je velmi znepokojujici,
jelikoz vzhledem k podobnému slozeni triacylglycerolti, sterold a mastnych kyselin je toto
falsovani renomovanymi technikami neprokazatelné. Metabolomika umoznuje hromadné
zkouméni metabolitll v burice, tkdni nebo organismu. Za jeji rozvoj se vdé¢i mnoha dalSim
nastrojum analytické chemie a softwarovym programtim (Cubero-Leon et al., 2014; Santos et
al., 2015).

Studium metabolomiky je obecné mnohem komplexnéjsi u rostlin nez u zivocichi, a to
kviili znaéné riznorodosti chemickych struktur metabolitl pfitomnych v rostlindch, predevsim
pak sekundarnich metaboliti, které jsou specifické pro kazdy rostlinny druh. Metabolomika se
také pokousi identifikovat metabolity, které souvisi se zménami fyziologickych podminek.
Casto byva vyuZivana pii analyze krevni plasmy, moéi, Zludi & mozkomiiniho moku aj.
(Mannina et al., 2012).

Pii zkoumani metabolith se pouZivaji dva komplementarni pfistupy: ,,metabolite
profiling” a ,,metabolic fingerprinting. ,Metabolite profiling* se zamétfuje na analyzu,
identifikaci a kvantifikaci skupiny metabolitti. V mnoha piipadech se jedna o ptistup na zakladeé
hypotézy, kdy je zkoumana sada metabolitt, které jsou spojovany se specifickou metabolickou
drahou (Cubero-Leon et al., 2014; Mannina et al., 2012).

Pivodnim zamérem druhého z pfistupi, kterym je ,,metabolic fingerprinting, neni
identifikovat kazdy pozorovany metabolit, ale porovnavat vzory (otisky prstl) metabolitti, které
se méni v reakci na onemocnéni, enviromentalni nebo genetické zmény. NMR spektra jsou

proméfovana bez jakékoliv identifikace (Cubero-Leon et al., 2014; Mannina et al., 2012).
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Vyznamnym ptinosem v kontrole kvality potravin je i to, ze byl zménén pfistup
ke zkoumani bezpecnosti a kvality potravin, na které je nyni nahlizeno jako na celek. Pro tento
holisticky pohled je nutné:

o Znat strukturu a koncentraci v§ech molekul v potravinach, v analogii na to, co

se prave déje na poli genetiky.

. Ziskat informace o metabolickych drahach a tocich charakteristickych pro

suroviny pro vyrobu potravin, kde a jak dochazi k metabolickym pfeménam.

. Mit znalost o vlivu vnéjsich faktorti a technologickych opatieni, které méni

sloZeni potravin.

Jinak feceno, popis slozeni potravin musi byt stejné dobie definovany jako samotny
¢loveék — na arovni genomu, proteomu a metabolomu. Piesné definované slozeni potravin
na téchto Grovnich je nutné predev§im pfi posuzovani vlivu potravin na lidské zdravi. Tento
celostni piistup byva oznacovan pod pojmem foodomika (foodomics). Foodomika je
definovana jako obor zabyvajici se potravinami a vyzivou skrze aplikaci pokrocilych tzv. omik
(omics technologies) za t¢elem zlepSeni pohody, zdravi a spokojenosti konzument. Vyuziva
proto vyhod vySe zminénych omik, kam se fadi: genomika, transkriptomika, proteomika
a metabolomika (Laghi et al., 2014).

Metabolomika nezaujaté identifikuje a kvantifikuje vSechny metabolity v biologickém
systému. Umoziuje ziskat hlubsi vhled a lepsi kontrolu nad zasadnimi biochemickymi procesy
toho, co konzumujeme. Metabolom je tvofen né€kolika tisici metabolity, které jsou konecnym
vysledkem genové exprese. Proto metabolomika zahrnuje analyzu Siroké skaly sloucenin
odlisné chemické povahy (Mannina et al., 2012).

Potravinovy primysl ma zijem o produkci potravin se stejnymi senzorickymi
a chemickymi vlastnostmi, a proto je kladen diiraz na takové analytické metody, které jsou
vhodné pro ovéfovani slozeni potravin. Kazda potravina ma svou specifickou charakteristiku
(Mannina et al., 2012).

NMR vyuziva metabolomiku k monitorovani senzorické a nutri¢ni kvality potravin
rostlinného piivodu skrze analyzu majoritnich a minoritnich biochemickych slou¢enin. Velkou
vyzvou pro monitorovani moznych vedlejsich biochemickych zmén jsou geneticky
modifikované rostlinné odridy, které maji lepsi nutricni a senzorické vlastnosti, ale zaroven se

s nimi poji také urcité riziko, které je nutné odhadnout (Mannina et al., 2012).
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3.2.1 Polni plodiny

Mezi polni plodiny jsou fazeny obilniny, okopaniny, luskoviny, pfadné rostliny

a olejniny. Nejvice praci se zabyva obilninami a nékterymi okopaninami.

3.2.1.1 Obilniny

Vétsina praci se zabyva uréenim H NMR profilu a jeho vyuzitim pii prokazovéani
autenticity, ur¢ovani geografického pivodu a zkoumani geneticky modifikovanych plodin.
Nejvice zkoumanou obilninou je pSenice.
vlastnosti, a proto by mohly byt zatazeny do stravy celiakii a osob citlivych na lepek.
V souvislosti s tim byl proveden pokus na mysich, které byly krmeny téstovinami ze staré
odridy psenice (Kamutu) a téstovinami z pSenice tvrdé. Rozdilné krmivo zputsobilo, ze
metabolicky profil vykalti ziskany 'HNMR naznacoval vyznamné zmény ve stfevni
mikrobioté. Lze tedy ptedpokladat, Ze nékteré slozky Kamutu mohou chranit organismus ptred
oxida¢nim stresem i zanétem (Carnevali et al., 2014).

Pomoci *H NMR spektroskopie byl také stanoven metabolicky profil pseniéné mouky
Z pSenice tvrdé rtiznych botanickych druh@/kultivari pochdzejicich zjizni Itilie. Ackoliv
nebyly vzorky rozliSeny podle svého botanického ptivodu, ukazalo se, Ze aromatické slou¢eniny
a aminokyseliny jsou zodpovédné za uréeni geografického pivodu (Lamanna et al., 2011).

U pSenice byly vedle geografického rozliSeni vzorkli semolinové mouky z pSenice tvrdé
ziskany také informace o jejim chemickém sloZeni: stanoveny byly pfedevsim lipidy
a polysacharidy (Brescia et al., 2002a). Ve vzorcich chleba pfipraveného z mouky pSenice tvrdé
a pSenice seté byly pomoci 'H HR-MAS NMR a dalgich technik zjistény také tyto latky: mléén4,
jantarova a octova kyselina. Diivodem jejich pfitomnosti je sekundarni fermentace, ktera je
zodpoveédna za pfeménu polysacharidi v jednoduché sacharidy. Proto se signaly nékterych
sacharidd, které byly pfitomné ve spektru mouky, neobjevuji ve spektru chleba. Zaroven lze
také ohodnotit roli mikroorganisma zapojenych do fermentace (Brescia et al., 2003). Dale byly
zkoumany také zmeény v chemickém slozeni tésta Z pSenice tvrdé pii samotném procesu vyroby
chleba. Vysledky studie jsou k vidéni na obrazku 11, kde je zobrazeno H spektrum mouky,

tésta i chleba. Zvyraznén je signal kyseliny jantarové a octové, které vznikaji pii procesu

v

2007; Corsaro et al., 2016).
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Obrizek 11: 'H HR-MAS spektrum ziskané z mouky, t&sta a chleba p3enice tvrdé. Pievzato a

upraveno z: (Corsaro et al., 2016).

Metabolicky vyzkum pomoci H NMR byl proveden také u mouky geneticky
modifikované a konvenéni pSenice, kterd byla péstovana na dvou riznych lokalitach ve Velké
Britanii po dobu tii let. PCA (Principal Component Analysis = analyza hlavnich komponent)
prokdzala, ze vnéjsi faktory (umisténi pole, ro¢nik) maji mnohem vétsi vliv na metabolicky
profil neZ genotyp. Metabolické rozdily mezi vzorky z téchto dvou produkénich lokalit jsou
pfisuzovany rozdilnému obsahu aminokyselin, zejména kyselin¢ asparagové, glutamové a
jejich amidim. Nicméné byly pozorovany urcité rozdily mezi geneticky upravenymi
a parentalnimi liniemi. Ve spektru se tyto rozdily projevily u jedné geneticky upravené linie, a
to ve zvySeném obsahu maltdzy a sachar6zy. Rozdily v obsahu volnych aminokyselin byly
taktéz patrné (Baker et al., 2006).

Prostfednictvim *H HR-MAS NMR byla také studovana hydratace $krobu u psenice,
brambor a kukufice (Larsen et al., 2008).

U kukufice, stejné€ jako u pSenice, byla vénovana pozornost i rozdilu mezi geneticky
modifikovanou a konvenéni. Diky *H NMR bylo provedeno srovnani metabolickych profili

jejich semen a bylo mozné prokazat rozdilné nahromadéni metabolitti v pribéhu vyvoje. Role
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pozménéného genu v kontrole bunééného cyklu byla prokazana (Castro et al., 2008). Ackoliv
se spektra vzorkl zdéala byt stejna, u geneticky modifikované kukufice byla zjisténa vyssi
koncentrace téchto latek: betainu, kyseliny citronové, trehaldzy a nékterych dalsich latek, které
nebyly doposud identifikovany (Piccioni et al., 2009). Dalsi studie se zabyvala rozdily mezi
dvéma geneticky modifikovanymi liniemi na Grovni transkriptomu, proteomu a metabolomu.
Profily obou linii byly sledovany po tfi vegetacni obdobi. Bylo zjiSténo, ze vliv vnéjsiho
prostiedi hraje vyznamnou roli v obsahu bilkovin, genové expresi i V obsahu metaboliti.
Vzorky ze vSech tii vegetacnich obdobi, péstované na stejné lokalité, se daly zietelné rozlisit.
VIliv vngjsiho prostiedi mél vétsi vliv nez rozdilné genotypy (Barros et al., 2010).

Mezi dalsi vyznamné svétové plodiny patii také ryze, jejiz rust je neptiznivé ovliviiovan
dlouhotrvajicim suchem a vysokou salinitou (vysokym obsahem soli). Metabolicky profil
kofenti a vyhonkii dvou odrtid ryze byl zkouman za pomoci *H HR-MAS NMR i klasické
'H NMR. Diky PCA byly obé odriidy jasné rozliseny a pod vlivem stresovych faktor byla
prokazana také znacna akumulace aminokyselin a sacharidt jak v kofenech, tak ve vyhoncich
ryze. Navic byly ziskdny predbézné informace o metabolickych zménach v ryzi zptisobenych

houbovou chorobou Magnaporthe grisea (Fumagalli et al., 2009).

3.2.1.2 Okopaniny

Z okopanin byly studovany napt. brambory a to opét geneticky upravena odrida a hlizy
brambor dvou kontrolnich odrid. Nejvétsi rozdil byl prokdzédn mezi dvéma kontrolnimi
odriidami, nikoliv mezi geneticky upravenym a kontrolnimi. Odli$nost odrid spocivala dle
PCA predevsim mezi nékterymi aminokyselinami a monosacharidy (Defernez et al., 2004).
U péti odrud brambor (skladovanych pii 4 °C a relativni vlhkosti 95 % po dobu dvou a osmi
mesicll) byla pouzita zobrazovaci metoda MRI. Ziskana data a nésledna senzorickd analyza
vafenych brambor potvrdila vysoky potencidl pokrocilych zobrazovacich metod pfi analyze
syrovych brambor. Bylo zjisténo, Ze MRI analyza syrovych brambor umoznuje predpoveédét
senzorické vlastnosti souvisejici se strukturou vatenych brambor (Thybo et al., 2004). Uspé&sné
vyuziti pfi analyze metabolického profilu hliz ranych brambor tfi genotypt zaznamenala
i 'H HR-MAS NMR. Studovany byly brambory péstované organickym a konvenénim
zpusobem, u kterych byly také posouzeny vykyvy celkového obsahu vodiku, uhliku a dusiku.
Vicerozmérna statisticka analyza poskytla vysledek, diky kterému Ize rozlisit jednotlivé odridy
a péstebni systémy. U organicky péstovanych brambor byl sledovéan pokles obsahu dusiku 0 11-

14 %, zatimco obsah kyseliny gama-aminomaselné (GABA) a lyzinu se ve vSech hlizach
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organicky pé&stovanych brambor zvy$oval. 'H HR-MAS NMR se ukazala jako dobry néstroj

pro urcovani ptivodu organicky péstovanych brambor (biobrambor) (Pacifico et al., 2013).

3.2.2 Ovoce a zelenina

Cerstvé ovoce a zelenina jsou povaZzovany za zdroj cennych vitamint, antioxidantt,
vlakniny a mineralnich latek. Mnoho téchto Zivin béhem tepelnych tprav degraduje, a proto je
znacna Cast zeleniny a ovoce konzumovana V Cerstvém stavu nebo zpracovana na cerstve,
zmrazené ¢i koncentrované stavy (Mannina et al., 2012).

Profil ovocnych §tav se stanovuje cilenou i necilenou analyzou. Cilena analyza
umoznuje identifikaci a kvantifikaci jednotlivych sloucenin (napft. sachardzy, galakturonové
kyseliny a dal$ich). Diky tomu lze snadno odhalit falsovani stav. Mezi nejcastéjsi zpisoby
falsovani patii: ptidavek cukru, kyseliny citronové, ¢i citronové $tavy nebo extrakce
pomerancovych slupek a pouziti nezralého ovoce. Druhy pfistup vyuziva statistické metody
K uréeni anomalnich vzorkd, jejich ptivodu, obsahu ovoce nebo ptidavku jiného druhu ovoce,
(Spraul et al., 2009).

Mezi nejcastéji studované plody patii: mango, melouny, jahody, jablka, citrusové plody,
rajCata, olivy a mnohé dalsi.

Gil et al. (2000) byli prvnimi, kdo uspésné¢ stanovili metabolicky profil ovoce.
V prilbéhu zrani manga byly pomoci *H HR-MAS NMR sledovany zmény V chemickém
slozeni §tavy pfimo z ovoce a pro méfeni byla pouzita jak duzina, tak ziskana stava. Vysledky
ukazaly neCekany pokles obsahu kyseliny citronové jiz v prvnich stadiich zrani, a naopak
zvySeni obsahu alaninu a mensi narist kyseliny mlééné, GABA, fenylalaninu a niacinu. Navic
bylo zjisténo, Ze v pokrocilych stadiich zralosti pfevlada ze vSech sacharidi nejvice sacharoza.
Z aromatické Casti spektra bylo odhaleno, Ze k procesu zrani ptispivaji také polyfenolické
slouCeniny. Byly prokdzany rozdily mezi vzorky ziskanymi pfimo z ovoce a vzorky Stavy,
kterym predchazelo urcité predzpracovani. Vzorky ziskané piimo vykazovaly vyssi obsah
a-glukozy a B-glukézy (Gil et al., 2000).

Cilem studie zabyvajici se melouny bylo prozkoumat rozmanitost metabolitl a zakladni
slozeni nékolika komer¢nich odrid za rozdilnych vnéjSich podminek. Analyza ziskanych dat
odhalila rozdily vztahujici se k vné&jSim faktorim, jakymi jsou: odrida, vegetacni obdobi,
zpiisob péstovani (sklenik vs. pole) a datum vysadby. Vysledky prokézaly, ze informace
0 metabolomu a zakladnich slozkach jsou uzitenym diagnostickym néstrojem pro

charakteristiku plodin péstovanych pro komer¢ni ucely (Bernillon et al., 2013). NMR
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spektroskopie poslouzila také pii hodnoceni kvality Cerstvé naporcovanych melounit béhem
skladovani za chladirenskych teplot (Fundo et al., 2015). Stanoveni sacharozy, jakozto
priméarniho produktu fotosyntézy a uréujici slozky sladkosti bylo dosazeno za pomoci *H HR-
MAS NMR. Kvantifikovan byl zaroveinl i obsah glukozy a fruktdézy v mezokarpu tii odrad
melound. Vysledny obsah sacharidii mezi jednotlivymi odridami melouni se lisil a vysledky
se shodovaly s vysledky ziskanymi tradi¢nimi enzymatickymi metodami. Vyhodou HR-MAS
NMR je jeji rychlost stanoveni za mén¢ jak 30 minut, citlivost a nizka spotfeba vzorku (obvykle
50 mg). Navic muze tato metoda umoznit kvantifikaci dalSich rostlinnych metaboliti
(Delgado-Goii et al., 2013).

Pti zpracovani ovoce ma velky vyznam také vliv tlaku (100-200 MPa), ktery byl
studovéan U jahod, a to za pomoci zobrazovaci metody MRI a *H HR-MAS NMR. Diky MRI
byly prok4zany vyznamné zmény v chovani molekul vody, které se zvySovaly spolu s pouzitym
tlakem. U¢inkem tlaku dochézelo k rozsahlému pierozdéleni molekul vody z intracelularniho
do extracelularniho prostoru v dfeni a centrlnim dutém mistu jahody. *H HR-MAS NMR
umoznila identifikaci hlavnich sacharidl (sacharézy, a-glukozy, B-glukozy a fruktdzy). Pouzity
tlak zna¢né ovliviioval hydrolyzu sachardzy, zatimco zmény v profilu kyseliny citronové,
jable¢né a asparagové nebyly pozorovany. NMR metody se ukazaly jako velmi uzite¢ny néstroj
pro porozumeéni pasobeni tlaku pfi zpracovani potravin (Otero et Préstamo, 2009).

HR-MAS NMR, jakoZto metoda umoznujici studium polotuhych latek, byla aplikovana
u citronu a cedratu, kde byly detekovany napf. terpeny, sacharidy, organické kyseliny
a aminokyseliny. Zaroven se projevila jako cenna metoda pro pozorovani zmén tykajicich se
sacharidi, organickych kyselin (pfedevsim citronové a jablecné), obsahu ethanolu ve vzorcich
duziny a obsahu mastnych kyselin v semenech. To v§e souvisi s prubéhem zrani a ukazuje na
moznost, jak posuzovat zralost ovoce pro komer¢ni uéely (Mucci et al., 2013). Podobn¢ byla
'H HR-MAS NMR uzita pti analyze $tavy dvou hybridnich citronti. Prvni byl péstovan
V Messin¢ a ziskal chranéné oznaceni PGI (viz nize), druhy bez chranéného oznafeni pochazel
z Turecka. V obsahu mnoha metabolitli se vzorky obou citronti shodovaly, v ¢em se lisily, byl
vys§i obsah asparaginu, fruktozy, glukézy, kyseliny jable¢né a myo-inositolu u citronu
Z Messiny. Naproti tomu citron péstovany v Turecku byl bohat§i na mastné kyseliny, GABA,
arginin, cholin, izoleucin a nékteré dalsi latky. Perspektivou do budoucna je stanoveni
které budou jednoznacné€ vypovidat o geografickém piivodu, a tak zabezpeci kontrolu pravosti

certifikovanych potravin (Cicero et al., 2015).
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Ve studii D’abrosca et al. (2017) byla popsana souvislost metabolickych zmén v jablku
po sklizni s rozdilnymi péstebnimi systémy. Jina studie porovnavala polyfenolické profily
susenych jablek (k¥izal) odrid (Mantovana, Mora, Nesta, Cipolla, aj.) s komer¢ni odradou
(Golden Delicious), které byly susené¢ vzduchem pii teploté 45 °C po dobu 19 hodin. Ackoliv
béhem prubcéhu suSeni dosSlo ke ztraté nékterych polyfenolickych sloucenin, antioxidacni
kapacita n¢kterych malo vyuzivanych odrid zistala oproti komeréni odridé Golden Delicious
vyssi. Vysledky studie naznacuji, ze stabilita nutricné hodnotnych sloucenin v jablkach
podléhajicich dehydrataénim zménam zavisi na Siroké Skale a typu analyzovanych sloucenin.
Ziskana data dokazuji, ze jablka po ususeni nadale obsahuji znacné mnozstvi antioxidantl
(Francini et al., 2017).

Mezi nejvice probadané potraviny patii olivy a olivové oleje, které se z nich, piedevsim
Vv oblasti Sttedomofti, vyrabi. Jedna se o pomérné drahou komoditu, ktera byva casto falSovana
a jejiz chranéné oznaceni puvodu (CHOP = PDO = Protected Designation of Origin) je
zneuzivano. Logo CHOP lze spolu s dalsim chranénym oznacenim EU vidét na obrazku 12
nize. Vysledky NMR studii olivovych oleju jsou shrnuty v piehledovém ¢lanku autorti Dais et
Hatzakis (2013).

U olivovych olejt je sledovana jejich kvalita, ¢i druhova ptislusnost a mnoho dalsich
faktorti. Analyza vzorkd oleji z Libanonu popisovala také vyznam nadmoiské vysky,
zemépisné Sitky nebo morfologickych a teplotnich vlivii pfi péstovani oliv. Zabyvala se
I vyznamem doby sklizné a bylo zji§téno, ze vyznamnou roli pro charakteristiku oleju hraje také
mira srazek v dubnu a kvétnu. Geograficky ptivod oleji byl ur¢en na urovni podoblasti
(Merchak et al., 2017). Nadmotska vyska byla zohlednéna také v dalsi studii olivovych oleji
z Lazia v Italii, a to spole¢né s ti€inkem zavlazovani. Zatimco obsah té¢kavych sloucenin byl
citivy na nadmoiskou vysku, zavlaZzovani nejvice ovlivnilo obsah kyseliny olejové
a nasycenych mastnych kyselin (D’imperio et al., 2007). Tradi¢ni chemicka analyza i NMR
byly aplikovany pfi studiu jednodruhovych olivovych oleji z Alzirska a pomohly pii uréovani
jejich geografického ptivodu a hodnoceni kvality. Studie prokazala zavislost obsahu chlorofylu,
karotenoidu, tokoferoll a olejové kyseliny na odradé oliv (Laincer et al., 2016).

Vyuzitim 'H HR-MAS NMR byla charakterizovana struktura slupky rajcete.
Z vysledkt vyplyva, Ze slupka rajCete je po chemické strance tvorena pievazné alifatickymi
skupinami spolu s nékterymi alkeny a aromatickymi skupinami, coz se shoduje s pfedchozimi
studiemi. Déle byly identifikovany primarni a sekundarni alkoholy, stejn¢ jako volné mastné
kyseliny a jejich derivaty zodpovédné za sit'ovitou strukturu kutinu, coz je biopolymer, ktery je

soucasti listt a kutikul rostlin (Deshmukh et al., 2003). U rajcat byla zkoumana také jejich
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duZzina, semena, slupka a rajcatové pyré, pticemz byly vybrany plody tfi stadii zralosti. Rozdily
mezi vybranymi ¢4stmi byly snadno patrné *H HR-MAS NMR spektroskopii. Semena byla
tvofena predevSim triacylglyceroly, zatimco ostatni cCasti sestavaly z fruktozy, glukozy,
kyseliny citronové a dominantni byla také GABA, glutamin a kyselina glutamova.
Chemometrickd analyza umoznila vizualizaci pribéhu zrani a poukézala na to, Ze ackoliv se
plody z vn&jsku zdaji byt stejné, 1isi se obsahem uréitych metabolittl (Pérez et al., 2010). H
HR-MAS NMR byla také vyuzita pfi prokazovani autenticity a geografického ptivodu znamych
rajCat odriady Pachino, péstovanych na Sicilii. Pravé proto, Ze rajCata ziskala chranéné
zemépisné oznaceni Evropské unie (CHZO = PGI = Protected Geographical Indication)
a certifikat kvality, ¢imz se zvysila i jejich cena, dochéazelo ¢asto k podvodiim jak na italskych,
tak na mezindrodnich trzich. Logo CHZO je zobrazené na obrazku 12. Diky HR-MAS NMR
bylo zjisténo, Ze Pachino rajcata maji vyssi koncentraci sacharidii, esencidlnich aminokyselin
a GABA. Na druhou stranu maji niz§i obsah mastnych kyselin a methanolu, latek, jejichz
nadbytek neni lidskému télu prospésny. Proto jsou v ur¢ité mife povazovana za zdravi
prospésna a vykazuji také dobré organoleptické vlastnosti. Ackoliv nékteré vnéjsi faktory, jako
je proménlivost pocasi v prubéhu roku, mohou pfispivat k metabolickym zménam, celkovy
metabolicky obsah je zavisly pouze na geografickém ptivodu. Tudiz je mozné vyloucit nebo

naopak potvrdit ptipadné falsovani (Mallamace et al., 2014).

ta 0'[)N A (;[‘

Obrazek 12: Chranéné zemépisné oznaceni a chranéné oznaceni pivodu EU. Pfevzato z:
<http://eagri.cz/public/web/mze/potraviny/znacky-kvality-potravin/evropske-

znacky kvality/>.

3.2.3 Miléko a mlééné vyrobky

MIéko je obzvlaste komplexni a nutricn€ hodnotnou zékladni slozkou potravy. Nejvice
studii se zabyva zménami ve slozeni mléka, které byly provedeny za ucelem zlepSeni jeho

funk¢nich vlastnosti a zvySeni trzni schopnosti. Dalsi oblasti vyzkumu je jednoznaéné urceni
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pfislusnosti mléka konkrétnimu zvifecimu druhu. Tato problematika se tykd mnoha zemi
nachazejicich se v oblasti kolem Stfedozemniho mote a dalSich takovych, kde je znacné
mnozstvi mléénych produktti vyrabéno i z jiného mléka nez kravského (Corsaro et al., 2016).

Obecné *H NMR nebyva pii analyze mléka aplikovana p¥imo, a to ze dvou divodi:
jednou z hlavnich slozek mléka je také voda, ktera mize zptiisobovat vyrazné piekryti signalt
dalsich jeho slozek. P¥i analyze mléka jsou tedy ¢asto méfena °C a 3'P NMR spektra. Nutna je
také ptiprava vzorku (extrakce triacylglyceroli, odstranéni tuku, upraveni pH apod.). Zatimco
3Ip NMR umoznila analyzovat slozeni glycerofosfolipidii mléka v souvislosti s odlisnym
zptisobem skladovani, **C poskytla informace o skladb& mastnych kyselin a s tim souvisejici
rozliSeni mléka dle druhového pivodu (Mannina et al., 2012).

RozliSenim kravského a buvoliho mléka na zaklad€ slozeni triacylglycerolti (TAG) se
zabyvala star§i studie Andreotti et al. (2000). Kravské, buvoli, kozi a ovéi mléko potom
porovnavala o néco nov¢jsi studie Andreotti et al. (2002). Lepsi porozuméni metabolitim mléka
odlisnych druhti zvifat mize posunout moznosti hodnoceni mléka a detekci jeho falSovani.
Yang et al. (2016) charakterizovali metabolické profily mléka u holstynského skotu, skotu
plemene Jersey, jaka, buvola, kozy, velblouda a koné. Né&které metabolity, jako cholin
a kyselina jantarova, byly vyuzity pro odliSeni mléka holstynského skotu od vSech ostatnich.
Analyza metabolické cesty odhalila, Ze metabolismus glycerofosfolipidi, stejné jako
biosyntéza valinu, leucinu a izoleucinu, jsou stejné i pro ostatni piezvykavce (plemeno Jersey,
buvola, jaka a kozu). Biosyntéza nenasycenych mastnych kyselin byla naproti tomu spole¢na
pro kon¢ a velblouda. Vysledky tohoto vyzkumu jsou uzitecné pro pochopeni rozdilli v syntéze
mléka holstynského skotu a ostatnich zvifat, produkujicich mléko (Y. Yang et al., 2016).

Pomoci NMR byly také odhaleny biomarkery ¢asto se vyskytujiciho metabolického
onemocnéni krav — ketozy. Ketéza byva obvykle diagnostikovana ze vzorkl krve nebo moci,
jejichz odbér neni tak jednoduchy. Proto je vZdy dostupné mléko vhodnéjSim vzorkem pro
analyzu. Nevyhodou mize byt zavislost biomarkerti na stadiu laktace, plemeni a zplsobu
krmeni. Jeden z biomarkert se zdal byt aplikovatelny pouze pro dané zkoumané plemeno, proto
je potieba jej pro dalsi plemena stanovit individualné (Klein et al., 2012). Dal$im indikatorem
nezadoucich zmén v mléce je pocet somatickych bunék (PSB), jehoz zvysend hodnota obvykle
indikuje mastitidu. Somatické buniky rtzného typu pfispivaji k rozdilnému metabolickému
fingerprintu mléka. Pomoci NMR byly identifikovany jizZ zndme biomarkery, konkrétné laktat
a acetat, a také n¢které nové: kyselina hippurova, izoleucin, butyrat, fumarat a B-hydroxybutyrat
(Sundekilde et al., 2013).
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Velmi viestrannou metodou pro kvantitativni analyzu fosfolipidii v mléce je 3P NMR,
ktera byla porovnavana s (2D-TLC) tenkovrstvou chromatografii. A¢koliv se 3'P NMR ukézala
jako méné citlivéjsi metoda pro detekci minoritnich sloucenin, jeji hlavni vyhodou oproti
tenkovrstvé chromatografii byl celkovy ¢as analyzy, ktery ¢inil pouhych 36 minut. Metoda se
dala pouzit i pro vzorky s vysokym obsahem fosfolipidii, pficemz predchozi extrakce lipida
nebyla potiebna (MacKenzie et al., 2009).

Co se tyka falSovani mléka, néktefi producenti do mléka bezohledné piidavaji
nebilkovinné dusikaté slouceniny. Cilem je zdanlivé zvySeni koncentrace bilkovin.
Neuvédomuji si vSak nasledky ptidavku téchto sloucenin, které maji nefrotoxické ucinky
tyto latky: mocovina, melamin, guanidin, biuret a diaminoguanidin. V zdvislosti na lokalité
produkce mléka byly zjistény vyssi hladiny moc€oviny, které vSak neptekra¢ovaly maximalni
bezpec¢ny limit 620 mg/I (Li et al., 2016).

Pro ovéfeni pravdivosti tvrzeni ,,bez laktdozy/neobsahuje laktézu®, kterd se nachéazi na
obalech bezlaktozovych mlék a mléénych nahrazek ze s6ji, ovsa a ryze, byla vyuzita 'H NMR
spektroskopie. V tomto piipadé byla tH NMR shledana jako vhodna rutinni metoda pro analyzu
mlék a jeho nahrazek (Monakhova et al., 2012). Novou alternativou tradi¢nich metod (napf.
plynové chromatografie, ktera je kvuli pfipravé vzorkli velmi ¢asov€é narocna) pro méieni
konjugované kyseliny linolové (CLA) obsaZené v lipidické frakci mléka, ptedstavuje
v kombinaci se spolehlivou extrakci lipidii *H NMR. Celkovy obsah CLA byl méfen u vzorki
riznych kanadskych syrti vyrobenych z mléka dojnic, které byly krmeny konvenénim krmivem,
organickym krmivem nebo trdvou. Vysledky prokézaly, ze syry vyrobené¢ z mléka krav
krmenych vyluéné travou vykazuji znaéné vyssi celkovy obsah CLA nez ostatni syry (Prema et
al., 2013). Chranéné oznaceni pivodu (CHOP) nese také produkt zbuvoliho mléka —
Mozzarella di Bufala Campana vyrabény v oblasti Campania v Italii. Pro zajisténi kontroly
autenticity, geografického pivodu a kvality mozzarelly byla aplikovana *H HR-MAS NMR,
ktera bez jakékoliv ptipravy vzorku (extrakce, apod.) pomohla pfimo identifikovat specifické
metabolity. PCA vysvétlila odliSnosti mezi dvéma vzorky ze dvou riiznych produkénich lokalit,
a to diky témto metabolitim: B-galaktoze, -laktoze, kyseliné octové a glycerolu. Zasluhou
'H HR-MAS NMR bylo umoznéno statistické rozliseni geografického ptivodu mozzarelly i jeji
Cerstvosti (Mazzei et Piccolo, 2012).

Za zminku stoji také vyuziti MRI zobrazovaci metody pfi studiu mléénych vyrobkd.
MRI porovnavala syry vyrobené ze syrového a tepelné upraveného ovciho mléka ze Sardinie.

Ziskané vysledky se shodovaly s piedchozimi studiemi, zabyvajicimi se podobnou
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problematikou. Vyhodou MRI je ¢as nutny pro analyzu, ktery je velmi kratky (6-18 min.),

a predevsim také to, ze se jedna o nedestruktivni metodu (Mulas et al., 2013).
3.2.4 Maso a masné vyrobky

Kvalita masa zavisi na mnoha faktorech ovliviiujicich postmortalni metabolické reakce,
které jsou zodpovédné za pfeménu svaloviny v maso. Patii sem: genetické predispozice,
krmivo, zptsob usmrceni atd. NMR spektroskopie muze poskytnout informace o pH,
metabolickych zménach, obsahu a rozd¢leni vody ¢i tuku v mase a mnohé dalsi. Proto se stava
dilezitym nastrojem pro analyzu masa (Spyros et Dais, 2012).

Potencidl *H HR-MAS NMR pro uréovéni piivodu masa a identifikaci jeho falSovani
byl poprvé popsan v praci Brescia et al. (2002b). Bylo potvrzeno, Ze tato metoda umoznuje, bez
jakychkoliv zvlastnich ptiprav vzorku, rychlé ziskani kvalitativnich i kvantitativnich informaci
0 chemickém slozeni masa (Brescia et al., 2002b). Nalezenim parametrtt vhodnych pro urc¢eni
geografického ptivodu jehnéciho masa ze tii lokalit v Apulii (jizni Italie) se zabyvala prace
autor Sacco et al. (2005), kteti kombinovali 'H HR-MAS NMR s dal§imi analytickymi
metodami. Schopnost metody ptedpovédét vlastnosti vzorku dosahovala vysoké uspésnosti
(Saccoetal., 2005). V souvislosti s tim byly za Gi¢elem uréeni geografického ptuvodu provedeny
predb&zné studie vzorki suieného hovéziho masa (z Australie, Brazilie, Kanady, Svycarska
a USA). Ackoliv se obsah tuku a nékterych specifickych metabolitt zdal byt dobrym
biomarkerem, bylo zjisténo, ze odlisné krmivo, plemena a podminky chovu zvifat mohou
zpusobit komplikace pii rozliSovani ptivodu vzorka (Shintu et al., 2007).

Informace o piivodu hovéziho masa byly také velmi Zadané predevsim v dobé, kdy byl
zvySeny vyskyt onemocnéni BSE, tzv. ,,nemoci Silenych krav*, a v dobé implementace dohody
o volném obchodu. Fingerprinting a profiling ziskany na zakladé 'H NMR umoznil rozli$eni
syrovych vzorkli masa ze Ctyt zemi: Nového Zélandu, Australie, USA a Koreje. Jako mozny
biomarker pro identifikaci pivodu byla oznacena kyselina jantarova a n€kolik aminokyselin —
izoleucin, leucin, methionin, tyrosin a valin (Jung et al., 2010).

Mnoho praci se zabyva také rybim masem a tim, jaké ucinky na maso ma zpusob jeho
oSetieni. 'H HR-MAS NMR byla vyuzita pii analyze uzeného lososa obecného a umoznila
ureni nejdalezitéjSich latek: mastnych kyselin, sacharidi, aminokyselin, dipeptidd,
organickych kyselin a dalSich. Poprvé byla také predstavena novd moznost identifikace ®-3
mastnych kyselin u ryb a rybich produkti (Castejon et al., 2010). *H HR-MAS NMR
v kombinaci s PCA nasli vyuziti pfi rozliSeni mezi ozafenym a neozaienym za studena uzenym
vzorkem lososa obecného. NMR profil byl ziskdn z malého mnoZstvi svaloviny za mén¢ jak
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8 minut. Obdrzené vysledky poukazaly na nékteré slouceniny, které mohou byt vyuzity pii
diagnostice osetfeni potravin ozafenim. Jedna se o tyto slouceniny: kreatin, trimethylaminoxid,
fosforylcholin a glycerol fosforylcholin. *H HR-MAS NMR je schopna odhalit zmény ve
slozeni masa souvisejici se zpusobem jeho zpracovani, stejné jako potvrdit nebo vyvratit
ptitomnost bioaktivnich sloucenin v ozafenych potravinach (Villa et al., 2013).

P1i rozliSovani masa volné zijicich losost a losost z farmovych chovil byla aplikovana
13C NMR spektroskopie. Rozliseni bylo provedeno také za uéelem urdeni geografického
puvodu a ovéfeni ptipadného zneuziti oznaceni losost prodavanych na trhu (Aursand et al.,
2009). Cilem LR-NMR spolu stradi¢nimi chemickymi metodami bylo zjistit fyzikalni
a chemické rozdily pied a po nastupu rigor mortis (posmrtné ztuhlosti). Studie zahrnovala volné
zijici a na farmach chované tresky a ptfinesla cenné informace tykajici se struktury masa stejné
jako informace o stavu vody béhem aplikace solného nalevu a informace o denaturaci bilkovin.
Bylo zjisténo, ze aplikace soli a rehydratacni proces zplsobuji nevratné zmény bunék
(Gudjonsdottir et al., 2010).

NMR spektroskopie se uplatiiuje také u dritbeziho masa. Pro lepsi porozuméni rozdilim
ve sloZeni prsniho masa dvou plemen kachen (liSicich se vékem) byla spole¢né s PCA a dalSimi
statistickymi analyzami vyuzita 'H NMR (Wang et al., 2017). V poslednich desetiletich je
pozoruhodny zvyseny vyskyt abnormalit prsniho svalstva a jeho dystrofie u komer¢nich kurat.
Dystrofie prsniho svalstva byla spojena se zna¢né€ snizenym obsahem anserinu, karnozinu

a kreatinu (Soglia et al., 2016; Sundekilde et al., 2017).

3.2.5 Koreni a 1é¢ivé rostliny

Nejen zivoci$né produkty, ale také produkty rostlinného ptivodu, a pfedev§im samotné
koteni a 1écivé rostliny jsou pfedmétem studia NMR spektroskopie.

Byliny a 1é¢ivé rostliny jsou jiz od nepaméti pouzivany pii 1écbé zadvaZznych zdravotnich
komplikaci a jejich vyznam je 1 v soucasnosti zasadni. Z tradi¢nich 1é¢ivych rostlin Ize ziskat
mnoho biologicky aktivnich latek. Ziskavani informaci o jednotlivych rostlinnych metabolitech
je v8ak velmi ¢asové naro¢né (Kumar, 2015).

'H HR-MAS NMR byla pouzita pro posouzeni metabolického profilu sladké papriky.
1D a 2D NMR spektra ziskana ptimo z nc¢kolika miligraml vzorku umoZnila identifikaci
organickych kyselin, mastnych kyselin, aminokyselin a minoritnich slou¢enin, jakymi jsou
trigonellin, cholin a derivaty kyseliny skoficové. K druhovému rozliseni papriky poslouzily

pravé sacharidy, organické a mastné kyseliny (Ritota et al., 2010). NMR data spole¢né
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s chemometrickou analyzou dokézala stanovit metabolity zodpovédné za odliSeni vzorkl
¢esneku dle druhu (na ¢erveny a bily ¢esnek) a dale pak podle geografického ptivodu. Metodika
se prokazala jako vhodna pro kontrolu kvality a falSovani ¢esneku (Ritota et al., 2012).

Mezi jedno z nejdrazsich kofeni na svété vibec patii Safran, ktery z tohoto diavodu
podléha také Casto falzifikaci. Pouziti zakdzanych barviv fady Sudan (I-IV), bézn¢ pouzivanych
pii barveni plastii, bylo odhaleno za pomoci *H a *C NMR spekter. 'H NMR spektroskopie
byla pro svou vysokou piesnost a rychlost potvrzena jako vhodna metoda pro hodnoceni
falSovani Safranu (Petrakis et al., 2017). Dalsi studie zabyvajici se Safranem se zaméfila na
problémy se zpétnym urovanim staii komercnich vzorki neznamého ptivodu. Byly zkoumany
oveétené a komercni vzorky rizného pivodu a doby sklizné, které byly skladovany za
definovanych podminek po rizné dlouhou dobu. Vysledky byly velmi povzbuzujici, protoze
bylo mozné stanovit mezni hodnotu, nad kterou mize byt jakykoliv komer¢ni §afran povazovan
za nevyhovujici (Consonni et al., 2016). *H NMR spektroskopie byla aplikovana také pfi
ur¢ovani kvality Safranu z Italie ozna¢eného chranénym oznacenim ptivodu CHOZ. Piestoze se
jedna spise o predbézné vysledky, vzhledem k malému mnozstvi zkoumanych vzorki, je mozné
rozlisit Safran s CHOZ a komercné dostupny. Byly urceny dvé ze zakladnich slozek Safranu
zodpovidajici za jeho kvalitu, a to pikrokrocin a krocins. Komeréné dostupny Safran byl
charakterizovan na zaklad¢ mastnych kyselin (Cagliani et al., 2015).

Dal§i studie zaméfena na 3P NMR spektra prokazala sviij potencial pro detekci
a kvantifikaci velkého mnozstvi fenolickych sloucenin a triterpenickych kyselin extrakti
oregana v jednom experimentu. Porovnanim chemickych posunti modelovych slouéenin z 2D
NMR spektroskopie bylo dosazeno jednozna¢ného ptifazeni chemickych posunt dihydroxy-
a polyhydroxyfenolii jednotlivym odréidim oregana v 3'P NMR spektru. Pokud by byly dobie
zdokumentované chemické posuny funkénich skupin vSech odrid oregana, byla by tato
technika vhodna pro rychly screening velkého poctu vzorkid a pro vytvoreni komplexni
databanky autentickych odriid oregana. Na zaklad¢ studie bylo zjisténo, ze zkoumané vzorky
oregana byly bohaté na triterpenické kyseliny stejn¢ jako na fenolové slouceniny, mezi které
patii karvakrol (Agiomyrgianaki et Dais, 2012).

Velmi zajimavé vyuziti NMR spolu s dalSimi analytickymi metodami ptedstavuje
izolace a strukturni identifikace biologicky aktivnich latek. Zeng et al. (2015) provedli studii,
ve které dokdazali izolovat a identifikovat latky indikujici smrt rakovinnych bun¢k. Jednalo se
0 latky ze semene ¢inského koteni zndmého pod ndzvem galgan. Na bunéénych liniich byla
zhodnocena jejich cytotoxicka aktivita a bylo potvrzeno, ze semena této rostliny mizou slouzit

pfi prevenci rakoviny (Zeng et al., 2015).
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3.3 Studium struktury biologicky aktivnich latek

NMR je tedy také dilezitym nastrojem pro studium biologicky aktivnich latek a jejich
struktury. Pfi jejich zkoumani se bézné vyuziva jak *H, tak i *C NMR.

V piipad¢€ objasinovani struktury téchto latek je vSak zasadni jejich izolace v co nejcCistsi
form¢, napt. formou tzv. bioaktivitou fizené frakcionace (bioassay-guided fractionation).
K tomu se vyuzivaji také preparativni techniky jako je napt. TLC, HPLC (vysokoucinna
kapalinova chromatografie) nebo sloupcova chromatografie. Jako ptiklad 1ze uvést studii Eom
et al. (2016), kde byla zkoumana kura bfizy mandzuské (Betula platyphylla var. japonica) za
ucelem izolace a identifikace bioaktivnich chemickych slou¢enin. Diky 1D a 2D NMR byla
objasnéna struktura nového triterpenu. Bifiza mandzuska je pouzivana k 1écbé zéapalu plic,
zanétu ledvin nebo chronické bronchitidy. Vysledky studie prokazaly, Ze jeji kira je
potencidlnim zdrojem pfirodnich antioxidantli, které¢ lze pouzit ve farmacii i jako soucast
funkénich potravin (Eom et al., 2016).

V pichledovém c¢lanku Agerbirk et Olsen (2012) je shrnuto vyuziti NMR a dalSich
analytickych metod pfi studiu struktury rtiznych glukosinolatd, produkovanych napt. celedi
brukvovité. Zkoumany jsou piedevsim odridy, u kterych je znama jejich fylogeneze a lze tak
zhodnotit 1 vliv evoluce na profil glukosinolati. NMR v mnoha ptipadech poskytla chybéjici
informace o struktuie glukosinolatd (Agerbirk et Olsen, 2012).

Dalsi studie hodnotila pfipadné pouziti flavonoidii endemického tropického ovoce
pochazejiciho z franu ve farmaceutickém a potravinaiském primyslu. Konkrétné se jednalo
0 Trigonosciadium brachytaenium z ¢eledi mifikovité. Flavonoidy jsou pfitomné v potravinach
a lécivych rostlinach a jsou tedy pfimo konzumovany. V rostlinach se nachazi pievazné ve
formé glykosidu. Jejich biologicka aktivita ma vliv na lidské zdravi, proto slouzi také pti vyvoji
novych 1éka. Z extraktu tohoto ovoce byly poprvé izolovany dva nové derivaty flavonoidu,
jejichz struktura byla objasnéna za pomoci 'H, 3C NMR a dalsich metod. Extrakt vykazoval
antimikrobialni aktivitu proti sedmi riznym bakteriim (napt. Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis), stejné jako proti tfem houbam (napt. Saccharomyces cerevisiae
a Aspergillus niger) (Akhavan et al., 2015).

V Ajurvédé se jiz po staleti pouziva pryskytice (guggul) ze stromu Commiphora wightii
(syn. Commiphora mukul) — u nas znamého jako myrhovnik. U této pryskyfice byla NMR
spektroskopii objasnéna struktura 51 rtiznych metabolitti. Jako hlavni metabolity byly poprvé
identifikovany myo-inositol a kyselina chinova. Poprvé byla také zminéna izolace houbového

endofyta Nigrospora sps. z této rostliny. Tato endosymbioticka houba produkovala zna¢né
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mnozstvi bostrycinu a deoxybostrycinu, latek zndmych pro své protirakovinné vlastnosti
(Bhatia et al., 2015).

'H NMR prispéla také pii analyze biologicky aktivnich latek rostliny Glycyrrhiza
glabra, vS§eobecné znamé pod nazvem lékofice. Lékofice se pouziva pii 16¢bé zanétlivych stavi,
ma protirakovinné a antivirové ucinky. Identifikace biologicky aktivnich latek je nutnym
ptedpokladem pro vysvétleni jejiho 1é¢ebného vyuziti (Farag et al., 2012).

Biologicky aktivni diterpeny se vyskytuji v kofenech endemické plané rostouci Salvéje
(Salvia rhytidea) z ¢eledi hluchavkovité, kterou lze najit na vychodé iranu. 3C NMR odhalila
Vv této rostling¢ dvé velmi u¢inné protirakovinné latky (sahandinon a miltiron) (Jassbi et al.,
2017).

Zdrojem pfirodnich fenolickych antioxidantd jsou semena stromu Dimocarpus longan
Lour (syn. Euphoria longan Lam.), ktery roste napi. v Thajsku, kde jsou jeho plody velmi
vyznamné. Ovoce tohoto stromu se konzumuje v Cerstvém, suseném i konzervovaném stavu.
Pravé konzervarensky prumysl produkuje velké mnozstvi semen, kterd jsou cenéna pro své
antioxidacni u¢inky. Strukturni objasnéni polyfenolické frakce bylo provedeno také za pomoci
'H a ¥C NMR spektroskopie (Sudjaroen et al., 2012).

V pichledovém ¢lanku Yang et al. (2014) jsou shrnuty pokroky souvisejici se
zkoumanim rodu Panax (zensen), ktery je zdrojem pfirodnich 1é¢ivych piipravku. Ptipravky
z zenSenu jiz po staleti pfispivaji lidskému zdravi. Rod Panax obsahuje bohaté mnozstvi
saponint, biologicky aktivnich latek s G€inky na centralni nervovy systém a ptiznivymi u¢inky
u pacientt trpicich kardiovaskularnimi chorobami. Dale piisobi proti rakovin€ a pomaha pfi
diabetu. Pi charakteristice ZenSenu byla taktéz vyuzita 'H a 3C NMR, kterd umoznila
objasnéni neznamych struktur (Yang et al., 2014).

Diky pozitivnim vlastnostem BAL se studium jejich struktury pomoci NMR
spektroskopie vyuziva stale Cast&ji. Jejich ptipadné pouziti pii 1é€bé konkrétnich onemocnéni

a vyuziti pfi vyvoji novych 1€k je velmi vyznamné.
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4 Zavér

Nuklearni magnetickd rezonance je tradicné€ vyuzivana pii objasnéni chemické struktury
malych syntetickych i pfirodnich molekul, v posledni dob¢ poté i velkych biomolekul. Pfi tom
se stava stale presnéjSim nastrojem.

S lepS$imi moznostmi ve vypocetni technice, snizujicimi se naklady, vyvojem siln&jSich
magnetickych poli, technik pro potlaceni signalu rozpoustédel a také s velkym poctem
vsestrannych pulznich sekvenci 1D a 2D NMR, se aplikace NMR rozsitila v metabolomice
i nutrigenomice.

Vyuziti nuklearni magnetické rezonance v potravinaistvi tedy nachazi stale vétsi
uplatnéni a diky svym moznostem se stdva vice a vice piedmétem z4jmu mnoha védeckych
studii. Pouziti NMR v zemé&délsko-potravinaiském odvétvi je jednou z nejrychleji se
rozvijejicich oblasti. NMR dokaze napf. analyzovat zmény ve slozeni zemédé€lskych plodin
i produktti, zptisobené vnéjSim prostiedim, prokazat jejich ptipadné falSovani nebo naopak
potvrdit pravost.

Aplikaci NMR v potravinafstvi by do budoucna mohlo podpofit vytvofeni
interaktivnich databazi a softwaru, které by spoleéné¢ umoznily kvantifikovani metabolitii
Vv potravinach. Pro vytvofeni takové databaze je nezbytné, aby mezi sebou jednotlivé védecké
tymy komunikovaly a spolupracovaly.

Stale je vSak mnoho oblasti, kde studium metabolomiky za pomoci NMR nebylo
vyuzito. Aby mohly byt vysledky ziskané NMR spektroskopii aplikovany pii hodnoceni
kvality, autenticity a plivodu potravin je potfeba vypracovani jednotnych experimentalnich
protokoll, vytvofeni vySe zminénych databazi a zdokonaleni vhodnych statistickych metod. To

vSe je zakladem pro uznadni NMR jako vhodné metody k rutinnimu pouziti pti kontrole potravin.
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6 Seznam pouzitych symboli a zkratek

AE
ADC
Bo
BAL
BSE

CDs3-SO-CDs

CdCls
CLA

CwW

D20
DMSO-ds
FID

FT
GABA

h

HPLC

HR-MAS NMR

HR-NMR
CHOP
CHZO
COSY

I

J

K

LLE
LR-NMR

MAE

MRI
NMR

rozdil energie

cast spektrometru pievadéjici analogovy signal na digitalni
indukce magnetického pole

biologicky aktivni latky

bovinni spongiformni encefalopatie — ,,nemoc §ilenych krav*
dimethylsulfoxid

chloroform-d (deuterovany)

konjugovana kyselina linolova

continuous wave

tézka voda

dimethylsulfoxid

voln¢ doznivajici indukce

Fourierova transformace

kyselina gama-aminomaselna

Planckova konstanta

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
high resolution magic angle spinning

high resolution NMR

chranéné oznaceni pivodu

chranéné zemé&pisné oznaceni
homokorelované *H — *H spektrum
spinové kvantové ¢islo

interak¢ni konstanta

Kelvinova stupnice

liquid-liquid — extrakce kapalina-kapalina
low resolution NMR

magnetické kvantové ¢islo

microwave assisted extraction — extrakce podporovana mikrovinnym
ohievem

zobrazovaci metoda magnetické rezonance
nuklearni magnetickd rezonance

vnitini moment hybnosti
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PCA
PDO

PGI

PLE

PSB

SLE
SNIF-NMR
SPE

THF

TLC
TMS

\

a = o =<

analyza hlavnich komponent

Protected Designation of Origin

Protected Geographical Indication

pressurised liquid extraction — (pie)tlakova kapalinova extrakce
pocet somatickych bun¢k

supercritical liquid extraction — superkriticka kapalinova extrakce
site-specific natural isotope fractionation

solid-phase extraction — extrakce pevnou fazi

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie

tetramethylsilan

radiofrekven¢ni vina

precesni pohyb o Larmorové frekvenci

gyromagneticky pomér

delta — stupnice chemického posunu

magneticky moment

stinici konstanta

53



