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ABSTRAKT

Predlozend prace je zaméfena na aplikaci kombinované instrumentalni metody RP-
HPLC/ESI-MS a jeji moznosti vyuZiti v analyze vybranych skupin pfirodnich fyziologicky
aktivnich latek sledovanych v béznych a hojné konzumovanych potravinach. Déle pak byly
ve vzorcich identifikovany nékteré typy sloucenin, pro které nebyly dostupné standardni
preparaty. Experimentalni ¢ast zahrnuje analyzu 11 vybranych standardi ze skupiny
polyfenolickyc a karotenoidnich sloucenin, u kterych byly uréeny kvazi-molekuldrni ionty
a charakteristické fragmenty metodou jednostupniové i tandemové hmotnostni detekce. Byla
provedena optimalizace podminek chromatografické separace pro obé& skupiny standardd
anasledné byly analyzovany komponenty redlnych vzorki (izolace pomoci SPE) metodou
on-line LC/MS. Byla provedena optimalizace podminek chromatografické separace pro obé
skupiny standardli a nasledné byly analyzovany komponenty realnych vzorka (izolace pomoci
SPE) metodou on-line LC/MS. Podle MS spekter byly nejhojnéji zastoupené ve vybranych
vzorcich polyfenolické kyseliny (pfedevsim gallova a chlorogenovd), ve studovanych 16
druzich potravin a poZivatin byl jejich obsah nejvyssi v prazené zrnkové kaveé (14 g/100 g).
Naopak jako komplexni zdroj flavonoidt (stanoveno vice nez 8 komponent ve vzorku) byla
uréena dynova semena (2 g/100 g), ze zeleniny mrkev (1,4 g/100 g) a z ovoce predevsim
jablka (2 g/100 g) a pomerance (0,5 g/100 g). Obdobn¢ byly potraviny testovany i na obsah
karotenoidul, které vSak byly v MS spektrech daleko méné patrné. Kromé tradi¢ni mrkve
funguji jako nezanedbatelny zdroj citrusové plody (~500 mg/100 g) nebo ¢ervené brambory
(2 mg/100 g). Ze studie je patrné, Ze metoda HPLC/ESI-MS je pomérn€ vyhodnou koncovkou
pro stanoveni velké fady polyfenolickych sloucenin, zatimco k analyze karotenoidii by bylo
vhodnéjsi vyuZit jiného typu ionizace.

ABSTRACT

Presented work is focused on application of combined instrumental method RP-HPLC/ESI-
MS in analysis of several groups of natural compounds with positive physiological activities.
Especially some antioxidants were studied in commonly and abundantly consumed food.
Moreover some other substances than standard compounds were observed in complex dies.
Experimental part involves analysis of 11 standards of phenolic and carotenoid compounds.
Using MS full scan and MS/MS full scan experiment quasi-molecular ions and/or typical
product ions were determined. Conditions of chromatographic separation of phenolics as well
as carotenoids were optimalized. Compounds isolated using SPE were analysed sequentially
by on-line LC/MS. Acids gallic and chlorogenic were found as principal phenolics in 16
analysed samples, its highest amount was observed in coffee (14 g/100 g). Whereas complex
source of flavonoids (more than 8 compounds were identified) was found in gourd seeds (2
g/100 g), carrot (1,4 mg/100 g), apples (2 g/100 g) and/or oranges (0,5 mg/100 g). MS
responces of carotenoids in spectra were substatially lower than in phenolic analysis. Carrot
was traditionally rich on carotenoid amount, but also citrus fruit are indispensable source of
carotenoids (~500 mg/100 g) as well as red potatoes (2 mg/100 g). In conclusion the
HPLC/ESI-MS method is comparatively advantageous in phenolic analysis, while another
type of ionisation would be used in case of carotenoid compound.

KLICOVA SLOVA: kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, LC/MS,
polyfenoly, karotenoidy

KEYWORDS: liquid chromatography, mass spectrometry, LC/MS, phenolics, carotenoids


http://slovnik.seznam.cz/?q=abundantly&lang=en_cz

TRCKOVA, M. Vyuziti metody LC/MS k analyze vybranych pfirodnich fyziologicky
aktivnich latek. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2008. 100 s.
Vedouci diplomové prace Ing. Radka Koci, Ph.D.

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préci vypracovala samostatn¢ a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné¢ a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brn¢ a mize byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se souhlasem
vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Mé podekovani patii predevsim pani Ing. Radce Koci, Ph.D. za cenné rady, trpélivost a
pomoc pri FeSeni praktické casti prace a za cas straveny nad opravami mnoha dilcich verzi
studie. Podekovat chci také pani doc. RNDr. Ivané Maroveé, CSc. za vyborné technické
zazemi, bez kterého by nebylo dosazeno pozadovanych vysledkii. V neposledni rade patii muj
dik take, prof. RNDr. Milade Vavrove, CSc. a pani Ing. Ludmile Mravcové za poskytnuté
materialové vybaveni, bez nehoz by byla realizace diplmové prace obtizna.



I UIVOO e 8
2 TEOTELICKA CAST. uutiiiieeiiietie ettt ettt ettt st et e et e e s et e et e e saeeenbeesneas 9
2.1 Metody analyzy ptirodnich biologicky aktivnich latek...........ccoceevirviininnininnnnns 9
2.1.1 Metody izolace fytochemickych latek a ptiprava vzorku ..........ccooeeninnnnien. 9
2.1.1.1  Izolace vybranych piirodnich latek...........cccooerviieiiiniiiiiiiieeiecieeieees 9
2.1.1.2  Vyuziti metody SPE pro izolaci ptirodnich latek...........ccccoceviniinninins 10
2.1.1.3  Mikroextrakce SPME .........ccccooiiiiiiiiiiiiineneeececccee e 11
2.1.1.4  Extrakce disperzni tuhou fazi...........ccociiiiiiiiiiiiii e 11
2.1.2  Kapalinova chromatografie ..........ccceeeueeriiiiiieniieieeeie et 11
2.1.2.1  INSTIUMENTACE ....ooiiiiiiiiiiiiiie ettt s 11
2.1.2.2  Moznosti detekce vzorkili v HPLC ..o 12
2.1.3  Plynova chromatografie ..........ccceevuieiiiiiiiiiieeiee e 13
2.1.3.1 Zakladni prvky pfistrojového vybaveni pro plynovou chromatografii.... 13
2.1.3.2  Plynova chromatografie v praxi.......cccceeeeeeoueenieniieenieeieeniieeieesee e 14
2.1.4 Kapilarni zonova elektroforéza .............ocevvvieviieiienieeiieiecieee e 14
2.1.5 Hmotnostni SPEKITOMELIIC ......eeveeruiiiiieeiieiie ettt 14
2.1.5.1  VStup do deteKtOrt ....covviiiieiiieiieciie ettt 15
2.1.5.2 lontovy zdroj a nejbéznéjsi ionizacni techniky ...........ccoceeeviiiiiieniinienne. 15
2.1.5.3  Typy hmotnostnich analyZatorl..........cccecueevuieriienieiiieiieeie e 19
2.1.5.4  DeteKtorove SYStEMY ....ceiuierieeiieniieeitieeiie ettt et 21
2.1.6  Spojeni hmotnostni spektrometrie s vybranymi typy rozdélovacich technik,
SPEKLTAINICh METOM ..ot 21
2.1.6.1 Kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie (LC/MS) ......... 21
2.1.6.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie v kombinaci s kapalinovou
chromatografii (LC/MS/MS)......oiiiiiiieiiecie ettt seveeaee e 23
2.1.6.3  Plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie (GC/MS) .............. 23
2.1.6.4 Kapilarni elektroforéza — hmotnostni spektrometrie (CZE/MS).............. 24
2.1.6.5 Spojeni ICP — hmotnostni spektrometrie (ICP/MS).......cccccocvevinvcnicnnne 24
2.1.7 Vyuziti kombinovanych systémutl s MS detekci.......coooveeiieiiiniienienieeieee, 24
2.1.7.1  Aplikace metody LC/MS .......ooiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeeee e 24
2.1.7.2  Analytické vyuziti spojeni GC/MS ........ccooviieiiiiiieieceeee e 25
2.1.7.3  CZE/MS — aplIKACE .....cveiuiiriiiiieiiniiceceeteeeeetee et 25

2.2 Charakterizace vybranych ptirodnich fyziologicky aktivnich latek .................... 25



2.2.1  FLAVONOIAY ...eotiiiiieiieeieeee ettt ettt ettt et e 26

2.2.2  Ostatni polyfenolicke slouCeniny ...........ccococveveiierieriiieniieieeeeeee e 27
2.2.3  KaArOteNOIAY .....eeeiieiiieiieiie ettt ettt ettt ettt et 27
2.2.4  Zdroje fenolickych Tatek.......c..oooviiviiiiiiiiiiiieiee e 29
2241  OVOCE @ ZEIENINA ...eouvieiiieiiieiieie ettt ettt et 29
2.2.4.2  Ofechy, S€MENA, OlEJ€ .....cccuveiriiiieeiieeeiie e e 30
2.2.43  MOK StOIELT “PIVO ..eeiutiiiiieiieeiieeee ettt 30
2.2.4.4 Caj amed patii neodmyslitelnd K SOb&...........oooovvevoveeveeeeeeereeeeeerea. 31
2.2.5 Zdroje karotenoidnich slou€enin............ccoecuieiiiiniiiiiiniieieee e 32
2.2.5.1  ZRICTINA ..ottt ettt 32
2.2.5.2 0 OVOCE ..ttt ettt ettt ettt et e it e et e st s 32
2.2.5.3  Mikrobialni producenti karotenoidill............cceeeueerierciieriieniieieeieeieeene. 32
23 LC/MS v analyze vybranych fyziologicky aktivnich latek..........cc.cccccocennnine. 32

2.3.1 Identifikace a strukturdlni charakterizace pomoci fragmentace matetského
iontu 33

2.3.1.1 Fragmentace v kladném modu ...........c.coveviiiiiiiiiiniieieieeeee e 34
2.3.1.2 Fragmentace v zAporném mMOAU .........cceevereiieniriiiieniieeieeie e 35

3 EXPerimentalng CASt......ccouiiiiiiiiieiieeie ettt ettt ettt ettt e e enns 36
3.1 Pouzité chemikalie, pfistroje a pomuUCKY .........cccoviiriiieiiiiiiiieeeeee e 36
311 CREMIKALIC ..ottt 36
3.1.2  PFIStroje @ POMUCKY ......ceiiuieriiiiiieiie ettt et 36
3.2 Kalibrace a optimalizace (ladéni) hmotnostniho spektrometru............cccecceeneene. 37
3.2.1 Kalibrace MS deteKtOrt ........coouieiiiiiiieiieeiieeee e 37
3.2.2 Ladéni pfistroje komer¢nim standardem — reserpinem............ccoeeeeeveereeenenne 38
3.2.3 Optimalizace parametrd MS detekce pro vybrané standardni slouceniny ....... 38
3.2.3.1 Polyfenolické slouceniny — KVercetin ..........cccceeeueeveeeieeneeniieenieenieeneens 38

3.2.3.2 Chromatografické analyzy v zdporném moédu — ladici standard kyselina

ChIOTOZENOVA ...ttt ettt et estae et e s sbeesseessseenseessseenns 39
3.2.3.3  Karotenomdy .....cooueeiieiiieiieeie et 39

33 Analyza standardnich TAtek ...........cccooviieiiiiiiiiic e 40
3.3.1 Polyfenolické SIOUCENINY .......cccceeiiiiiiiiiiiiiiieiieie e 40

3.3.1.1 Kompletni hmotnostni spektrum kvazi-molekularnich ionti (méd MS full
scan) 40

3.3.1.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie (rezim MS" full scan).................. 40



3.3.1.3 Optimalizace slozeni mobilni faze pro chromatografickou separaci
polyfenolt 41
3.3.1.4 Gradientova eluce polyfenolickych sloucenin ..........cccceeceeniincniineencnne 42
3.3.1.5 Vybér chromatografické kolony pro separaci smési standardnich latek.. 43
3.3.1.6 Off-lin€ analyza..........coceevuieiiniiniiiiiiieeeeeeee e 43
3.3.1.7 Priiprava kalibra¢nich kiivek standardnich preparati............cccccceeeveenen. 43
3.3.2  Karotenoidni TAtKY ........cooiiiiiiiiiee s 44
3.3.2.1 Kompletni hmotnostni spektrum kvasi-molekuldrnich iontd (méd MS full
scan) 44
3.3.2.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie (rezim MS" full scan).................. 44
3.3.2.3  Optimalizace sloZzeni mobilni faze vhodné pro separaci karotenoidi...... 45
3.3.2.4  Priprava kalibra¢nich ktivek standardnich preparati............ccccccveevenen. 45
34 Optimalizace 1zola€niho POStUPU .....c..eeviriiiriiiiiiiiiiceceee e 45
3.4.1 Latky polyfenolick€ho tYPU .....c.eevviieiieiiieiiecieeeee e 45
3.4.1.1 Optimalizace SPE extrakce pomoci standardni latky ...........c..ccccceeienee 45
3.4.1.2 Optimalizace typu rozpoustédla a mnozstvi realného vzorku aplikované¢ho
na extrakeni KOLONKU ........ocoiiiiiiii e 46
3.4.1.3 Kombinace mnozstvi kyseliny chlorovodikové a ovocné §t'avy aplikované
na SPE 47
3.4.2  Latky karotenoidniho tYPU .....cccveeivieiiieiieniecie et 48
3.4.2.1 Optimalizace SPE extrakce pomoci standardu.............ccccevveereiiuenicnenne 48
3.4.2.2 Optimalizace mnozstvi vzorku aplikovaného na extrak¢ni kolonu ......... 48
3.5 Stanoveni obsahu polyfenolickych a karotenoidnich latek v potravinach........... 49

3.5.1 Izolace polyfenolickych latek z realné matrice a jejich analyza metodou

HPLC/ESIEMS Lottt bbbttt 49
3.5.2 SPE extrakce karotenoidii z redlné matrice..........ccceevvevuerenencnenceieieicnicnene 50

4 Vysledky A DISKUZE.......ooiuiiiiiiiieeeeeee e e 52
4.1 Analyza standardnich latek — m6d MS full scan a MS" full scan......................... 52
4.2 Optimalizace chromatografické separace pro flavonoidni slouceniny................. 55
4.2.1 Zména sloZzeni mobilni fAZe ..........cccoevieiiiinininiii 55
4.2.1.1 Optimalizace poméru rozpoustédel v mobilni fazi .........c..cocevieninninin. 55
4.2.1.2  Optimalizace pH mobilni fAze...........ccceeriieiiieniiiiieieeeece e 56
4.2.2 Gradientova eluce standardnich 1atek ...........coccooiiiiiiiiiiiii 57
4.2.3  Vybér chromatografické Kolony............cccceveuieriieiiieniieiieeieeeece e 58
43 Konfrontace off-line a on-line SEParace .........c.cceevueerieriiienieniiienieeieeee e 58



4.3.1  Off-liNE SEPATACE ..c..veveiveeiiieiienieeieeiterte ettt ettt ettt et ettt saeens 58

4.3.2  On-line separace SIOUCENIN.........ceeecvieriieriieriieeieeiee e esieeereereeereeseeesaeesseees 60
4.4 Chromatografické separace karotenoidnich latek .........cccooerviriinieiinicninncnnne. 63
4.4.1  Slozeni MObilnd fAZE........coouiiiiiieiiieee e 63

4.5 Kalibraéni kiivky standarnich latek polyfenold a karotenoidli a stanoveni meze

detekce @ meze StANOVILEINOS .....ecueeuieiiriiiiiiieeie e 63
4.6 Optimalizace SPE €XtraKCe ........cccouirieiiiriiniiiiiiciecicecsieee et 64
4.6.1 Polyfenolicke SIOUCENINY ......cc.cccviiiiieiiieiiieiieeie ettt eae e 64
4.6.1.1  Standardni sloucenina - KVercetin ...........cccoevueeviiriiienieeniienie e 64
4.6.1.2  Optimalizace izolace polyfenolickych latek z redlnych vzorki............... 65

4.6.2  KarotenOIdy ......ceeiueeiiieiieeiieiie ettt sttt et 67
4.6.2.1 B-karoten — standard pro optimalizace SPE karotenoidd......................... 67

4.6.2.2  Optimalizace izolace karotenoidi z mrkve — zastupce realnych vzorki . 68

4.7 Analyza obsahu polyfenoll ve vybranych potravinach a pozivatinach............... 69
4.7.1 Identifikace slouc¢enin pomoci standardll...........ccoceeveeriiiiiiiiiiniene e 69
4.7.1.1  Polyfenolické kyseliny ........................ Chyba! Zalozka neni definovana.
4.7.1.2  Zéastupci katechinli — epikatechin a katechin..............ccoociiiiiinniinnene. 78

4.7.1.3  DiglyKoSid MU ...ccoiieiiieiieciie ettt ees 79

4.7.1.4 Flavonoidy identifikované ve vétSin€ analyzovanych vzork ................. 80
4.7.1.5  Minoritni flavonoidy ........cccceecierieeiieiie e 83

4.7.2  Ostatni polyfenoly ........cocuovieiiriirii e 84
4721 CHIUSY ttteteeieeettete ettt ettt et ettt ettt e st e bt et esae e beentesaeenseennens 84
4722 ZRICNINA....ccuiiiiiiiiie et ettt e 84

4.7.2.3  Semena @ KAVA......cccoviiiiieiiiiieieeieeese et 84
B7.2:4  PIVO. ittt ettt et et ees 85

4.7.3 Komplexni zdroj polyfenolickych sloucenin ...........cccoeeveriierienciienienciiennenn, 85
4.7.3.1 Celkovy obsah flavonoidil...........cccceceerieiiriiniiiiniiniccececeeceee 85

4.8 Analyza obsahu Karotenoidill..........c.ceecveeeuiiriieriieiieeiieie e 86
4.8 1.1 ZRIENINA....cciiiiieiie ettt et 88

B.8.1.2  OVOCE ..ttt ettt 88

S ZAVET ittt s ettt ettt e et e e ea 89
6 Seznam PouzityCh ZATOJU ..cc.eeevieriiieiieeiieeieece ettt ettt et eenes 91
7  Seznam pouZitych zkratek a Symboll ..........ccceeviriiiniiniiiiiiie 96



8
9

Seznam PIHION....c..coouiiiiiiie e e

Ptilohy



1 UVOD

Kazdy ¢loveék potiebuje ke svému zivotu tfi zakladni faktory: kyslik, vodu a potravu.
Potraviny, které Clovék pfijima, by nemély byt jednostranné, ale mély by zahrnovat Siroké
spektrum aminokyselin, bilkovin, nenasycenych mastnych kyselin, sacharidt ale i nejriizné;si
biologicky aktivni latky jako jsou naptiklad stopové prvky, vitaminy, minerdly a v neposledni
fad¢ také antioxidaéni latky. K tomu, aby populace mohla zminény pozadavek uspésné plnit,
je zapotiebi obsah jednotlivych slozek v potravinach dobie znat. Diky rostoucim moznostem
modernich instrumenacnich technologii je dnes mozné identifikovat i stopovd mnoZzstvi nejen
zdravi prospésnych latek, ale také monitorovat obsah toxickych sloucenin.

Jednou znejzadanéjSich modernich technologii vhodnou pro identifikaci nutricné
vyznamnych latek je kapalinovd chromatografie. Je to vysoce selektivni metoda s velkym
potencidlem a téméf nevycCerpatelnymi moznostmi separace komponent v komplexnich
matricich. Ve spojeni s citlivou, spolehlivou a jednozna¢né¢ definujici detekéni technikou dava
moznosti stanoveni jakékoliv neté¢kavé slouceniny ¢i prvku na zakladé vhodné zvoleného
parametru identifikace.

V soucasné dobé se za nejhodnotnéjsi typ detekce ve spojeni s kapalinovou chromatografii
povazuje identifikace sloucenin na zaklad¢ jejich hmotnosti. Charakteristickou vlastnosti
hmotnostni detekce je vysoka citlivost a moznost stanoveni velkého poctu latek v jednom
kroku. Oproti ostatnim typim detekénich technik spocivaji vyhody hmotnostni spektrometrie
vjeji univerzalnosti, kterd umoziuje rozeznat prakticky vSechny slozky v komplexnim
vzorku. Po piekondni prvotnich technologickych problémt pii pokusech o propojeni
kapalinového chromatografu s hmotnostnim detektorem tak byla nalazena technologie, ktera
spojuje prvky dokonalé separace komponent a presné identifikace jednotlivych eluovanych
slozek.

Predlozena diplomova prace je zaméfena na analyzu vybranych pfirodnich slozek
komplexniho biologického materialu s vyuzitim metody HPLC/ESI-MS(IT). Kromé disledné
feSerSe o kombinovanych instrumentalnich technikédch, které vyuzivaji hmotnostni detekci,
bude v préaci snaha o stanoveni optimalnich podminek pro izolaci a analyzu urc¢itych skupin
fyziologicky aktivnich latek vyskytujicich se v béznych potravinovych matricich jako jsou
ovoce, zelenina a vybrané druhy dalSich potravin a pochutin. V ramci prace budou vyuzity
techniky off-line i on-line spojeni pro LC/MS analyzu, pficemz slozky vzorkti budou
determinovany jak jednostupiiovou tak tandemovou hmotnostni spektrometrii. Pro snadné;si
orientaci bude pfed hmotnostni detektor piediazen fotometr s volitelnou vinovou délkou
v UV-VIS oblasti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Metody analyzy prirodnich biologicky aktivnich latek

V soucasné dobé se mnoho védeckych studii zamétuje na analyzu obsahu fytochemickych
latek v potravinach. Tyto latky mohou lidstvu poskytovat ochranu proti mnoha riiznym
onemocnénim (napf. rakovina, arteroskler6za), které jsou zvelké casti zplsobeny
environmentdlnimi podminkami zahrnujicimi napt. stav ovzdusi nebo Spatné potravinové
navyky. [1, 2, 3]

Biologicky aktivni latky se v rostlinné matrici vyskytuji ve velmi slozitych smésich, a proto
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pouzité matrice a vlastnosti izolované latky. [4, 5]

Pro kvalitativni i kvantitativni analyzu ptirodnich latek jsou vyuzivany separacni metody.
Mezi zékladni techniky patfi chromatografické metody, kde je déleni smési ptirodnich
komponent zalozeno na principu opakovaného vytvareni rovnovaznych stavlii na zakladé
ruznych fyzikélné-chemickych interakci mezi slozkami mobilni a stacionarni faze.
Z makroskopického hlediska miize jit o adsorbci, rozpousténi, chemisorbci, srazeni, tvorbu
komplexti ¢i sitovy efekt, pficemz pro chromatografické separace je charakteristicke,
ze vysledné interakce jsou kombinaci uvedenych procesi. [6]

Podle uspotadani systému se jednd o chromatografické metody kolonové nebo plosné.
K identifikaci pfirodnich latek se vyuziva obou usporadani. Pro rychlou kvalitativni analyzu
je vyhodnéjsi metoda ploSného uspofadani (napf. tenkovrstevnd chromatografie - TLC nebo
papirova chromatografie - PC), naopak k dikladné;jsi separaci a kvantitativni analyze je 1épe
zvolit nékterou z technik kolonové chromatografie (napf. plynové chromatografie — GC,
kapalinova chromatografie - LC nebo vysokoucinnd kapalinova chromatografie — HPLC).
Vyhodou kolonovych metod je moznost identifikace slozek vzorku podle riznych fyzikalnich
principti (napf. refraktometricky, spektrofotometricky, hmotnostni detekci apod.). [7]

2.1.1 Metody izolace fytochemickych latek a priprava vzorku
2.1.1.1 Izolace vybranych piirodnich litek

Pro izolaci pfirodnich latek zmatric pevného sloZzeni je nutné vzorek nejprve
zhomogenizovat. Pfikladem mize byt homogenizace opakovanym zmrazovanim
a rozmrazovanim vzorku ¢i pouhd mechanicka dezintegrace se sklenénymi kulickami. Velmi
¢asto se pro tyto ucely pouziva rozpoustédlové extrakce. Pro uvolnéni karotenoidnich latek je
vhodnym extrahovadlem aceton nebo po zmydelnénéni vzorku mohou byt pouZita i nepolarni
rozpoustédla (diethylether, hexan, petrolether). Polarni latky lze z matric uvoliovat do vody,
kyseliny chlorovodikové ¢i polarnich rozpoustédel. Primarni extrakéni krok je s vyhodou
nasledovan extrakci pevnou fazi s vynikajicimi purifika¢nimi G¢inky. [8, 9, 5]

Pti zpracovani kapalnych materialtl je nutné vzorky filtraci a centrifugaci zbavit pevného
podilu. V zavislosti na nasledné detekéni metod¢ vzorek mize, ale nemusi byt podroben dalsi
upravé. Bud’' je pfimo takto vpraven do separacniho systému nebo mohou byt zddané
slouceniny purifikovany a zakoncentrovany riznymi typy extrakénich metod. [5]



2.1.1.2 Vyuziti metody SPE pro izolaci pFirodnich latek

Extrakce pevnou fazi (solid-phase extraction, SPE) je velmi vykonna a rychld technika
pro selektivni pfipravu vzorkli. Metoda slouzi piedevS§im k velmi dobrému precisténi
a zakoncentrovani analytu z roztokd a nejriznéjSich extraktd. Extrakce ma své uplatnéni
v environmentalni, farmaceutické, potravinatské a biomedicinské oblasti. [10, 5, 11]

Podstatou této extrakéni metody je zachyceni molekul latky na ¢asteckach tuhého sorbentu
v disledku mezimolekulovych interakci. Jedna se tedy o chemickou filtraci, jelikoz jsou
vyuzivany chemické vlastnosti molekul. Metoda je zhlediska instrumentace velmi
jednoduché. Je zaloZena na pouziti jednordzovych extrakénich kolonek o rtiznych velikostech
a naplnich (obr.1). [10]

roztok
2% vzorku

hrdlo ustici
do odsavaci
banky

T— vakuum
zkumavka se

zachycenym
vzorkem

Obr. 1: Princip zatizeni pro SPE [12]

SPE kolonky jsou vétSinou naplnény sorbentem na bazi chemicky modifikovanych castic
silikagelu. Na silanolové skupiny Castic jsou chemicky navazovany nejriznéjsi skupiny, které
rozhoduji o vlastnostech sorbentu. Pfi volbé vhodné napln€ je uvazovana podstata analytu,
pozadovany stupen Cistoty, vlastnosti matrice a findlni analyticky postup. Pro stacionarni faze
nepolarniho charakteru jsou typické hydrofobni vlastnosti, a proto se vyuzivaji pro extrakci
nepolarnich a sttedné polarnich sloucenin. Lze sem zatadit kolony s ozna¢enim C18 (funk¢ni
skupina oktadecyl), C8 (funk¢ni skupina oktyl) ¢i CH (funkéni skupina cyklohexyl). Naopak
sorbent na polarni bazi je selektivni pro polarni slouc¢eniny. Kolonky s témito vlastnostmi
se vyznacuji pfitomnosti napiiklad silanolovych, aminopropylovych ¢i kyanopropylovych
funkénich skupin. [10, 13]

Po aplikaci vzorku na kolonku s nepolarni naplni (napt. C18) jsou zachyceny lipofilni latky
(napt. karotenoidy). Ty lze po promyti eluovat nepolarnimi rozpoustédly (benzin, hexan).
Latky jiz mirn¢€ polarniho charakteru, jako jsou napf. polyfenolické slouceniny, z vEétsi ¢asti
projdou skrz kolonu. Naopak pii pouziti kolonky se sorbentem vazanym s polarnéjsi
skupinou, lze polyfenoly purifikovat a zakoncentrovat. [5]
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2.1.1.3 Mikroextrakce SPME

Jednou z modifikaci SPE je mikroextrakce pevnou fazi (solid-phase micro-extraction,
SPME). Oproti klasické extrakci pevnou fazi je potieba velmi malé mnoZstvi organickych
rozpoustédel, ale na druhou stranu je Casové ndrocna zpétna eluce sloucenin (pfiblizné
60 minut). [5]

K extrakei analytu z kapalnych nebo plynnych vzorki ¢i z prostoru nad kapalnym vzorkem
vyuziva ~ SPME  Zhaveného  kifemenného  vldkna  pokrytého  polyakrylatovou
¢i polydimethylsiloxanovou stacionarni fazi. Obecné je metoda kombinovana s plynovou
chromatografii pro extrakci té€kavych organickych sloucenin z ovzdusi, potravin nebo
biologickych vzorki. SPME mitize byt spojeno i s chromatografii kapalinovou pro analyzu
netékavych a/nebo polarnich sloucenin, ale v praxi je toto spojeni vétSinou nahrazovano
jinymi technikami. [5]

2.1.1.4 Extrakce disperzni tuhou fazi

Extrakce disperzni tuhou fazi (matrix solid-phase dispersion, MSPD) je proces
simultanniho rozruSeni, izolace a pieciSténi analytu z homogenné disperzni smési. Jsou
pouzivany sorbenty typu C18 nebo C8 na pevném zaklad¢. V jednom kroku probiha zaroven
extrakéni 1 purifikaéni faze. [5, 14]

MSDP je obvykle uplatiovana v identifikaci Skodlivin a pesticidi v nejriznéjSich
potravinovych matricich (naptiklad v ovoci, zelenin€ ¢i napojich). [5, 14]

2.1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovéd chromatografie je vyuzivdna k separaci netékavych nebo malo tékavych
atermicky labilnich latek. Je zalozena na rGznych kombinacich pevné nebo kapalné
stacionarni faze a aktivni kapalné mobilni faze. Podle mechanismu separace jsou pouzivany
rozmanité smési rozpoustédel s riznou polaritou. Zména vlastnosti mobilni faze je v systému
s danou stacionarni fazi hlavnim faktorem ovlivilujicim retenci jednotlivych slozek smési
a tim i jejich vzajemné rozdéleni. [6] Casteéné se zde uplatiiuje vliv teploty, jejimz zvysenim
se u slozitych smési vétSinou dosahne lepsiho rozliseni zon jednotlivych slozek. [6]

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) vyuzivda kolony s  vysoce
homogenni stacionarni fazi a velmi malym primérem castic (3-10 um), kterd umoziuje
rychlou separaci slozitych smési s vysokym rozliSenim zén. [6]

2.1.2.1 Instrumentace

Vysokoucinna kapalinova chromatografie patfi mezi uzaviené systémy. Pohyb mobilni faze
zajist'uje Cerpadlo konstruované z inertniho materialu s regulovatelnym priatokem do tlakt 30-
50 MPa. Vnitini objem cerpadla by mél byt co nejmensi, aby umoznil rychlou vyménu
mobilni faze pfevazné pii vyuziti gradientové eluce. Zatizeni pro davkovani vzorku na kolonu
musi byt konstruovano tak, aby bylo elimonovéno rozsifovani elu¢nich zoén. [6, 15]

Volba vhodné kolony ma ve vysokoucinné kapalinové chromatografii rozhodujici vyznam,
jelikoz vysledek analyzy je zavisly na kvalité¢ kolony a jeji napln€. Obvykle jsou vyuzivany
kolony =z kvalitni antikorozni oceli sleSténym wvnitinim povrchem nebo trubice
z tlustosténného borosilikatového skla. Rozmeéry kolon jsou zavislé na velikosti ¢astic naplné
a na ucelu pouziti. Pro analyzu potravin se nejvice pozivaji analytické kolony s vnitinim
pramérem 2-6 mm a délkou 5-30 cm o velikosti ¢astic naplné 3-10 gm. S rostouci délkou
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kolony se zvySuje uc€innost, ale také doba separace a pracovni tlak. [15] Dlouhé kolony jsou
vyuzivany prevazné v preparativni chromatografii s cilem izolovat rozdélené latky
po ptedchozi separaci a tam, kde je potfeba zpracovat co nejvetsi mnozstvi vzorku. Pti préci
s kratkymi kolonami (5-6 cm) se znacné urychluje analyza, snizuje se spotfeba mobilni faze,
ale pro dobrou separaci je nutna velikost ¢astic stacionarni faze 3 um a méné. Mikrokolony
(pramér 2 gm) se vyznacuji snizenou spotfebou mobilni faze i vzorku a zvySenou citlivosti
detekce. [15]

Utinnost kolonové kapalinové chromatografie je vyznamné zavisla na velikosti a typu
napln¢ kolony. Materidly pouzivané pro plnéni kolon jsou zvétsi casti zalozeny
na anorganickém nosi¢i (silikagel, oxid hlinity, poérovité sklo) s chemicky navazanou
stacionarni fazi. Stfedni aZ slab& polarni charakter naplné kolony lze ziskat modifikaci
silakagelu silaniza¢nimi ¢inidly (alkylchlorsilany nebo alkoxysilany) a tyto kolony lze vyuzit
v systému s normalnimi 1 s reverznimi fazemi [15] Do skupiny polarnéjSich naplni patii faze
s hydroxylovymi skupinami a s primarnimi, sekundarnimi ¢i tercidrnimi aminoskupinami,
které mohou vytvafet vodikové vazby s fenoly, cukry, alkoholy a nékterymi dalSimi
podobnymi latkami. Za vhodné zvolenych podminek mohou aminové faze pusobit i jako
slaby ménic€ ionti. [15]

2.1.2.2 MoZnosti detekce vzorku v HPLC

Nejvice pouzivanou detekéni technikou ve spojeni s kapalinovou chromatografii jsou
spektrofotometrické detektory. Meri absorbanci eludtu vychézejiciho z kolony, a to bud’
pfi jedné nastavené vinové délce u jednoduchych pfistroji (rtutova vybojka 254 nm) nebo
dokazi pomoci diodového pole proméfit celé absorpcni spektrum ve vybrané oblasti vinovych
délek. Pro latky polyfenolického charakteru jsou typickd dvé absorbéni maxima — prvni
je mezi 240 — 285 nm a druhé v oblasti 300 — 550 nm. [10, 5]

Dalsi moznost identifikace sloucenin ptedstavuje refraktometricka detekce. Metoda
je zalozena na méfeni rozdilu indexu lomu eluétu a ¢isté mobilni faze. Detektor sice nevynika
extrémni citlivosti, ale za to je velmi univerzalni. [5]

Elektrochemicky detektor je pouzivan v ptipadech, kdy jsou v roztoku pfitomny
oxidovatelné nebo redukovatelné latky. Detektory tohoto typu maji sice nizsi citlivost, avSak
v jistych ptipadech jsou i1 pfes to pouzivany (naptiklad zjiSténi antioxida¢ni aktivity
fenolickych sloucenin). [5, 10]

Hmotnostni spektrometry ptedstavuji dal§i moznost charakterizace eluentu vychazejiciho
z chromatografické kolony (obr. 2). Je to technika, kterd pfevadi analyt na ionizovanou
plynnou formu a vzniklé ionty separuje na zaklad€ podilu jejich hmotnosti a naboje. [10]
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Obr. 2: Spojeni LC/MS [16].
2.1.3 Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie je metoda zajiStujici vysoké rozliSeni a nizké detek¢ni limity
pro analyzovné latky. Tato technika je vSak laboratorné¢ dosti narocna vzhledem ke zvyseni
tékavosti a termické stability sloucenin (potieba trimethylsilyletherovych derivata). [5]

Plynova chromatografie vyuzivd k déleni latek systém s plynnou mobilni fazi, slozky
vzorku se pak v takovémto usporadani déli po prevedeni do plynné faze. Metoda je pouzivana
pro separaci slozité smési plynii a t€kavych latek s bodem varu mensim nez 400°C. [6]

2.1.3.1 Zakladni prvky piistrojového vybaveni pro plynovou chromatografii

Plynova chromatografie nejcastéji vyuzivd kolonového uspofadani a jednorazového
nasttiku na kolonu. Jednotlivé slozky vzorku jsou separovany na zdklad¢ rozdilnych interakci
se stacionarni fazi a jsou postupné eluovany inertnim nosnym plynem (vodik, dusik, helium
nebo argon). [6] Nosny plyn sadm neinteraguje se smési ani se stacionarni fazi a slouzi pouze
k transportu slozek kolonou. [6, 17]

Pro plynovou chromatografii byly vyvinuty dva zakladni typy kolon, a to népliové
a kapilarni. Materidlem pro vyrobu napliovych kolon je obvykle kov (hlinik, nerez, ocel,
méd’, nikl) nebo sklo. Vnitini primér kolon byva 2-6 mm a délka 1-5 m. Kolony jsou plnény
riznymi adsorbenty (silikagel, aktivni uhli, kopolymery styrenu nebo divinylbenzenu)
zakotvenymi na nereaktivnim nosici (kfemelina, chromosorby, celit, chromatony). Kolony
se vyznacuji vSeobecné hor$im rozliSenim, proto se vyuzivaji pievazné k preparativhim
uceltim nebo pro separaci nizkovroucich plynt. [6]

Mezi materidly pouzivané pro vyrobu kapildrnich kolon patii sklo, kfemen, plast
(polyamidy, teflon, polyestery) ¢i kov (nerez, ocel, nikl, hlinik, méd’). Vnitini pramér
kapilarnich kolon byva 100 — 700 zm a délka 15 — 100 metr. Vnitini strana kapildry maze
byt stacionarni fazi bud’ potazena (sila 0,1 — 10 xm) nebo s ni mize byt vyplnén cely objem
kapilary. Podle typu stacionarni fadze se rozliSuje nékolik typl kolon. Patfi sem kolony
s oznacenim WCOT (wall-coated open tubular column - kolony s kapalnou stacionarni fazi),
kolony SCOT (Support-coated open column - se zakotvenou kapalnou stacionarni fazi),
kolony PLOT (porous-layer open tubular column - s vrstvou pevného aktivniho sorbentu
na vnitfni stran¢ kapilary). [6, 17]

Déavkovani vzorku je vedeno bud piimo nad usti kolony na konci injektoru (vhodné
predevsim pro naplilové kolony) nebo pfimo na kolonu (pouzitelné pro kapilarni kolony). [6]
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Vlastnosti idedlniho detektoru pro plynovou chromatografii jsou nasledujici — vysoka
citlivost, dobra stabilita a reprodukovatelnost signalu, nizky Sum, rychld odezva nezavisla
na rychlosti toku mobilni faze, teplotni rozsah miniméalné do 400 °C a obdobna odezva
pro vSechny analyzované vzorky. [6]. V zasad¢ se rozliSuji dva zakladni typy. Detektory
koncentra¢né zavislé se vyznacuji zavislosti signdlu na koncentraci slozky vstupujici
do detektoru. Druhym typem jsou detektory hmotnostné zavislé, kde je signal funkci mnozstvi
slozky vstupujici do detektoru. Detektory jsou déale zamétené bud’ na univerzalni analyzu
Sirokého spektra slouc¢enin nebo na selektivni detekci latek specifickych vlastnosti. Mezi
univerzalni typ detektoru vhodny pro plynovou chromatografii patii tepelné¢ vodivostni
katarometr (TCD) nebo plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) urceny pro detekci organickych
sloucenin. [6]

2.1.3.2 Plynova chromatografie v praxi

Pro déleni smési plynu, jako jsou napiiklad inertni plyny, methan, oxid uhelnaty, kyslik,
¢i plynné uhlovodiky do C5, je vhodny pfedevSim adsorpéni typ plynové chromatografie.
Pro separaci té¢kavych organickych latek do 200 °C je univerzdlni metodou rozdélovaci
plynova chromatografie v temperovanych kolonach se zakotvenou kapalinou s moznosti
gradientového naristu teploty. [6]

V analyze néteékavych pfirodnich latek neni GC tak popularni jako kapalinova
chromatografie kviili ndro¢nosti separacnich a purifikacnich krokli. Pro analyzu je vyuzivano
predevsim usporadani s kapilarnimi kolonami a hmotnostni detekci. [6]

2.1.4 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zoénova elektroforéza patii mezi elektromigracni analytické metody, které jsou
obecn¢ zalozeny na orientovaném pohybu elektricky nabitych ¢astic (iontt, koloidnich castic)
v roztoku. Orientovany pohyb je navozovan stejnosmérnym elektrickym polem, ale je
ovliviiovan také velikosti, nabojem, tvarem Castice a viskozitou prostiedi. [6]

Pro kapildrni zénovou elektroforézu se k navozeni migrace elektricky nabitych slouc¢enin
pouzivaji kiemenné kapilary o délce 20 — 100 cm a vnitinim priméru 25 — 100 gm. Objem
kapilary Cini ptiblizné 10 gl a objem vzorku davkovaného na kolonu se pohybuje v fadech
jednotek (ul). Povrch kapilary mize byt opatfen ochrannou polyamidovou vrstvou. Déleni
elektricky nabitych ¢astic probihd v elektrickém poli o vysoké intenzité¢ (15 — 30 kV)
na zaklad¢ rozdilnych elektroforetickych mobilit. [6]

Problémovym bodem metody je detekéni systém, a to diky velikosti objemu detekované
latky 1gl. Mezi tii zékladni typy detekce patii spektrofotometricky, fluorimetricky
¢i hmotnostni detektor. [6, 18]

Kapilarni zénova elektroforéza je rychld metoda s vysokou separacni uc¢innosti a nizkymi
hodnotami meze detekce pouzitelnd pro miniaturni objemy nabitych i nenabitych sloucenin.
Slouzi predevsim k identifikaci nizkomolekularnich organickych sloucenin, peptidi, proteint,
nukleovych kyselin, ale i 1é€iv ¢i anorganickych komplexit. [6, 18]

2.1.5 Hmotnostni spektrometrie

Analyza smési ptirodnich latek vyskytujicich se v potravinach vyzaduje vysoce selektivni
acitlivou analytickou metodu, ktera je schopna identifikovat a kvantifikovat zadané
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slouceniny a charakterizovat neznamé slozky. PouZiti tradi¢nich detektori (napt. UV-VIS)
zanechava vzdy urcité procento nejistoty, zda meétené piky jsou piky aktudln¢ zadané
slouceniny nebo jiné, soucasn¢ eluované slozky. Pravé problém s koeluci jinych slouc¢enin
feSi hmotnostni spektrometrie, ktera poskytuje ptesnou identifikaci vSech slozek vzorku.
Hmotnostni spektrometrie je tedy fyzikdlné chemickd metoda slouzici k ur€ovani hmotnosti
atomtl a molekul po jejich konverzi na kladné nebo zaporné ionty. [7, 19, 20, 21]

Ptistrojova instrumentace proSla v poslednich letech rychlym vyvojem a i pfes znacnou
konstrukéni rozmanitost je mozné u vSech pfistroju identifikovat stejné zakladni jednotky.
Mezi tyto primarni jednotky patii vhodny vstup do zafizeni, iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator, detektor a vyhodnocovaci zafizeni. Jelikoz hmotnostni spektrometr pracuje
za vakua, je dal$i neodmyslitelnou soucésti detektoru vakuovy Cerpaci systém. Dosazeni
dostatecné nizkého tlaku je zvlast¢ problematické u kombinovanych systémd, kdy
se do iontového zdroje privadi nadbytek mobilni faze, ktery je nutné odstranit. Cerpaci systém
je vétSinou dvoustupnovy —primarni stupenl zabezpecuji mechanické rotacni pumpy,
sekundérni doCerpani na pracovni tlak poté zajisti difizni nebo turbomolekularni pumpy. [20]

2.1.5.1 Vstup do detektoru

Vétsina ionizacnich technik je konstruovéana spisSe pro vzorky v plynné fazi, proto musi byt
vstup do zatizeni schopen transformace analytu do plynné faze. Pokud je analyt dostatecné
tékavy ¢i ve form¢ plynu, je davkovan pifimo do oblasti iontového zdroje. Nejjednodussi
formou pievedeni vzorku do prostoru iontového zdroje je pfimy vstup plynu ¢i tékavé
kapaliny ptes jehlovy ventil. DalSi mozny vstup do zafizeni pfedstavuje plynova ¢i kapalinova
chromatografie. [22]

2.1.5.2 Iontovy zdroj a nejbéZnéjsi ionizacni techniky

Vyznamnym prvkem hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, jenz prevadi
analyzované latky do iontového stavu. Proto se veSkeré poskytované informace tykaji pouze
¢astic nesoucich kladny nebo zaporny naboj. Proces ionizace zasadné ovliviiuje citlivost
metody a dosaZitelnou mez detekce. Jestlize energie dodand molekule v pribéhu ionizace
vyrazné¢ prevysuje jeji prvni ionizaéni energii, mize dojit ke spotiebovani nadbytecné
vibra¢né-rotacni energie a parentalni ion se rozstépi. [20] Nékteré ionizacni techniky jsou
mirné a produkuji pouze ionizované molekuly analyzované latky (mékké ionizacni techniky)
a jiné jsou uCinnéjs§i a produkuji rovnou fragmenty molekul (tvrdé ionizacni techniky).
Ioniza¢ni techniky je mozné tfidit také podle skupenstvi, ve kterém se latka nachazi
pfiionizaci. lonizace v plynné fazi se vyznacuje odpafenim analyzované latky do vakua
za predpokladu dostatecné tékavosti latky. Pro netékavé latky je vhodna ionizace
v kondenzované fazi, kde dochdzi k tvorbé iontl ptimo ve fazi kapalné nebo tuhé. [20, 22]

V zasad¢ se pouzivaji nasledujici typy ionizace: ionizace elektronem (electron ionization,
EI), chemicka ionizace (chemical ionization, CI), sprejové techniky, sekundérni iontova
hmotnostni spektrometrie (SIMS), fast atom bombardment (FAB) a ionizace laserem za ucasti
matrice (matrix assisted laser desorption MALDI). Elektronova a chemické ionizace jsou
metody vhodné pro ionizaci pouze plynného analytu a ostatni techniky mohou byt vyuzivany
1 pro kapalné typy vzorkda. [22]
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Tvrdé ioniza¢ni techniky

V soucasné dobé¢ je nejlépe propracovanou metodou ionizace elektronem, kterd se pouziva
v kombinaci s plynovou chromatografii. Ziskana hmotnostni spektra maji velkou
reprodukovatelnost a jsou pouzivana pro tvorbu spektralnich knihoven. Z energetického
hlediska se tato metoda fadi mezi tvrdou ionizaci. Pro zajisténi maximalniho mnozstvi iontd
a dostateCnou fragmentaci se standardné pouziva energie 70 eV. Parentalni molekula v tomto
ptipad¢é nemuze byt pozorovana, jelikoz rozsah fragmentace je tak veliky, Ze st€pné produkty
prekryji mnoho typt ptitomnych molekul. [20, 22]

Meékké ionizacni techniky

Jak pii ionizaci elektronem, tak i pii chemické ionizaci, je primarnim zdrojem proud
urychlenych elektront. Energie je vSak pfenaSena na ionizované molekuly zprostfedkované
pfes reakéni medium (nizkovrouci kapalina nebo plyn). Reakéni médium ve zdroji
je ionizovano proudem elektroni za vzniku iontové mlhy, v niz jednotlivé ionty vzajemné
reaguji. [20, 22]

Pro analyzu extrémné velkych molekul (syntetické a pfirodni polymery, proteiny a peptidy)
s molekulovou hmotnostni vétsi nez 200 000 Da slouzi technika MALDI. Ionizaci a zaroven
desorpci zpusobuji pulzy laserového paprsku, ktery je namifen pfimo na vysuSeny vzorek,
a energie jednotlivych pulzii vyrazi ionty analytu z povrchu matrice. Hmotnostni spektrum
obsahuje zaznamy vSech jednotlivych pulzi, které generuji molekularni ion, nékolikandsobné
ionty a velmi mnoho fragmentu. [22]

Sprejové ionizacni techniky — mékka ionizace

Sprejova ionizace je vhodnd pro kombinaci s kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni
elektroforézou. V praxi je mozné se setkat snckolika rliznymi variantami zafizeni —
termosprej (thermospray, TS), elektrosprej (electrospray, ES), chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (athmospheric chemical ionisation, APCI) a fotoionizace
za atmosferického tlaku (athmospheric photoionisation, APPI). [22]

Termosprejova ionizace je nejstarSi zndmou sprejovou ionizacni technikou, kde dochézi
k tvorbé kladn¢ i zaporné nabitych iontli. Metoda je vhodna pro latky nepodléhajici tepelné
degradaci. Zafizeni je konstruovano tak, Ze mobilni faze sanalytem je pfivadéna
z chromatografické kolony ptfimo do kovové kapilary vyhtivané na 200 — 300 °C, ¢imz
dochazi k prudkému varu kapaliny a ta je ndsledné¢ rozpraSena do velmi malych kapicek.
Na kapickach dochazi k akumulaci povrchového naboje a vzriistu intenzity elektrického pole.
Tim, ze se kapi¢ky postupné odpafuji a zmenSuji, se intenzita pole neustdle zvySuje
nad hodnotu solvata¢ni energie latek disociovanych v kapalné fazi [20], které nasledné
bez dodani vnéjsi energie prechdzeji do plynné faze. Plynné ionty jsou poté pomoci elektrody
vedeny pfes vstupni Stérbinu a iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru. [20, 23]

Vynélezem ionizace za atmosférického tlaku (API) velmi vzrostl pocet sloucenin, které
mohou byt pomoci téchto technik analyzovany. Pomoci API je analyzovana latka ionizovana
za atmosférického tlaku a poté jsou ionty mechanicky nebo elektrostaticky separovany
od neutralnich molekul. Mezi nejbéznéjsi ionizace za atmosférického tlaku patii
elektrosprejova ionzace, chemicka ionizace a fotoionizace za atmosférické¢ho tlaku (obr. 3).
[23]
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Obr. 3: Aplikace API technik [24]

Elektrosprejova ionizace, ktera byla vynalezena roku 1984 Yamashitou a Fennem,
je vsoucasnosti velmi pouzivanou metodou a cCasto se kombinuje s kapalinovou
chromatografii. Tato ionizace je siln¢ endotermicka diky tomu, Ze pfenasi ionty z roztoku
do plynné faze. Elektrostrejové zafizeni se vyznaCuje vznikem jak kladné tak zaporné
nabitych iontli v zdvislosti na polarit¢ vlozeného napéti. Tato ionizacni technika pouziva
k rozpraseni kapalné faze velmi tizkou kovovou kapildru, na kterou je ptivadéno napéti v fadu
jednotek kilovoltii, a vlivem nehomogenniho elektrického pole mezi touto kapilarou
a protielektrodou vznikaji drobné kapicky s vysokou hustotou povrchového naboje. Kapicky
jsou ihned vysuSovany proudem inertniho plynu, zmensuji se a hustota povrchového naboje
rychle roste. Po piekroceni bodu, kdy je coulombicka sila elektrického naboje vétsi nez
povrchova tenze drzici kapku pohromad¢, dojde k explozi a vzniku n€kolikandsobné nabitych
castic analytu a obsazené¢ disociované latky tudiz ptechazeji do plynné faze. Poté jsou vedeny
pies vstupni Stérbinu a iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru (obr. 4). Pomoci
elektrosprejové ionizace je mozné stanovovat polarni az velmi polarni slouceniny
a vysokomolekularni latky (obr. 3). [20, 22, 25]
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Obr. 4: Elektrosprejova ionizace [24]

Zatizeni pro APCI je charakteristické pfitomnosti pneumatického rozpraSovace, do kterého
usti chromatograficka kolona (obr.5). P1ast’ rozpraSovace je vyhtivan na teplotu okolo 700 °C
a tak dochézi k efektivnimu rozpraSeni kapalné faze. Kapalné faze dale ptechdzi do prostoru
koronového vyboje, jenz je generovan na hrotu koronové jehly. Na tomto misté¢ dochazi
k ionizaci par mobilni faze a k tvorbé chemicko-ionizacniho plazmatu. Analyzovana latka
je nasledné ionizovana pienosem protonu (mechanizmus chemické ionizace) a vznikaji kvazi-
molekularni typy iontii [M+H]" nebo [M-HJ". [20, 22, 23]
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Obr. 5: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku [24]

Posledni a pomérné novou technikou ionizace za atmosférického tlaku je fotoionizace
(obr.6). APPI je z konstrukéniho hlediska velmi podobné APCI. AvSak misto koronérni jehly
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je v APPI UV lampa, ktera produkuje elektrony v izkém energetickém rozsahu, jenz je volen
tak, aby bylo ionizovano co nejvice analyzovanych molekul a co nejméné molekul
rozpoustédla. [22]

Aplikaéni oblast APPI a APCI jsou dosti podobné, avSak metoda fotoionizace je vhodna
i pro latky vysoce nepolarni a pro maly pritok mobilni faze (méné nez 100x1/min), kde je
citlivost APCI sniZena. [22]
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Obr. 6: Fotoionizace za atmosférického tlaku [24]
2.1.5.3 Typy hmotnostnich analyzdtorii

Poté, co je analyzovana latka ionizovana, postupuje do dalsi ¢asti hmotnostniho
spekrometru, a tou je hmotnostni analyzator. SlouZi krozliSeni iontl produkovanych
v iontovém zdroji podle poméru jejich hmotnosti a naboje — m/z. Hmotnostni analyzator mize
pracovat v modu MS full scan, kdy jsou do analyzatoru vhanény vSechny ionty a analyzator
skenuje cely rozsah hodnot m/z. Dal§i moznosti je méd MS SIM (single ion monitoring), kde
je vybrana jedna hodnota m/z a signal ostatnich iontl je zanedban. Posledni modifikaci je
analyza MS", kde n je celé redlné Cislo a predstavuje pocet nabiti vybraného iontu.
Na vybrany ion je aplikovdna urcitd hodnota kolizni energie, kterd zpusobi jeho Stépeni
(n=2). Na vznikly fragment je aplikovana dal$i davka kolizni energie a vznikaji dalsi
fragmenty (n = 3) a tak dale. [22, 17]

Magneticky hmotnostni analyzator, kvadrupo6lovy analyzator, iontova past, pruletovy
analyzator patii mezi zékladni typy pouzivanych analyzatori. [20, 22]

Magneticky hmotnostni analyzator byl soucasti prvniho hmotnostniho spektrometru
sestrojené¢ho vroce 1897 J. J. Thompsonem. Analyzitor ma vysoké rozliSeni a Siroky
hmotnostni rozsah, a proto umoziuje kvalitni prostorové rozdéleni monoenergetického
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svazku iontli podle hodnoty m/z. Z praktického hlediska se jedna o elektromagnet, mezi jehoz
polovymi nastavci prochéazeji urychlené ionty. [20]

Hmotnostni analyzator kvadrupolového typu (quadrupole, Q) je vhodny pro kombinace
s plynovou a kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni elektroforézou (obr. 7). Jeho kompaktni
velikost, rychlost skenovéni, U€innost a ptiznivé pozadavky na vakuum jsou idealnimi
ptedpoklady pro inkorporaci do malych levngjSich zafizeni. Tvoii jej Ctyfi kovové tyce
s kruhovym nebo hyperbolickym prifezem, jenz jsou piipojeny ke zdrojim stejnosmérného
a vysokofrekvencniho stfidavého napéti. Pfi vhodné zvolenych parametrech napéti
se analyzator chova jako filtr, jenZ propousti pouze ionty o urCitém m/z a ostatni ionty
se dostanou do nestabilni drahy a zachyti se na ty¢ich kvadrupélu nebo na sténach pfistroje.

Postupnou zménou hodnot napéti je mozné analyzovat poZadovany interval hodnot m/z. [20,
22]

do detektoru

z iontového zdroje

L

Obr. 7: Kvadrupolovy analyzator [24]

Trojrozmérnou obdobou kvadrupolového uspofaddni je iontova past (ion trap, IT)
umoznujici v ohrani¢eném prostoru uzavtit ionty diky stiidavému elektrickému poli (obr. 8).
Iontovd past je sestavena ze tifi elektrod —vstupni a vystupni kruhovéd -elektroda
s hyperbolickym prifezem a uzemnénim a stitedova kruhova elektroda, na kterou je privadéno
vysokofrekvenéni napé€ti s proménnou amplitudou. lontova past pracuje ve dvou fazich.
V prvni fazi se otvorem ve vstupni kruhové elektrodé ptivedou molekuly analyzované latky
a provede ionizace pulzem elektronti. Béhem této faze je mozné v iontové pasti akumulovat
dostate¢né mnozstvi iontl. Obvykle se doba akumulace pohybuje v rozmezi 10 ps — 200 ms,
ale v pfipad¢, Ze je ve vzorku pfitomno velmi malé mnozstvi zddané latky, mlze byt
akumulacéni doba az 1 sekundu. Ve druh¢ fazi se zvysuje amplituda stiidavého napéti a primo
umérné jsou ionty srostoucim m/z vypuzeny zpasti pies vystupni kruhovou elektrodu
do detektoru. [20]
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Obr. 8: lontova past. [68]

Konstrukéné nejjednodussim hmotnostnim analyzatorem tvofenym pouhou evakuovanou
trubici je pruletovy analyzator (time of flight, TOF). U tohoto typu analyzatoru neni potfeba
magnetické pole, protoze k rozdéleni iontli dochédzi na zéklad¢é odlisné doby letu z iontového
zdroje do detektoru diky skute¢nosti, ze ionty s odliSnym m/z maji pii stejné kinetické energii
rozdilnou rychlost. Hmotnost atomu je pfimo umérna rychlosti leticiho iontu, takze hmotng;jsi
ion dorazi do detektoru pozdéji nez ion leh¢i. [20, 22]

2.1.5.4 Detektorové systémy

Ionty o vybraném m/z postupuji do ¢asti zvané detektor. Pouzivané detektory lze rozd¢lit
do dvou zékladnich kategorii. Do prvni kategorie patii detektory pro pfima méteni, které
detekuji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem iontti. Druhou skupinu tvofii detektory,
které vyuzivaji efekt ndsobeni elektronti (nebo fotont) vzniklych po dopadu iontil a poskytu;ji
meéfitelné signdly dokonce pro jednotlivé ionty. [20] Pii vybéru typu detektoru je tteba zvazit
aplikacni oblast daného pfistroje. Standardné se uzivaji elektro- a fotonasobicové [20]

2.1.6 Spojeni hmotnostni spektrometrie s vybranymi typy rozdélovacich technik,
spektralnich metod

Spravna volba spojeni hmotnostni spektrometrie s vhodnou separa¢ni metodou (zejména
plynovou a kapalinovou chromatografii) zvysuje selektivitu metody a umoznuje provadét
presnou identifikaci jednotlivych slozek v komplexni matrici. Hmotnostni spektrometr zde
vystupuje jako strukturné selektivni detektor, jenz umoziuje obvyklou registraci jednotlivych
zon latek eluovanych z kolony, ale také jejich identifikaci na zakladé hmotnostniho profilu
smesi. [20]

Separac¢ni techniky jako jsou plynova chromatografie, kapalinovd chromatografie a
kapilarni elektroforéza jsou metody pouzitelné pro studium celé¢ potravinové matrice od
prirodnich latek az po xenobiotika. Tyto metody nésledované hmotnostni detekci jsou
v soucasné¢ dobé dobfe komeréné dostupné a jsou plné vyuzitelné nejen v analytickych
potravinaiskych laboratotich. Jejich Sirokd aplikovatelnost zasahuje do vSech dulezitych
oblasti chemické analyzy. [20, 19]

2.1.6.1 Kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie (LC/MS)

Spojeni kapalinové chromatografie, metody s vysokou separacni schopnosti, a hmotnostni
spektrometrie, vysoce citlivé identifikacni techniky, ptfinasi dilezit¢ vyhody pro analyzu
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potravinovych extrakti. Jednou znich je moznost analyzy netékavych, vysoce polarnich
a/nebo termicky nestabilnich latek, které pomoci chromatografie plynové ve spojeni
s hmotnostni detekci neni mozné stanovit. [7, 17]

Tato kombinovana technika je intenzivné pouzivana az v poslednich letech, kdy byl
vyfeSen zdkladni problém s tlakem a objemem mobilni faze v misté jejich spojeni. lontové
zdroje pracuji za vysokého nebo velmi vysokého vakua a tlak na vystupu z kolony je priblizné
atmosféricky. Tato nekompatibilita obou zafizeni byla vyfeSena diky ionizacnim technikam,
které transformuji kapalnou mobilni fazi do aerosolu za atmosférického tlaku. [7,23]

Primarnim pozadavkem pro spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho
spektrometru je odstranéni slozek mobilni faze pfed samotnou ionizaci. Dfive bylo pouzivano
ve spojeni s EI/CI zdroji takzvané rozhrani s pohybujicim se kovovym paskem (moving belt
interface), kde mobilni faze se vzorkem byla nanesena na rotujici kovovou smycku a byla
odpatfena dfive, nez pasek vstoupil do ioniza¢niho prostoru. V dnesSni praxi se prakticky
vyhradné pouzivaji sprejové ionizacni techniky, které jsou konstrukéné vybaveny tak, aby
byly schopny odvést co nejvétsi mnozstvi t€kavych slozek kapalné mobilni faze jesté nez
se dostanou do hmotnostniho analyzatoru. Pii vybéru ioniza¢niho zafizeni je hlavnim
kritériem typ analyzovanych latek. Pro analyzu nizkomolekularnich latek do m/z < 1 000 je
vhodné pouzit zdroj typu APCI, naopak pro latky makromolekularni (bilkoviny, fragmenty
nukleovych kyselin) je lepsi ESI. [20]

Kritéria pro volbu hmotnostniho analyzatoru jsou pouze subjektivni, jelikoz se fidi
pozadovanym hmotnostnim rozsahem, rozliSenim a pofizovacimi a provoznimi naklady.
Nejvice pouzivanym analyzatorem soucasnosti je kvadrupdl, ktery je témét univerzalni,
dostatecné citlivy (zejména v moédu SIM) a méd vysokou rychlost skenovani. Ve spojeni
LC/MS je velmi rozsifenym analyzatorem iontova past. Tento typ analyzatoru dosahuje
ve srovnani s kvadrupolem nizsich mezi detekce a je vhodny zejména pro stopovou analyzu.
Praletovy hmotnostni analyzator ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je velice zadany
pro analyzu biopolymerti, zejména bilkovin a fragment nukleovych kyselin. [20]

Vybér chromatografické kolony pro LC/MS se fidi predev$im pozadavky pro separaci
danych latek. Nejcastéji se pouziva reverzni chromatografie s kolonami typu C8 a C18, dale
vylucovaci chromatografie na mikroporéznich staciondrnich fazich, afinitni ¢i iontové
vyménna chromatografie. V praxi jsou nejvice vyuzivany kratsi kolony (5 — 15 cm) s menSim
vnitinim pramérem (2 mm) a drobnou stacionarni fazi (3 —4 gm), kde je aplikovan pritok
mobilni faze v fadech desetin ml/min. Diky malému pritoku kapaliny je mozné cely objem
mobilni faze ptivadét pfimo do iontového zdroje. [20]

Slozeni mobilni faze je omezeno z hlediska nasledné hmotnostni detekce minimalizaci
obsahu netékavych slozek a také odstranénim ptitomnych anorganickych soli jako jsou sodné,
draselné ¢i fosfatové roztoky. Anorganické soli velmi rychle a nevratné zanaSeji iontovy zdroj
a Ize je nahradit t€kavymi solemi typu octanu ¢i mravenc¢anu amonného. Pro lepsi vytéznost
se rovnéz doporucuje vyuzivat u sprejovych technik methanolovou mobilni fazi
nez acetonitril. [20]
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2.1.6.2 Tandemovda hmotnostni spektrometrie v kombinaci s kapalinovou chromatografii
(LC/MS/MS)

Pouziti systému sjednim hmotnostnim analyzatorem omezuje analyzu na urceni
molekulové hmotnosti separované latky a to na zakladé molekularniho, kvazi-molekularniho
¢i aduktového iontu, jelikoz fragmentace parentalnich iontl je u sprejovych technik
zanedbatelnd. Pro komplexngj$i a podrobnéjsi strukturni studie je zcela na misté pouzit
zafizeni tandemové hmotnostni spektrometrie, kde jsou umistény dva hmotnostni
spektrometry za sebou propojené kolizni celou (obr. 9). Pro tuto kombinaci se obvykle
pouzivaji magnetické hmotnostni analyzétory. [20]

Pro kombinované systémy jsou vhodnéjsi zafizeni se tfemi kvadrupoly anebo nejrizné;jsi
hybridni systémy, jenz se vyznacuji vysokym rozliSenim a vysokou citlivosti. Hybridni
systémy, které¢ jsou sestaveny napiiklad ze dvou kvadrupolovych a jednoho priletového
analyzatoru jsou prospésné predevsim pro strukturni analyzy. [20]
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Obr. 9: Tandemova hmotnostni spektrometrie [24]

Konkrétnim piikladem pouziti tandemové techniky vpraxi je analyza mnozstvi
polyfenolického kvercetinu v cibuli, ktera je jeho bohatym zdrojem. Teoreticky je pro tento
typ analyzy vhodnd kombinace kapalinové chromatografie sionizaci APCI, ale v praxi
se ukazala ionizace elektrosprejem pro kvercetin citlivéjsi. Vyhodnost pouziti kladného
¢i zaporného modu se v tomto piipadé 1isi s nazory autorti experimentt. [3]

2.1.6.3 Plynovd chromatografie — hmotnostni spektrometrie (GC/MS)

Pii spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem je zdvaznym jevem
tlakova nekompatibilita obou zafizeni. ZvySeni tlaku v iontovém zdroji a nésledné
v hmotnostnim analyzatoru se projevi vyraznym poklesem citlivosti, zhorSenim charakteru
spekter a pfipadn¢ se zkracuje zivotnost elektronioniza¢niho zafizeni. Z tohoto diivodu
je zapotiebi pouzit vykonny Cerpaci systém, ktery zajisti odCerpani nadbyte¢ného mnozstvi
nosn¢ho plynu z prostoru ioniza¢niho zatizeni. [20]

U bézné pouzivanych zplsoblu propojeni GC/MS je kolona spojena s kovovou nebo
kiemennou kapilarou, kterd je zahiivanym prostorem vedena piimo do iontového zdroje.
Z ptimého spojeni kolony s ionizacnim zafizenim vyvstava nevyhoda — pfima zdvislost
okamzitého tlaku v iontovém zdroji na rychlosti nosného plynu. Moznosti jak tuto situaci
odstranit je vyuzit pfipojeni s otevienym délicem, ktery je vhodny pro systémy s méné
vykonnymi Cerpacimi systémy, s kratkymi kolonami s velkym vnitinim primérem a tedy
s velkymi pritoky nosného plynu. [20]
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2.1.6.4 Kapilarni elektroforéza — hmotnostni spektrometrie (CZE/MS)

Kapilarni elektroforéza a hmotnostni spektrometrie je dalSim spojenim vysokoucéinné
separacni metody a hmotnostni identifikace. NejcastéjSim typem iontového zdroje je vétSinou
elektrosprej, i kdyz propojeni technik je ponékud problematické vzhledem k velmi malym
pritokiim mobilni faze (nl/min) a realizaci vodivého prostiedi potfebného pro elektroforetické
déleni. ReSenim je tzv. stinici kapalina (roztok tékavé soli a vhodného organického
rozpoustédla), kterd navySuje celkovy objem kapalné faze na wl/min. Stinici roztok slouzi také
jako vodivé spojeni konce separacni kapilary a zemnici elektroforetické elektrody. Pro lepsi
stabilitu proudu kapaliny a tvorbu spreje je do iontové cely ptivadén proud inertniho plynu.

[20]

S vyhodou se v pfipadé kombinace CZE/MS pouziva ioniza¢ni techniky zvané nanosprej
(nanospray, NS), kde se rychlost pratoku mobilni faze pohybuje okolo 10 nl/min. Tento typ
ionizace se oproti ESI vyznacuje vyssi citlivosti, nizkym pritokem mobilni faze a tedy
i nizkou spottebou vzorku a leps§im pomérem signalu k Sumu (S/N). [26]

2.1.6.5 Spojeni ICP — hmotnostni spektrometrie (ICP/MS)

Velky potencial je mozné hledat také ve spojeni indukéné vazané plazmy a hmotnostni
spektrometrie (ICP/MS), kde indukéné véazané plazma vystupuje jako zdroj iontd
pro hmotnostni spektrometrii. Je to technika se speciaci na studium anorganickych
a organometalickych slouenin, jenz mize byt vyuzivdna i v analyze potravinovych materiald.
Pouziti ICP jako iontového zdroje pro MS je velice dobrou koncovkou pro kapalinovou
chromatografii (LC/ICP/MS). Kombinace detekéni schopnosti ICP/MS s moZnostmi
kapalinové chromatografie tvofi dobrou zékladnu pro analyzu kovovych a nekovovych prvki
a jejich chemickych forem v potravinach. Toto spojeni je tedy hlavnim zdjmem vyzkumnych
praci tykajicich se nutri¢nich a toxikologickych hodnot potravin. [19, 27]

2.1.7 Vyuziti kombinovanych systémi s MS detekci

Hmotnostni spektrometrie jako takova ma Siroké pole aplikovatelnosti. Jednou z mnoha
moznosti je analyza pfirozené se vyskytujicich sloucenin v potravinach nebo naopak
sloucenin vystupujicich jako xenobiotika. [19]

2.1.7.1 Aplikace metody LC/MS

LC/MS technika je S$iroce vyuzivana v potravinaiském primyslu k charakterizaci
a kvantifikaci netékavych slozek podminujicich chut’, nutri¢ni vlastnosti a moznou toxicitu.
Analyze podléhaji zejména uméld i pfirozend barviva, rustovy hormon v potravinich
zivoc¢iSného piivodu, déle jsou to peptidy, proteiny, lipidy, sacharidy, glykoproteiny,
nejriznéjsi vitaminy, ale také pripadnd xenobiotika. Velkou vyhodou spojeni je moznost
sledovani zmén vySe jmenovanych struktur béhem procesu tepelné upravy a starnuti vzorku.
[20]

Mezi ptirozené se vyskytujici slouceniny v potravinach patii naptiklad smés neutrdlnich
tukt, pro jejichz identifikaci se uspésné vyuziva chemické ionizace za atmosférického tlaku.
Zastupci piirodnich esencidlnich latek jsou vitaminy — netékavé a termicky nestabilni
slouceniny, které lze analyzovat syst¢émem LC/MS. [19] Zminénd kombinovana technika
naSla uplatnéni také v identifikaci a charakterizaci peptidl a proteind. Pfesnd, citliva a rychla
analyza bilkovinnych polymert je ziskavana za pouziti elektrosprejového zdroje a kolizni
energie aplikované pfimo na dany polymer. [19]
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V oblasti farmaceutického primyslu se jedna hlavné o charakterizaci a kvantifikaci
jednotlivych slozek 1é¢iv, nejriznéjSich meziproduktli a necistot. Metoda je také casto
vyuzivana pro studium rychlosti a mechanismu odbourdni 1é¢iv v organismu nebo
k identifikaci a kvantifikaci polarnich a netékavych navykovych latek v télnich tekutinach
a téZz pro novodobé dopingové latky jako jsou steriody, prostaglandiny, peptidy ¢i proteiny.
[20]

V environmentalni analyze je LC/MS vyuZivana ke stanoveni nejriiznéjSich tékavych
a polarnich polutantti ptitomnych predevsim ve vodé. [20]

2.1.7.2 Analytické vyuZiti spojeni GC/MS

I pres to, ze pomoci GC/MS je nemozné analyzovat latky netékavé, vysokomolekuldrni
a/nebo termicky nestabilni, pronikla tato technika téméf do vSech oblasti analytickych
procesi, protoze vynikd svoji rychlosti a citlivosti. Metoda je pouzivana pro analyzu
komplexnich smési latek a pro stopovou a ultrastopovou analyzu. [20, 7, 17]

V potravinaistvi se aplikace GC/MS zaméfuje predevSim na charakterizaci
acylglycerolovych a sterolovych frakci. [19] Hmotnostni spektrometrie je také vhodna
pro detekci sacharidickych latek. Ve spojeni s plynovou chomatografii je zvlasté citliva
na oligosacharidy. [19]

Z xenobiotik jsou metodou GC/MS analyzovany pievazné pesticidy a jejich degradované
produkty, které mohou byt z hlediska karcinogenity a toxicity nebezpecné pro lidské zdravi.
Proto musi byt jejich maximalni pfipustné hodnoty ptisné stanoveny a hlidany. [19]

2.1.7.3 CZE/MS - aplikace

Tato kombinovand metoda je vhodnd zejména pro analyzy slozitych matric, kde
se uplatituje vysoka ucinnost separacni metody a strukturné selektivni detekce. CZE/MS
je velmi vyhodna pro nejriiznéjsi analyzy 1éCiv, specialné pro peptidové druhy farmak kvili
mozné toxicité¢ degradacnich produkti. Déle pro analyzu biopolymerti typu peptidi, proteint
a fragmentl nukleovych kyselin. [20, 25, 28]

2.2 Charakterizace vybranych prirodnich fyziologicky aktivnich latek

Ochranny efekt biologickych aktivnich latek pfitomnych v ovoci, zeleniné, kofeni
¢ijako prevence chronickych kardiovaskularnich onemocnéni. Mezi hlavni producenty
chronickych nemoci patfi volné radikaly a reaktivni kyslikaté slouceniny jako napiiklad
superoxidovy anion (O,"), hydroxylovy radikal (OH) a peroxylovy radikal (ROO).
Ptikladem mechanismu u¢inku volnych radikalt je oxidace LDL cholesterolu, ktery je v této
formé extrémné arterogenicidni a usnadniuje penetraci lipidit do cévnich stén. U konzumenta
dostate¢ného mnozstvi ovoce a zeleniny byl prokazan znacny pokles onemocnéni a tmrti
zpusobené kardiovaskuldrnimi, ale i jinymi chorobami. [1, 2, 3]

Esencialni vyznam v ochrané lidského organismu proti reaktivnim kyslikatym slouc¢eninam
maji antioxidanty jako vitamin C a E, karotenoidy i polyfenolické slouceniny, mezi které patii
fenolické kyseliny ¢i flavonoidy. Tyto latky jsou schopné volné radikaly v téle vychytavat
diky [1, 29] delokalizaci elektronil na aromatickych jadrech a nasledné je stabilizovat. [1]
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2.2.1 Flavonoidy

Nazev ptirodnich fyziologicky aktivnich latek flavonoidd je odvozen od latinského slova
flavus — zluty. Tyto latky tvofi rozsdhlou skupinu strukturné podobnych fenolickych
sloucenin. Rostlinné fenoly obsahuji dva benzenové kruhy spojené tfiuhlikatym fetézcem
(uspofadani Cg-C3-Cg). Obecné jsou flavonoidy odvozeny od kyslikaté heterocyklické
slouc¢eniny 2H-chromenu s fenolovym substituentem v C, nebo C; pozici. Strukturni
ptibuznost latek je ddna moZznou hydroxylaci, methylaci ¢i acetylaci jednotlivych pozic
chromenového skeletu. [5] Svymi vlastnostmi se velmi odliSuji od jinych fenolovych
rostlinnych pigmenti, a proto jsou vyclenény jako samostatna skupina. [5, 30, 31]

Flavonoidy predstavuji velkou skupinu sekundarnich metabolitti, které hraji diilezitou roli
pfi odpovédi metabolismu na stresové situace zplisobené UV-B zafenim. Schopnost vazat
tézké kovy spolu se schopnosti terminovat radikdlové oxida¢ni reakce proptjcuje
flavonoidim vlastnosti antioxidantt. [31] Jejich pouziti rozSifuje kromé jiného
antimikrobialni a farmakologickéd aktivita. Flavonoidy také ovliviiuji nékteré intracelularni
enzymy (napf. proteinkinazy). [5, 7]

Flavonoidy se v ptirodé¢ mohou vyskytovat jako volné aglykony ¢i mnohem castéji vazané
na sacharidy (jako glykozidy) (obr. 10). Flavonoidové glykozidy byvaji nejcastéji ve formée
O-glykozida, kdy je aglykonovy kruh vazan na hydroxylovou skupinu nejcastéji v poloze
3 nebo 7. Méné& se pak vyskytuji jako C-glykozidy, kde je cukr vazan ptes uhlik v poloze
6 nebo 8. Jako cukernd slozka se vyskytuji pfevazné arabindza, glukéza, galaktdéza ci
rhamnéza. Flavonoidy lze nalézt také ve formé diglykozidl. Typickym ptikladem disacharidu
ve flavonoidech je neohesperiddza (glukéza a ramnodza vazany 1, 6) ¢i rutinéza (glukodza
aramndza vazany 1, 2). [5, 7]

Obr. 10: Struktura (A) aglikonového kvercetinu a (B) glykozidového kvercetin-3-O-4-
rutinozidu (rutinu) [32]

Klasifikace fenolickych slouc¢enin neni vzdy jednoznac¢nd. Na zakladé stupné oxidace
Csfetézce je lze rozdélit do nékolika skupin — katechiny (flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny
(flavan-3,4-dioly), flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly anthokyanidiny (obr. 11).
Katechiny a leukoanthokyanidiny jsou bezbarvé slouceniny, ze kterych pii reakcich
barevného hnédnuti vznikd hnédy pigment. Pouzivaji se jako barvivo pro fadu potravin. [31]
Flavanony a flavanonoly jsou bezbarvé nebo svétle Zluté slouceniny, které jako barviva
nemaji témét zadny vyznam, ale nékteré flavanony jsou dtlezitymi hotkymi slozkami
grapefruiti. Mezi flavony, flavonoly a anthokyany je mozné identifikovat zluté, oranzové,
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cervene, fialove ¢i modie zbarvené zastupce, ktefi patii mezi dilezitd potravinarskd barviva.
[31, 33, 34]
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Obr. 11: Klasifikace flavonoida [35]

2.2.2 Ostatni polyfenolické slouceniny

Polyfenolické latky jsou dtlezité pro kvalitu potravin a pochutin, mezi které patii naptiklad
zelenina, potravinové dopliky stravitelné bilkoviny, vino nebo alkoholické napoje.
Polyfenolickd kompozice je zakladni stavebni kostrou ligninu a stravitelné bilkoviny, ktera
urcuje nutricni hodnotu zeleninovych jidel. [7]

Do této skupiny latek Ize zaradit hlavné fenolické kyseliny — kyselina kdvova, kumarova,
chlorogenov4, siringova, vanilinova ¢i sinapova. [7]

2.2.3 Karotenoidy

Velmi obsahld a pestrd skupina pfirodnich sekundarnich metabolitd, jejiz zastupci jsou
pritomni témét v kazdé bunice, vznikd z ,aktivniho izoprenu“ (obr. 12) neboli
izopentenyldifosfatu (IPDP). Tyto latky se oznacuji spolecnym nazvem izoprenoidy. [36]

Rostlinné izoprenoidy se skladaji z nejrtiznéjSiho poctu IPDP jednotek, které mohou byt
vazany do linearnich nebo cyklickych struktur. Podle poctu Cs stavebnich jednotek je 1ze délit
na mono- az polyterpeny. [36]
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Obr. 12: Aktivni izopren —prekurzor biosyntézy izoprenoidi [37]

Mnohé terpeny jsou piijemné vonici latky, jiné obsahuji systém jednoduchych a dvojnych
vazeb, coz zplisobuje jejich barevnost. [36] Tetraterpeny obsahuji v molekule 8 IPDP
jednotek a patii do skupiny latek dilezitych pro proces vidéni. Tvoii rozsahlou skupinu
zlutych, oranzovych a Cervenych pigmentii nazyvanych karotenoidy se siln¢ nenasycenym
alifatickym a alicyklickym fetézcem. Karotenoidy jsou schopné vzhledem k systému
konjugovanych vazeb ve struktufe vychytavat lipidické peroxyradikaly, ale také singletové
kyslikaté intermediaty. Esencidlni role karotenoidnich latek jako hlavniho zdroje vitaminu A
je znama po mnoho let. [36]

Zakladni skupinu karotenoidii, zvanych karoteny, tvoii lykopen, «, f# a y-karoten a fytoen.
Fytoen (obr. 13) je bezbarvy nenasyceny uhlovodik, ktery je povazovan za prekurzor
biosyntézy karotenoidll [36]. Od struktury lykopenu, ktery vznikd z fytoenu desaturaci, je
mozné odvodit zbylé karoteny (obr. 14). Pouhou cyklizaci koncovych acyklickych struktur
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tkani a jatrech. Lykopen zpiisobuje Cervené zbarveni ovoce a zeleniny. V téle neni sice
pfevadén na vitamin A, ale hraje dilezitou roli pii boji proti rakoving i jinym onemocnénim,
jelikoz brani oxidaci LDL cholesterolu. [38]

Kyslikaté derivaty karotenoidi tvoti zluté a Cervené pigmenty, které se nazyvaji xanthofily.
Ty mohou obsahovat az n¢kolik hydroxylovych, etherovych, aldehydovych, ketonovych nebo
karboxylovych substituenti. Mezi xanthofily patfi lutein, astaxanthin ¢i zeaxanthin,
kryptoxanthin, kapsorubin ¢i luteoxanthin. [36] Nejzajimavéjsi slouceninou této kategorie je
lutein, ktery se v lidském téle vyskytuje v krevnim séru, jatrech, tukovych tkanich a v sitnici.
Dostate¢na koncentrace luteinu a jeho doprovodného karotenoidu zeaxantinu v lidské sitnici
(zvlasté v oblasti ostrého a detailniho vidéni — zlutd skvrna) se velkou mérou ucastni na
ochran¢ zraku pted ultrafialovymi paprsky. Optimalni mnozstvi luteinu jako potravinového
dopliiku je ovSem velmi téZké stanovit. U kufdki mohou luteinové a p-karotenové dopliky
zpusobovat pro-oxidac¢ni chovani zminénych karotenoidi. [39]
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Obr. 13: Fytoen [36]

S-karoten

Obr. 14: Struktura lykopenu a p-karotenu [40]
2.2.4 Zdroje fenolickych latek

Obecné¢ se latky s antioxidacni aktivitou vyskytuji ve vSech rostlinnych zdrojich
od Cerstvého ovoce a zeleniny, pfes ovocné napoje az po kavu, pivo, rostlinny olej, Caj
¢1 nejriuznéjsi dzemy. [33]

Fenolické slouceniny se obvykle biosyntetizuji v rostlinnych matricich jako komplexni
smés latek. Jejich mnozstvi a kompozice jsou zavislé na aktudlnim stavu rostliny, které je
ovlivnéno okolnim prostiedim. Pro latky s flavonoidni strukturou jsou pfirozenym mistem
vyskytu listy a plody, odkud jsou distribuovany do ostatnich ¢asti rostliny. [19, 7].

Flavony jako chrysin, apigenin ¢i rutin Ize identifikovat v ovocnych slupkach, petrzeli,
celeru, ve slupce od rajcete a v Cerveném pepii. Por, brokolice, grapefruit, cibule, ¢aj, olivovy
olej a rajce jsou zdrojem pievazné flavonolovych sloucenin (kaempferol, kvercetin).
Citrusové ovoce obsahuje hlavné flavanony, mezi které patifi naringin, naringenin
a hesperedin. Potraviny vyrobené ze s6jovych bobii a boby samy jsou zdrojem isoflavonti
(genistin, daidzin). Zdrojem anthokyanidinl je potom barevné ovoce, jako jsou jahody, tfesSn¢
a maliny. [33, 41]

2.2.4.1 Ovoce a zelenina

Ovoce a zelenina jsou jednim z hlavnich zdroji antioxidantli v nasi potravé a mnoho
klinickych studii potvrzuje vyznam konzumace tohoto typu potravin pro lidsky organismus
[29].

Zastupci vyznamné flavonoidni podskupiny anthokyant jsou v rostlinach lokalizovany
v bunéénych vakuoldch a stabilizovany iontovymi interakcemi s organickymi kyselinami
(napf. malonovou, jable¢nou nebo citronovou). Z ovocnych zastupcl jsou hlavnimi zdroji
hrozny révy vinné. Evropské odridy révy Vitis vinifera obsahuji pouze 3-monoglukozidy
riznych aglykont. Pfevladajicim pigmentem cervenych hroznl révy je dfive zvany oenin
neboli malvidin-3-4D-glukopyranozid, ktery je doprovazen ftadou dalSich anthokyani
a esteril fenolovych kyselin. V nemalém mnozstvi se zde také vyskytuje kvercetin. Mezi
ovocné zdroje anthokyant patii tfesn€, Svestky, maliny, jahody, ostruziny, jablka, hrusky,
brusinky, bortivky, rybiz. Excelentnim vychytdvacem volnych radikali je ovoce celedi
hvézdicovité (Averrhoa carambola L.). Je bohaté jak na vitamin C, tak hlavné
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na proanthokyanidiny, které jsou tvofeny (+)katechinovymi a (—)epikatechinovymi
konstitu¢nimi jednotkami se stupném polymerizace dva az pét. [31, 29]

Citrusové plody jsou velmi bohaté na obsah askorbové kyseliny a polyfenoli
flavanonového typu. V pomerancich a citronech je hlavnim aglykonem hesperetin
a glykozidem je ze 75-80 % hesperidin. Hlavnim aglykonem vyskytujicim se v grapefruitu je
naringenin a glykozidovou formu zastupuje z 90 % naringin. Obsah glykozidi v plodech
stoupd s riistem plodu a v dobé zralosti se pohybuje okolo 1-6 g na jeden plod. Citrusové
ovoce je téz bohatym zdrojem ferulové, kumarové a sinapové kyseliny a v malém mnozstvi je
zde ptitomna 1 kyselina kévova. [31, 2]

Piirozenym prostiedim pro vyskyt flavonold jsou jablka a to v mnozstvi zavislém
na odriid€ a jinych faktorech. Polyfenoly hraji dilezitou roli v nutri¢nich, organoleptickych
a komerc¢nich vlastnostech tohoto ovoce a potravin vyrobenych zného. Flavonoidy se
v jablkach vyskytuji ptevazné v glykozidové forme. Dominantnim antioxidantem v jablkach
je kyselina chlorogenova, vyskytuje se zde v mnozstvni desitek miligramd na 100 g jablka.
Déle jsou zde zastoupeny flavanoly (katechiny a prokyanidiny), dihydrochalkony, (glykozidy
phloretinu), flavonoly (glykozidy kvercetinu a izorhamnetinu) a anthokyaniny (kyanidin)
V menSim mnoZstvi jsou v jablkach zastoupeny i glukozidy kaempferolu a myricetinu. Jinym
ptirozenym zdrojem flavonold aglykonového ¢i glykozidického typu je bobulovité ovoce.
Naptiklad v ¢erném rybizu se nachdzeji dva glykozidické typy myricetinu a jeden glykozid
kaempferolu. [ 32, 31, 42, 43]

Mezi vyznamné zeleninové zdroje anthokyan se fadi lilek, Cervené zeli, brambory
s cervenou slupkou nebo fedkvicky. V cibuli, a to nejen v Cervené, je nezanedbatelné
mnozstvi flavonolu kvercetinu. [31, 3]

2.2.4.2 Ofrechy, semena, oleje

Nejriizngj§i druhy ofechti obsahuji téZ ve svych strukturdch odlisné polyfenolické
slou¢niny, mezi které lze tfadit naptiklad hydroxycinamové kyseliny, glykozidy kvercetinu
a chlorogenovou, ferulovou a kdvovou kyselinu. V téchto potravinach lze také identifikovat
katechiny, epikatechiny a myricetin. [44]

Ofechy téZ obsahuji nezanedbatelné mnozstvi a-tokoferolu. V liskovych ofeSich se
vyskytuje velké mnozstvi tohoto vitaminu, na druhém misté jsou mandle, dale arasidy,
pistacie, vlasské ofechy, Brazilské ofechy a na poslednim miste jsou keSu ofechy. [45]

Polyfenolické slouCeniny lze identifikovat také v rostlinnych olejich. Typickym
pfedstavitelem je olej olivovy. Hlavnim polyfenolem je oleuropein, ale nachdzi se zde
i tyrosol, kvercetin-3-rhamnosid, ligstrosid, izomery verbaskozidu a polyfenolické kyseliny —
ferulova, homovanilinova a syringova. [19]

2.2.4.3 Mok stoleti -pivo

Chmel (Humulus lupulus L.) je znam nejen jako pivovarska surovina, ale také jako lécivo
s vysokou antioxida¢ni aktivitou. V tradi¢nich medicindch je pouzivan pro své uklidiiujici
ucinky. Hlavni flavonoidni slozkou ptfitomnou v chmelovych extraktech, a tedy i v pivu, je
strukturdlné¢ jednoduchy chalkon xanthohumol (obr. 15, 16). Xanthohumol ma obecné
Sirokospektralni u¢inky. Je vhodny proti (post-) menopauznim ndvalim horka a ma
protirakovinové uc¢inky. Tento flavonoid ptisobi téz proti fidnuti kosti a je patentovan jako
1é¢ivo proti osteopordze. [46, 47, 48, 49]
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Obr.15: Struktura xantohumolu [46]

Obr. 16: Samici kvétenstvi chmele — hotké kyseliny a flavonoidy se nachézeji ve Zlutych
zlaznatych trichomech. [46]

Pivo je jednim z nejstarSich napojt na svété. Ma mnoho piiznivych ucinkl na lidské zdravi.
V mnoha zapadnich zemich je soucasti dietni stravy a tvoii pfiblizné 4 — 6 % energetického
pfijmu. Obsahuje vitaminy skupiny B, dale polyfenolické slouceniny, kvercetin
a ve zvySeném mnozstvi prokyanidiny, epikatechiny a kyselinu ferulovou. [19, 50, 51]

Pivo je krom¢ jiného také bohatym zdrojem organickych a fenolickych kyselin. Organické
kyseliny zptsobuji kyselost a chut’ piva (hotkost, sladkost) a maji pozitivni fyziologické
efekty. V pivé jsou z této skupiny zastoupeny kyseliny mlécnd, citronova, octova, sukcinova,
jable¢nd a fumarova. Fenolické kyseliny pochéazeji z nejvétsi ¢asti ze sladu a chmele. Nejvice
se v pivé vyskytuje kyselina kumarova a ferulova, ale je mozné identifikovat také kyselinu
chlorogenovou, syringovou, gallovou, protokatechinovou a kavovou. [52, 53, 54]

2.2.4.4 Caj a med patii neodmyslitelné k sobé

Na latky s flavanolovou strukturou (katechin, epikatechin) jsou bohaté predev§im cajové
nalevy. Kefe cajovniku Camellia sinensis obsahuji nejvyssi koncentrace zminénych
antioxidanti v listech. Flavonoidy se v €ajich vyskytuji pfevdzné ve formé glykozida,
zejména 3-glukozidy, 3-galaktozidy a 3- rutinozidy. Béhem fermentace zelenych ¢ajt dochazi
k polymerizaci flavonoll na taniny (polyfenoly trpké sviravé chuti), jejichz zdkladni stavebni
jednotkou je kyselina gallova. Nejbohatsi na obsah flavonoidu jsou ¢aje bilé. V ¢ernych ¢ajich
je ptitomno asi 0,4 — 1,7 % glykozida, v zeleném asi 1,5 — 1,7 % a v instantnich ¢ajich asi 2,6
— 3,1 % vsusiné. [31] Tyto glykozidy vyznamnou mirou pfispivaji k trpké chuti ¢ajovych
nalevu. [31, 33, 55]

Med a propolis patii téz mezi zdroje polyfenolickych kyselin. V extraktech medu Ize
obecné¢ identifikovat kumarovou a kavovou kyselinu, kaempferol, chrysin, katechin
a apigenin. Propolis je ptirodni latka, kterou sbiraji véely z pupent a vypotka rostlin a stromi.

-----
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a protinddorovy). [56] Propolis obsahuje mnoho chemickych slou€enin, mezi které patii
i polyfenoly — flavonoidy, phenolické kyseliny a jejich estery, dale obsahuje terpenoidy,
steroidy a aminokyseliny. Procentudlni kompozice téchto latek je zavisla na vegetaci v miste
sbéru. [56, 57, 58]

2.2.5 Zdroje karotenoidnich slouc¢enin

Karotenoidy reprezentuji skupinu ptirozenych rostlinnych a mikrobialnich pigmenta, které
jsou zodpovédné za Cervené, zluté a oranzové zbarveni ovoce a zeleniny a mikrobidlnich
kultur. Tyto slouceniny je mozné identifikovat i v zeleniné s tmavé zelenou barvou. [38]

2.2.5.1 Zelenina

Hlavni zdroj karotenoidl ptedstavuje zelenina. Patii sem pfevazné paprika, ktera obsahuje
60 — 70 % pkarotenu zcelkového mnozstvi piitomnych karotenoidl, dale mrkev
a v neposledni fad¢ také zralé rajce, které je vynikajicim zdrojem lykopenu. Jest€¢ nedozrala
rajcata ve svych strukturdch akumuluji latky xanthofilového ptivodu, a proto jsou jejich tkané
zelené. [38, 59]

2.2.5.2 Ovoce

Cervenou barvu vodniho melounu, riizového grepu a &ervenych hroznti zplsobuje
pfitomnost lykopenu v jejich bunécné struktufe. Vodni meloun se obecné vyznacuje
pritomnosti Siroké Skaly barevnych derivati karotenoidl, ale to az v dobé dobré zralosti
tohoto plodu. Pokud je plod nezraly, obsahuje pouze stopové mnozstvi karotenoidi. Také
citrusové ovoce, napf. mandarinka ¢i pomerané, jsou zdrojem cervenych karotenoidnich
antioxidantt. [38, 59, 60]

2.2.5.3 Mikrobialni producenti karotenoidi

Tfida Bazidiomycetes zahrnuje skupiny kvasinkovitych mikroorganismil, které jsou
schopny produkovat Cervend karotenova barviva. Pigmenty jsou tvofeny na vnitini sténé
cytoplazmatické membrany pomérné slozitym metabolismem za pfitomnosti svétla a kysliku.
V kvasinkach se pfevazné vyskytuji karotenoidy jako f-karoten, j-karoten, o-karoten, torulen
a torularhodin, ale pomér jejich obsahu se meéni v zavislosti na podminkach kultivace
a na vlastnostech prostiedi [61, 62].

Vyznamnymi producenty karotenoidnich barviv jsou rody: Rhodotorula, Rhodosporidium,
Sporidiobolus, Sporobolomyces, Phaffia [62].

2.3 LC/MS v analyze vybranych fyziologicky aktivnich latek

Vitaminy, jako fyziologicky aktivni latky, 1ze v potravinach stanovovat pomoci reverzni
chromatografie s hmotnostni detekcei a elektrosprejovou ionizaci. K eluci jednotlivych slozek
jsou vhodné nepoldrni staciondrni fidze a mobilni faze typu smési kyseliny octové
a acetonitrilu. Ionitovy zdroj APCI je vhodny pro vitaminy tokoferolového typu,
na separacnich mikrokolonach se staciondrni fazi C18 je dosahovano velmi dobré detekce.
[19]

Velmi rozsahlou skupinou fyziologickych sloucenin jsou polyfenolické latky, o jejichz
charakterizaci v potravinovych produktech roste v posledni dobé zajem. Polyfenolické
antioxidanty se nachdzeji v potravinich ve formé komplexni smési, a proto je zapotiebi
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k jejich analyze vyuzit vice nez jeden typ detekéni techniky. Vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC) s refraktometrickou ¢i UV-VIS detekci nejsou dostate¢né selektivni
pro jednoznacnou identifikaci pozadovanych flavonoidi. [7] Pro analyzu flavonoidl je tak
vyhodné flexibilni spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci s n€kolika typy
ioniza¢nich zdroji. Velmi Casto se pouzivaji elektrosprejové, chemické ¢i laserové ionizacni
techniky. Jednou z ptednosti hmotnostni detekce je kromé vysoké citlivosti také moznost
objasnéni glykozidové a aglykonové struktury flavonoidii bez ptedchéazejicich casove
naro¢nych purifikacnich nebo derivatiza¢nich kroki. [19, 7]

Pro separaci fenolickych sloucenin a flavonoidii je vhodny vybér kolon s reverzni fazi
a binarni rozpoustédlovy systém obsahujici ,,kyselou vodu‘ a polarni organické rozpoustédlo
(methanol, acetonitril). K separaci jednotlivych slozek se vyuzivéd izokratické, ale castéji
gradientové eluce s vys$$im stupném separace jednotlivych latek. Pomoci gradientové eluce
bylo separovdno az 55 riznych standardnich polyfenoli, které jsou za normalnich podminek
ptitomny v ovocnych dzusech. [1, 63]

K identifikaci polyfenolickych struktur je pouZivéna technika LC/MS, ale i LC/MS>.
Vhodné jsou sprejové ionizace za atmosférického tlaku (APCI a ESI), diky jimZ je mozné
charakterizovat aglykonové, glykozidové a konjugované formy antioxidantl jako jsou
napiiklad malonaty a acetaty. [30] Konkrétnim ptikladem aplikace je analyza oleuropeinu,
jehoz hlavnim zdrojem je olivovy olej. K jeho uspéSnému stanoveni byla pouzita kombinace
RP-HPLC/ESI/MS a to jak moéd pozitivni tak 1 negativni ¢i off-line analyza pomoci
semipreparativni HPLC s naslednou hmotnostni detekci vybrané frakce. Informace o struktuie
oleuropeinu byly ziskany pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. [19] Jind aplikace
byla vyuzita na charakterizaci polyfenolického spektra v pivu. Hlavni sledovanou skupinou
byly prenylované flavonoidy, jejichz stanoveni bylo realizovano kombinovanou technikou
HPLC/APCI/MS/MS v podminkach kladného moédu. [19]

2.3.1 Identifikace a strukturalni charakterizace pomoci fragmentace mateiského iontu

Charakterizace slou¢enin pomoci techniky LC/MS? je v souasné dob& velmi roziifena.
Zpusob fragmentace sloucenin je zavisly na typu ionizace (ESI, APCI) a na typu pouzitého
hmotnostniho analyzatoru (kvadrupdl, iontova past). [5]

vvvvvv

Diels-Alderovy (RDA) fragmenty jsou dillezité piedevSim pro charakterizaci glykozidickych
a aglykonovych Sesticlennych cyklickych struktur obsahujicich dvojné vazby a 3 pary
delokalizovanych elektronli. Pro snadnégj$i orientaci ve §tépnych produktech bylo navrhnuto
nazvoslovi vzniklych fragmentt. lonty vytvoiené v kladném modu rozstépenim dvou vazeb
na C-kruhu jsou oznaGovéany jako A" a /B" v souvislosti s ozna¢enim daného flavonoidniho
kruhu. Indexy i a j oznacuji vazby na uhlikatém kruhu, které byly pferuSeny. V zdporném
modu se pouziva oznageni “A” a /B’ se stejnou symbolikou jako v médu kladném. [5]

Ve vysledku dochazi k rozstépeni dvou o-vazeb a k vytvoreni dvou z-vazeb. Piikladem
muze byt Stépeni luteolinu se substituentem -OH na benzenovém kruhu B (m/z = 287) ¢i
apigeninu se substituentem -H na stejné pozici kruhu B (m/z = 269) v kladném moédu (obr. 17)
— hodnota fragmentu '*A" je m/z = 153 a pro fragment '”B" je hodnota m/z = 135 pro luteolin
resp. 119 pro apigenin. [5]
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Obr. 17: Stépeni luteolinu a apigeninu v kladném modu. [5]

2.3.1.1 Fragmentace v kladném modu

Vybrané flavonoidni skupiny (flavony, izoflavony, flavonoly a flavanony) jsou
charakteristické zptisobem $tépeni (obr. 18). Diels-Alderovo $tdpeni a vznik '*A" fragmentu
je typické predevSim pro flavony (luteolin a apigenin), dale pro flavonoly (kaempferol) a
flavanony (naringenin a hesperetin). Fragment typu '"B* je u zminénych struktur také
pozorovan, ale ve zvySené mife pouze u flavanonu naringeninu. U flavoni a flavonola
dochazi také k §tépeni “’B” a piislusny $§t&p "*A" se vyskytuje pouze u flavonoli, coz mize
slouzit jako rozliSovaci prvek. Stépeni vazeb 0, 4 neni u t&chto slouéenin p#ili§ bézné. Diels-
Alderova fragmentace u sloucenin s methoxy substituentem probiha jen v omezené mifte [5]
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Obr. 18: Stépeni &tyt zakladnich typt flavonoidd v kladném médu (flavony, izoflavony,
flavonoly a flavanony). [5]
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2.3.1.2 Fragmentace v zaporném modu

RDA $tépeni uhlikatého skeletu v zaporném moédu poskytuje hlavné fragmenty typu '"A”
a "B (specialng u flavonolt). Vyskytuji se i pripady, kdy vzniklé tépy jsou ve tvaru °A”
a/nebo “’B. Tento typ §tépeni byl pozorovan viak pouze u izoflavoni (daidzein a genistein).
Dal$im moZznym typem je $tépeni vazeb 0, 4, které vSak neni typické pro vSechny flavonoidy.
Bylo pozorovano pouze u nékolika sloucenin — apigenin, kvercetin, kaempferol, naringenin ¢i
izosakurametin. Fragmenty typu A” jsou charakteristické pro spektrum kvercetinu, fisetinu.

[5]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a pomiicky

3.1.1 Chemikalie

Methanol pro LC-MS, Riedel-de Haén (SRN)
Acetonitril pro LC-MS, Riedel-de Haén (SRN)
Ledova kyselina octova , Sigma Aldrich (SRN)
Hydroxid amonny 28%, Sigma Aldrich (SRN)
Aceton p.a., Lachema (CR)

Diethylether p.a., Lachema (CR)

Kofein, Sigma Aldrich (SRN)
Met-ARG-PHE-Ala, Research Plus, Inc., (USA)
Ultramark, Lancaster (USA)

Tunning mix for LC-MSD ion trap, Agilent (USA)
Reserpin, Sigma Aldrich (SRN)

S-karoten 95 %, Sigma Aldrich (SRN)
Astaxantin 98 %, Sigma Aldrich (SRN)

Rutin hydrat 95%, Sigma Aldrich (SRN)

Morin, Sigma Aldrich (SRN)

Kvercetin dihydrat 98%, Sigma Aldrich (SRN)
Kyselina chlorogenova 95%, Sigma Aldrich (SRN)
(+)-Katechin hydrat 98%, Sigma Aldrich (SRN)
(-)-Epikatechin, Sigma Aldrich (SRN)
Myricetin 96%, Sigma Aldrich (SRN)
Phlorizin, Sigma Aldrich (SRN)

Kaempferol 96%, Sigma Aldrich (SRN)

Vsechny ostatni béZzné chemikalie byly standardni ¢istoty p.a.

3.1.2 Pristroje a pomiicky

36

Sestava HPLC od firmy ECOM spol. s r.0. (CR) s MS detektorem Thermo Finigan
(USA)

e Degazér, typ Degasys DG 1210

e Gradientni ¢erpadlo typ BETA 10
e Davkovaci ventil, typ D

e Termostat kolony, typ LCO 101



e UV-VIS detektor procesovy, typ LCD 2084
e Integrator Clarity

e MS detektor Thermo FINNIGAN LCQ Advantage MAX, iontovy zdroj
elektrosprej, analyzator iontova past (USA)

e Integrator Thermo Finnigan Xcalibur' ™ (USA)
e SPE, SUPELCO (SRN)
e SPE kolonky typu SPEC C18 AR 3 ml Varian (USA)

e SPE kolonky typu Spe-ed Cartridges Amide-2 20 mg/3 ml Applied Separation
(USA)

e Chromatografické kolony:
e Polaris 3ym C18-A 150x2,0 mm Varian (USA)
e Labio Biospher PSI 200 C18 7xm Labio a.s. (CR)
e Kromasil 100 —7 zm C18 250x4,6 mm ECOM s r.0. (CR)
e Restek Ultra Aqueous C 18 5 gm 250x4,6 mm Fisher Scientific (USA)
e Vodni vyvéva Merci, a. s. (CR)
e Rotacni vakuova odparka IKA WERKE (SRN)
e Centrifuga 3-15, Sigma (SRN)
e Centrifuga, typ Hettich zentrifugen (SRN)
e Analytické vahy, typ BOECO (SRN)
e Kompaktni vahy, typ Scout PRO SPU402 (USA)
e pH-metr HI 9321, HANNA Instrunemts (Italie)
e Bézné laboratorni sklo
3.2 Kalibrace a optimalizace (Iadéni) hmotnostniho spektrometru

Veskera méteni s hmotnostni detekci byla provadéna na hmotnostnim spektrometru LCQ
Advantage Max od firmy Thermo Finnigan, ktery je ur¢en pro LC/MS analyzy. MS detektor
byl vybaven elektrosprejem, coby iontovym zdrojem, iontovou optikou slozenou ze tfi
oktapoll, analyzatorem iontovou pasti a elektronasobiCem jako vlastnim detektorem. Cely
systém byl fizen softwarem Xcalibur. [64]

3.2.1 Kalibrace MS detektoru

Kalibrace pfistroje byla provedena automaticky zaddnim v fidicim systému Xcalibur
pomoci kalibracni smési, jejiz slozky byly: kofein (m/z = 195), MRFA (Met-ARG-PHE-Ala
om/z = 524) a Ultramark (m/z = 1022, 1122, 1222, 1322, 1422, 1522, 1622, 1722
a 1 822). Koncentrace roztokil a jejich pfiprava byla provedena podle doporuceni vyrobce
a postup je uveden v priloze 1 [64].

Smés byla do MS detektoru davkovana kontinualn€ pomoci integrované syringe pumpy.
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3.2.2 Ladéni pFistroje komer¢nim standardem — reserpinem

Pro primarni ladéni pfistroje byl vyuzit komeréni roztok reserpinu o koncentraci 1 zg/ml
rozpustény v methanolu davkovany do pfistroje kontinudlné pomoci syringe pumpy.

Ladéni pfistroje probihalo automaticky zadanim v softwaru Xcalibur v kladném (kvazi-

molekuldrni ion 609) 1

v zaporném moddu  (kvazi-molekuldrni

optimalizovanych parametrti jsou uvedeny v tabulce 1.

ion 607). Hodnoty

parametr MS kladny mod zaporny mod
mnozstvi susictho plynu (arb) 20 45
napeti na kapilare ESI (kV) 5 4
napéti na vstupni kapilaie (V) 3 -11
teplota na vstupni kapilare (°C) 250 250

Tabulka 1: Ladici parametry pro reserpin v kladném i zaporném modu.

3.2.3 Optimalizace parametri MS detekce pro vybrané standardni slouc¢eniny

Nasledna optimalizace parametri pristroje probihala automaticky nastavenim v programu
Xcalibru pomoci standardnich sloucenin vybranych s ohledem na stanovované skupiny latek
v biologickych vzorcich.

3.2.3.1 Polyfenolické slouceniny — kvercetin

Ze skupiny latek s flavonoidnim typem skeletonu byl vybran kvercetin, sloucenina
se zakladni aglykonovou strukturou, od které lze ostatni latky odvodit pouhou zdménou
substituentl na fenolickych kruzich. Hodnoty proménnych parametri analyzy byly
optimalizovany pro kladny i zaporny modd, koncentrace ladiciho roztoku byla 1 gg/ml
kvercetinu rozpusténého v acetonitrilu a davkovaného do pfistroje pomoci syringe pumpy
(tab. 2). V hmotnostnim spektru byl v kladném rezimu pozorovan kvazi-molekuldrni ion
om/z = 303 a vzaporném m/z = 301. Ladici metoda byla vyuzivana pro stanoveni
jednotlivych MS full scan a MS" full scan spekter standardnich sloucenin s polyfenolickou
strukturou (kap. 3.3.1.1, 3.3.1.2).

parametr MS kladny mod zaporny mod
mnozstvi susiciho plynu (arb) 40 45
napeéti na kapilare ESI (kV) 5 4
napéti na vstupni kapilare (V) 40 -6
teplota na vstupni kapilare (°C) 250 250

Tabulka 2: Ladici parametry pro kvercetin v kladném i zaporném modu.

Pro naslednou chromatografickou analyzu byl pfistroj naladén pomoci externiho
gradientového Cerpadla a sméSovace (T-kus). T-kus umoznil smichani standardniho roztoku
davkovaného syringe pumpou s mobilni fazi ddvkovanou pomoci Cerpadla HPLC sestavy
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pfed vstupem do iontového zdroje (ESI). Koncentrace ladiciho roztoku kvercetinu byla
10 pg/ml, prutok mobilni faze byl 0,25 ml/min a slozeni acetonitril: 1% kyselina octova 50:50
(kladny mdd) nebo acetonitril:0,25% amoniak 50:50 (zaporny mod). Optimalni nastaveni
detektoru pro kladny i zdporny mod je uvedeno v tabulce 3.

parametr MS kladny mod zaporny mod
mnozstvi susiciho plynu (arb) 40 45
napeti na kapilare ESI (kV) 5 4
napéti na vstupni kapilare (V) 22 -45
teplota na vstupni kapilare (°C) 250 250

Tabulka 3: Ladici parametry pro kvercetin v kladném i zdporném modu hmotnostniho
spektrometru pro chromatografické analyzy.

3.2.3.2 Chromatografické analyzy vzdaporném modu — ladici standard kyselina
chlorogenova

Pro chromatografické analyzy v zdporném moddu byla nasledné vytvorena ladici metoda
s vyuzitim polyfenolické kyseliny chlorogenové (tab. 4). Koncentrace ladiciho roztoku byla
10 ug/ml. Ladéni bylo provedeno za pouziti sméSovace a externtho HPLC cerpadla. Jako
mobilni faze byla pouzita smés acetonitril:1% kyselina octova 50:50. V hmotnostnim spektru
byl pozorovan v zaporném modu kvazi-molekularni ion 353.

parametr MS zaporny mod
mnozstvi susicitho plynu (arb) 30
mnozstvi pridavného susiciho plynu (arb) 10
napeti na kapilare ESI (kV) 4,0
napeéti na vstupni kapilare (V) -47,00
teplota na vstupni kapilare (°C) 250

Tabulka 4: Ladici parametry kyseliny chlorogenové v zdporném modu hmotnostniho
spektrometru pro chromatografické analyzy.

3.2.3.3 Karotenoidy

Pro latky ze skupiny karotenoidii byl vybran standard f-karotenu rozpusténého v methanolu
o koncentraci 1 pg/ml. Optimalizace detektoru byla provedena v kladném modu, kde byly
pozorovany c¢ary o hodnoté m/z = 538 (tab. 5). V zdporném modu byla citlivost detekce
pozorovanych karotenoidd velmi nizk4, a proto nebyly ladici metody vytvoreny.
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parametr MS [P-karoten
mnozstvi susictho plynu (arb) 30
napéti na kapilare ESI (kV) 4,5
napeéti na vstupni kapilare (V) 42
teplota na vstupni kapilare (°C) 260

Tabulka 5: Ladici parametry pro karotenoidni slouceniny v kladném modu MS detektoru.

3.3 Analyza standardnich latek

Dostupné standardni latky byly po naladéni spektrometru podrobeny hmotnostni analyze
ve vybranych modech, které nabizi kombinace analyzatoru iontové pasti a softwaru Xcalibur.
Mod MS full scan umoZiluje stanoveni kompletniho hmotnostniho spektra. Rozsah hodnot
m/z byl dan ve spektru typem pouzivané¢ho detektoru a pohyboval se v rozmezi 0 — 2000.
Tontova past je schopnd méfit i v rezimu MS" full scan.

3.3.1 Polyfenolické slouc¢eniny
3.3.1.1 Kompletni hmotnostni spektrum kvazi-molekuldarnich iontit (mod MS full scan)

Dostupné standardy polyfenoltl (tab. 6) byly podrobeny analyze na MS detektoru v rezimu
MS full scan. Jako ladici metoda byla vyuzita optimalizace na kvercetin (kap. 3.2.3.1, tab. 2).
Roztoky standardnich latek o koncentraci 10 ng/ml — 10 gg/ml byly do detektoru davkovany
jednorazové pomoci davkovaciho ventilu hmotnostniho spektrometru s ddvkovaci smyckou
oobjemu 2 4. Pro polyfenolické slouceniny byla pouzita mobilni faze o slozeni
acetonitril: 1% kyselina octova (resp. 0,25% amoniak) 50:50 pro kladny (resp. zaporny) mad.
Prislu$na spektra byla snimana pomoci programu Xcalibur a nasledné vyhodnocovana.

standardy falvonoidy
rutin kyselina chlorogenova epikatechin fisetin myricetin
morin kyselina gallova kaempferol naringenin
kvercetin katechin phlorizin apigenin

Obr. 6: Dostupné flavonoidni standardni latky.

3.3.1.2 Tandemovd hmotnostni spektrometrie (reZim MS" full scan)

Pouzivany hmotnostni detektor LCQ Advantage Max je vybaven analyzitorem iontovou
pasti umoziujici fragmentaci vzorkti v MS" full scan rezimu. Vzhledem k elektrosprejové
ionizaci tak dochéazi ke $tépeni kvazi-molekularniho iontu nebo jeho fragmenti a lze tak
nasledné identifikovat izomerni nebo strukturné podobné latky na zakladé charakteristickych
Stépa.

Standardni roztoky (kap. 3.3.1.1, tab. 6) byly pfipraveny v koncentracich 10 ng/ml —
10 pg/ml. Fragmentace byla provedena jak v kladném tak i v zdporném modu s vyuzitim
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ladéni na kvercetin (kap. 3.2.3.1, tab. 2). Pro Stépeni zvoleného iontu bylo nutné
optimalizovat tfi zdkladni parametry: hodnota kolizni energie (E), aktiva¢ni koeficient (Q)
a optimalni doba, po kterou zvolena kolizni energie plsobila na vybrany ion (aktivacni Cas,
Takt)-

Vhodna kombinace hodnot vySe popsanych parametrii byla hleddna manualné, kdy byly

v

po nejvyssi do té doby, kdy byl kvazi-molekularni ion dokonale rozstépen.

zakladni kombinace parametrii E (%) 0 Topr (M)
1. 20 0,5 60
2. 30 0,45 50
3. 40 0,4 45
4. 50 0,35 40
5. 60 0,25 30

Tab. 7: Primarni kombinace volenych parametrii pro fragmentaci iontii.

3.3.1.3 Optimalizace sloZeni mobilni faze pro chromatografickou separaci polyfenolit

Optimalizace sloZzeni mobilni faze pro jednotlivé skupiny standardi byla provedena
na univerzalni kolon¢ Polaris C18-A. Bylo ménéno jednak pifimo slozeni mobilni faze
a jednak jeji pH.

Jako zakladni mobilni fdze bylo zvoleno slozeni 1% kyselina octova : acetonitril : methanol
v poméru 50:30:20 [30]. Analyza probihala isokraticky na kolon¢ Polaris se stacionarni fazi
C18 o zrnitosti 3 gm a rozmérech 150x2,1 mm s pfedfazenou piedkolonou se stejnou
stacionarni fazi. Kolona byla temperovana na 30 °C. Prutok mobilni faze byl 0,15 ml/min.
Na kolonu byly nastfikovany smési vytvofené ze standardnich latek (tab. 8) pomoci
davkovaciho ventilu integrovaného v hmotnostnim spektrometru a déavkovaci smycky
0 objemu 20 4.

Pro jednodussi identifikaci slozek vzorku byly pouzity dva typy detekce — fotometricka
a hmotnostni. Vzorek prochdzejici UV-VIS detektorem byl identifikovan pii vinové délce
280nm — smés 2 a 3 (resp. 370 nm — smés 1) a poté byl detekovan hmotnostnim
spektrometrem na zakladé pfislusné hodnoty m/z za pominek ladici metody uvedené
v kap. 3.2.3.2, tab.4.

Vzhledem k tomu, ze separace standard(i byla nedostate¢nd, bylo slozeni mobilni faze
modifikovano podle schématu v tabulce 9.
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smési standardu slozeni

1. rutin, morin, kvercetin, kyselina chlorogenova

kaempferol, katechin, epikatechin, myricetin, phlorizin, kyselina
2. chlorogenova

rutin, morin, kvercetin, kyselina chlorogenova, kaempferol, katechin,
3. epikatechin, myricetin, phlorozin

Tabulka 8: Vytvorené standardni smési.

pomeérove zastoupeni methanol | acetonitril| 1% HAc
1 15 35 50
2 10 40 50
3. 5 45 50
4 0 50 50

Tabulka 9: Pomérové sloZzeni mobilni faze.

DalSim optimalizatnim krokem bylo hledani nejvhodnéj$i hodnoty pH mobilni faze,
pii které by dochazelo k optimalni separaci smési standardnich polyfenolickych sloucenin
na kolon¢ a zarovenn by obsahovala dostatecné mnozstvi kyseliny/zdsady potiebné
pro ionizaci vzorku pfed vstupem do hmotnostniho detektoru. Pro dosazeni zadané hodnoty
pH roztoku byly pouzity kyselina octova a amoniak ve smési se zdkladnim typem mobilni
faze (AcN:H,O v poméru 50:50). Celkem bylo pfipraveno 5 mobilnich fazi o pH 4, 5, 6, 8
a 10, které byly pouzity pro chromatografickou separaci smési 3 (tab. 9). Smés byla
aplikovana na kolonu Polaris a podminky separace a hmotnostni detekce byly shodné jako
v pripad¢ optimalizace obsahu methanolu v mobilni fazi.

3.3.1.4 Gradientova eluce polyfenolickych sloucenin

Pro separaci latek polyfenolického charakteru byl vyuzit linearni gradient zmény sloZeni
mobilni faze. Bylo vyzkouSeno mnoho kombinaci uvedenych v odborné literatuie [63, 65,
66], které byly nasledn¢ modifikovany. Optimalni separace byla pak pozorovana pfi nastaveni
gradientové eluce za podminek uvedenych v tabulce 10. Na vstupu A gradientového Cerpadla
byla davkovéana 1% kyselina octova, na vstupu B byl davkovén acetonitril. Gradientové eluci
byly podrobeny smési 1, 2 a 3 (tab. 9) na kolon¢ Polaris o pritoku mobilni faze 0,15 ml/min.
Detekce probihala jak na UV/VIS (4 = 280 nm) tak na hmotnostnim spektrometru za pouziti
ladici metody pro chromatografické analyzy v zdporném modu (kap. 3.2.3.2, tab. 4).
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vychozi stav koncovy stav
krok cas (min) A B A B
1. 3 60 40 57 43
2. 20 57 43 55 45
3. 10 55 45 45 55
4. 0 45 55 45 55

Tabulka 10: Optimalni gradient pro separaci polyfenolickych sloucenin.

3.3.1.5 Vybér chromatografické kolony pro separaci smési standardnich ldatek

Optimalni nastaveni gradientu pro separaci standardnich latek ze smési (kap. 3.3.1.4) bylo
aplikovano krom¢ HPLC kolony Polaris i na dal$i dostupné chromatografické kolony, jejichz
parametry jsou uvedeny v tabulce 11. S ohledem na tlak byl pro kolonu s vnitinim priimérem
2,1 mm (Polaris) nastaven priitok mobilni fize na 0,15 ml/min a pro kolony s primérem
4,6 mm 04 ml/min. Pouzitd ladici metoda pro hmotnostni detekci je uvedena
v kap. 3.2.3.2,tab. 4.

nazev kolony typ stacionarni faze rozméry (mm) zrnitost (um) predkolona
Polaris Cl8 150 x 2,1 3 ano
Kromasil Cl18 250x 4,6 7 ano
Restek C18 Ultra Aqueous 250x 4,6 5 ano

Tabulka 11: Parametry pouzitych kolon pro separaci latek.

Pro dalsi analyzy standardnich i redlnych vzorkd polyfenolickych latek byla vybrana
kolona Restek vzhledem knejlepsi separaci slozek smési standardd za uvedenych
gradientovych podminek (kap. 3.3.1.4, tab. 10).

3.3.1.6 Off-line analyza

Na chromatografickou kolonu Restek byla aplikovana smés standardi s oznacenim 1
(kap. 3.3.1.3, tab. 9) za podminek gradientové eluce (kap. 3.3.1.4, tab.10). Pratok mobilni
faze byl 0,4 ml/min a kolona byla vyhfivana na 30 °C. Separace slozek byla detekovana
spektrofotometricky pfi 370 nm a jednotlivé frakce byly odchytavany do zkumavek.
Odseparované frakce byly nasledné aplikovany jednordazové do hmotnostniho spektrometru
a byla provedena jejich detekce za podminek uvedenych v kapitole 3.2.3.2, tab. 4. Jednotliva
hmotnostni spektra byla snimana a vyhodnocovéana pomoci programu Xcalibur.

3.3.1.7 Priprava kalibracnich kiivek standardnich prepardtii

Vsechny dostupné standardni latky (tab. 12) pro analyzu polyfenolickych sloucenin byly
nafedény do koncentracnich fad v rozmezi 0,1 — 100 pg/ml (tab. 12) a aplikovany na kolonu
Restek (kap. 3.3.1.5, tab. 11) za podminek gradientové eluce (kap. 3.3.1.4). Kalibra¢ni kiivky
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byly vyhodnoceny na zikladé¢ plochy piku v chromatogramu dané slouceniny pomoci
softwaru Xcalibur. Kalibrace probihala za podminek ladici metody pro chromatografické
separace v zdporném modu (kap. 3.2.3.2, tab. 4)

koncentrace (ug/ml)
apigenin 0,1 0,5 0,75 1 2,5 10

epikatechin 0,1 0,5 1 2,5 10

fisetin 0,5 2,5 5 10
kaempferol 0,1 0,5 0,75 2.5 5
katechin 0,1 0,5 2,5 5 10

kvercetin 0,1 0,5 1 1,5
kyselina galova 0,1 0,5 1 5 10
kyselina chlorogenova 0,1 0,5 1 2,5 10
morin 5 25 37,5 50 75
myricetin 0,1 0,5 1 5 10
naringenin 0,1 0,5 0,75 2,5 5
phlorizin 0,1 0,5 1 2,5 5
rutin 1 3,13 12,5 25 50

Tabulka 12: Koncentracni rady kalibracnich roztokii jednotlivych standardi.

3.3.2 Karotenoidni latky
3.3.2.1 Kompletni hmotnostni spektrum kvasi-molekularnich iontii (mod MS full scan)

Standardy p-karoten a astaxanthin byly podrobeny analyze na MS detektoru v rezimu MS
full scan. Ptipravené roztoky latek o koncentraci 10 ng/ml — 10 ug/ml byly do detektoru
davkovany jednorazoveé pomoci davkovaciho ventilu hmotnostniho spektrometru s davkovaci
smyckou o objemu 2 gl. Byla pouzita mobilni fize o sloZzeni methanol:1% kyselina octova
(resp. 0,25% amoniak) v poméru 80:20 pro kladny (resp. zdporny) méd za pouZiti ladici
metody s parametry uvedenymi v kap. 3.2.3.3, tab. 5 pro kladny a kap. 3.2.2, tab. 1
pro zaporny mod. PrisluSna spektra byla snimdna pomoci programu Xcalibur a nasledné
vyhodnocovéna.

3.3.2.2 Tandemovd hmotnostni spektrometrie (rezim MS" full scan)

S-karoten o koncentracich 10 ng/ml — 10 wug/ml byl podroben fragmentaci v kladném
1 zaporném modu a byla na néj aplikovana zakladni kombinace parametrt (kap. 3.3.1.2,

v

na hmotnostnim detektoru ladici metody shodné jako v kap. 3.3.2.1.
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3.3.2.3 Optimalizace sloZeni mobilni faze vhodné pro separaci karotenoidii

Pro optimalizaci slozeni mobilni faze byla vyuzita smés 1% kyseliny octové (0,25%
amoniaku) s methanolem v poméru 20:80. Mobilni faze byly aplikovany na kladny (HAc,
ladici metoda: kap. 3.2.3.3, tab. 5) i zdporny (NH; —ladici metoda: kap. 3.2.2, tab. 1) mod
pfistroje. Ani jedna mobilni faze vSak nebyla pro separaci vhodnd, proto byla pouZita smés
¢istého methanolu s ptidavkem 0,5 % ledové kyseliny octové kvili ionizaci vzorku a smés
byla aplikovana na kladny mdéd piistroje (ladici metoda: kap. 3.2.3.3, tab. 5).

Vhodnost mobilni faze byla pro smés Skarotenu, astaxantinu a lykopenu (¢ = 10 zg/ml
methanolu) ovéfena na koloné Polaris o zrnitosti 3 gm s pfediazenou kolonou se stejnou
stacionarni fazi (kap. 3.3.1.5, tab. 11) a Labio (stacionarni faze typu C18 o zrnitosti 7 gm
s predkolonou se stejnymi parametry). Chromatograficka kolona byla temperovéana na 45 °C
a pratok mobilni faze 0,25 ml/min (Polaris) nebo 1,1 ml/min (Labio). Smés byla aplikovana
na kolonu pomoci davkovaciho ventilu integrovaného v hmotnostnim spektrometru
a davkovaci smycky o objemu 20 gm.

Smés vychazejici z chromatografické kolony byla podrobena dvojité detekci (UV/VIS
aMS). Vinova délka na UV/VIS detektoru byla 450 nm a detekce na hmotnostnim
spektrometru prob&hla na zéklad¢ piislusné hodnoty m/z v kladném moédu (ladici metoda:
kap. 3.2.3.3, tab. 5).

Pro dalsi separace karotenoidii byla pouzivana chromatografickd kolona Polaris s lepsi
délici schopnosti.

3.3.2.4 Priprava kalibracnich kiivek standardnich prepardtii

Pro ptfipravu kalibra¢ni kiivky byl standard Skarotenu nafedén do koncentracni fady
v rozmezi 0,1 — 10 ug/ml (tab. 13) a aplikovan na kolonu Polaris se stacionarni fazi typu C18
a s predkolonou stejného typu za podminek izokratické eluce. Jednotlivé standardy byly
na kolonu nastfikovany pomoci davkovaciho ventilu integrovaného v hmotnostnim
spektrometru a davkovaci smycky o objemu 2 yl. Kolona byla vyhtivana na 45 °C za pouziti,
jako mobilni faze byla vyuZita smés Cist¢ho methanolu s 0,5 % kyseliny octové o pritoku
0,25 ml/min za podminek izokratické eluce. Byla pouzita dvojitd detekce se stejnymi
parametry jako v kap. 3.3.2.3.

Kalibra¢ni ktivka byla vyhodnocena na zékladé plochy piku v chromatogramu dané
slouceniny pomoci softwaru Xcalibur.

koncentrace (ug/ml)

P-karoten 0,3 0,3 0,6 3 6 10

Tabulka 13: Koncentracni rada kalibracniho roztoku.

3.4 Optimalizace izola¢niho postupu
3.4.1 Latky polyfenolického typu
3.4.1.1 Optimalizace SPE extrakce pomoci standardni ldatky

Pro optimalizaci metody extrakce flavonoidnich slou€enin z redlnych vzorkid byl vybran
pravé kvercetin kvuli své aglykonové strukture (kap. 2.2.1). Kvercetin byl rozpustén

45



v acetonitrilu na koncentraci 100 xg/ml. K dispozici byly kolonky se dvéma typy stacionarni
faze — C18 AR a amid-2. Kolonky byly nejprve promyty 3 ml H,O (C18) nebo 2 ml MeOH
(amid-2); kondicionovany 3 ml MeOH (C18) nebo 2 ml H,O (amid-2), a poté na n¢ byl
aplikovan vzorek standardni slouceniny. Kvercetin zachyceny v koloné byl promyt 2 ml
MeOH (C18) nebo 2 ml H,O (amid-2). Pro eluci latky zadrzované na kolonce C18 byl pouzit
cyklohexan [67] pro kolony typu C18 nebo MeOH pro kolony amid-2 (doporuceno
vyrobcem). Schéma optimalizace je uvedeno v tab. 14, kterd shrnuje jednak mnoZstvi
aplikovaného vzorku a jednak optimalizaci objemu elu¢niho cinidla. Rozpoustédlo bylo
nasledné odpateno na vakuové rotacni odparce a odparek byl znovu rozpusStén ve 2 ml
mobilni faze bez ioniza¢niho ¢inidla (AcN:H,O = 50:50). Rozpustény standard byl nakonec
zcentrifugovan (3 min, 15 000 rpm), prefiltrovan pies jednorazovy filtr typu PRE-CUT a poté
nanasen na chromatografickou kolonu.

typ kolonky Cil8 AMID
1 1
aplikace 3 3
vzorku (ml) 6 6
8 8
objem (ml) rozpoustédlo objem (ml) rozpoustédlo
2 2
eluce
5 cyklohexan 5 MeOH
10 10

Tabulka 14: Extrakce pevnou fazi.

Kvercetin extrahovany pomoci SPE byl podroben chromatografické¢ analyze na koloné
Polaris s predfazenou predkolonou se stejnou stacionarni fazi, s pratokem mobilni faze
0,15 ml/min a slozenim AcN:1% HAc (50:50). Kolona byla kondiciovana na 30 °C a vzorek
byl detekovan pomoci UV-VIS spektrometru pii vinové délce 370 nm.

Optimalni kombinace typu SPE kolony, mnoZzstvi aplikovan¢ho vzorku na kolonku
aobjemu elu¢niho cinidla byla — 3 ml kvercetinu aplikovaného na amidovou kolonu
eluovaného 10 ml rozpoustédla. Zminény vzorek byl poté aplikovdn na hmotnostni
spektrometr za podminek kladné i zaporné detekce (kap. 3.2.3.1, tab.2).

3.4.1.2 Optimalizace typu rozpoustédla a mnoZstvi redlného vzorku aplikovaného
na extrakcni kolonku

Pro optimalizaci SPE extrakce z redlného vzorku bylo ze vSech potravin vybrano jablko,
jelikoz podle dostupnych literarnich zdroja [32, 31, 42, 43] obsahuje zna¢né mnozstvi
flavonoidnich i ostatnich polyfenolickych latek. Cerstva jable¢na §tava ziskana
z nastrouhaného jablka byla odstfedéna (20 minut, 5 000 rpm) a zfiltrovana ptes skladany
filtr. Poté byla Stava jako takova anebo s extrakénim Cinidlem (2% HCI, voda — tab. 15)
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aplikovana na SPE amidovou kolonu promytou 2 ml MeOH a kondicionovanou 2 ml H,O.
Zadrzené polyfenolické latky byly na koloné¢ promyty 2 ml H,O a nasledné eluovany
optimalizovanym mnozstvim elu¢niho ¢inidla — 10 ml methanolu (kap. 3.4.1.1).

Stava + 2% HCI Stava + H,O
Stava samotnd

Stava 2% HCI Stava H,O
1 0,5 0,5 0,5 0,5
3 1,5 1,5 1,5 1,5

objem (ml)

6 3 3 3 3
8 4 4 4 4

Tabulka 15: Riizné kombinace extrakcnich cinidel a stavy aplikovanych na SPE kolonky.

Eluat byl odpafen na vakuové rota¢ni odparce, odparek byl rozpustén ve 2 ml smési AcN
a H,O vpoméru 50:50 a zcentrifugovan 3 min pii 15000 rpm. Nakonec byl vzorek
ptefiltrovan pies jednorazovy filtr typu PRE-CUT a aplikovéan na kolonu pomoci ddvkovaciho
ventilu hmotnostniho spektrometru se smyckou o objemu 20 ul. Separace vzorku probihala
na kolon¢ Polaris temperované na 30 °C, prutok mobilni faze byl 0,15 ml/min a slozeni
AcN:1% HAc (50:50). Vzorek byl podroben UV-VIS detekei pti 280 nm.

Pro néslednou optimalizaci mnozstvi vzorku vhodného pro SPE extrakci z hlediska
hmotnostni detekce byla vybrana kombinace stavy a kyseliny chlorovodikové o celkovém
mnozstvi 3 ml aplikovanych na extrakéni kolonku.

3.4.1.3 Kombinace mnoZstvi kyseliny chlorovodikové a ovocné §t’avy aplikované na SPE

Na SPE kolony pfipravené jako v kap. 3.4.1.2 byly aplikovany smési Stavy a HCI
podle tabulky 16. Eluce zadrzenych polyfenoli a jejich naslednd tprava pied aplikaci
na chromatografickou kolonu probihala za stejnych podminek jako v kap. 3.4.1.2.

Stava 2% HCI
0,5 0,5
0,5 2,5
1,5 1,5

Tabulka 16: Optimalizace mnozstvi Stavy a kyseliny chlorovodikové pro SPE extrakci.

Purifikovany vzorek byl aplikovan na kolonu Restek (kap. 3.3.1.5, tab. 11) za podminek
gradientové eluce (kap. 3.3.1.4). Pro detekci zadanych sloucenin byly na hmotnostnim
spektrometru nastaveny parametry ladici metody pro chromatografické separace v zaporném
modu (kap. 3.2.3.2, tab. 4).

Pro realné vzorky byla nadéale pouzivana kombinace 0,5 ml §tavy s 2,5 ml HCL.
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3.4.2 Latky karotenoidniho typu
3.4.2.1 Optimalizace SPE extrakce pomoci standardu

Pro optimalizaci extrakéni metody izolace karotenoidii byl vybran standard p-karotenu
rozpustény v methanolu na vyslednou koncentraci 100 pg/ml. Opét byly testovany oba typy
SPE extrakénich kolonek — C18 AR a amid-2. Kolonky byly promyty 3 ml H,O (C18) nebo
2 ml MeOH (amid-2); kondicionovany 3 ml MeOH (C18) nebo 2 ml H,O (amid-2), a poté
nané byly aplikovany rizné kombinace objemu vzorku a rozpoustédla podle tabulky 14
(kap. 3.4.1.1). Zachyceny p-karoten byl v SPE kolon¢ promyt 2 ml MeOH (C18) nebo 2 ml
H,O (amid-2) a eluovan z kolonky cyklohexanem (C18) nebo MeOH (amid-2). Schéma
optimalizace je uvedeno v tab. 14 (kap. 3.4.1.1), ktera shrnuje jednak mnozstvi aplikovaného
vzorku a jednak optimalizaci na objem elu¢niho cinidla. Eluéni ¢inidlo bylo nasledné
odpareno na vakuové rotac¢ni odparce a odparek byl znovu rozpustén v 1-2 ml mobilni faze
(MeOH). Rozpustény standard byl nakonec zcentrifugovan (3 min, 15 000 rpm), ptefiltrovan
ptes jednorazovy filtr typu PRE-CUT a poté nandSen na chromatografickou kolonu.

S-karoten byl analyzovan na koloné Polaris (tab. 11). Jako mobilni faze byl pouzit 100%
methanol pfi prutoku 1,1 ml/min. Pro leps$i separaci byla kolona vyhiivana na teplotu 45 °C.
Karotenoidy byly nejprve podrobeny spektrofotometrické detekci pifi vinové délce 450 nm
a optimalni kombinace SPE extrakce — 3 ml pkarotenu eluovaného 2 ml cyklohexanu
a kolonky typu C18 byla aplikovdana na hmotnostni spektrometr s nastavenym kladnym
modem (ladici metoda kap. 3.2.3.3, tab. 5).

3.4.2.2 Optimalizace mnoZstvi vzorku aplikovaného na extrakcni kolonu

Pro optimalizaci extrakce karotenoidii zredlného vzorku byla vybrana mrkev, coby
rostlinny zdroj s vysokym obsahem dominantniho karotenoidu Skarotenu. Stava ziskana
z nastrouhané mrkve byla odstfedéna (20 min, 5 000 rpm) a zfiltrovana ptes skladany filtr.
Extrakce karotenoidii byla provedena smichdnim $tavy a testované¢ho rozpoustédla v uréitém
poméru (tab. 17) a néslednou aplikaci vzorku na SPE kolonu C18 AR postupem
optimalizovanym v kap. 3.4.2.1. Karotenoidy zachycené na kolonce byly eluovany 2 — 10 ml
cyklohexanu, dokud byl eluat zbarveny (kap. 3.4.2.1).

Vzorek byl poté odpafen, zcentrifugovan (3 min, 15000 rpm), pfefiltrovan
pres jednorazové filtry typu PRE-CUT a aplikovan na kolonu Polaris (kap. 3.3.1.5, tab. 11)
pomoci ddvkovaciho ventilu integrovaného v hmotnostnim spektrometru a ddvkovaci smycky
o objemu 20 x4l za podminek izokratické eluce (kap. 3.2.3.2). Pro hmotnostni detekci byla
vyuzita ladici metoda s parametry v kap. 3.2.3.3, tab. 5.

Stava + aceton Stava + ethanol
Stava
Stava aceton Stava ethanol
3 0,5 2,5 0,5 2,5
0,5 1,5 0,5 1,5
objem (ml)
1,5 0,5 1,5 0,5
2,5 0,5 2,5 0,5

Tabulka 17: Riizné kombinace extrakcnich cinidel a stavy aplikovanych na SPE kolonky.
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Pro extrakci karotenoidii zredlnych vzorkll bylo vyuzivano kombinace 2,5 ml §tavy

a 0,5 ml acetonu.

3.5 Stanoveni obsahu polyfenolickych a karotenoidnich latek v potravinach

3.5.1 Izolace polyfenolickych latek z realné matrice a jejich analyza metodou

HPLC/ESI-MS

Polyfenolické slouceniny byly analyzovany v realnych vzorcich uvedenych v tabulce 18.
Potraviny byly vybrany na zakladé literarni reSerSe obsahu flavonoiddi v ovoci, zeleniné
ajinych potravinach (kap. 2.2.4). Podle materidlové konzistence vzorku byly zpracovany
jednotlivé frakce (Stava, duzina, slupka) zvlast’ (tab. 18) a v nich analyzovan stejny soubor
polyfenolickych sloucenin.

druh ovoce zpracovavand cast celkova hmotnost (g) mnozstvi vzorku
Stava 89,6 0,5 ml
jablko duZina 28,6 25¢g
slupka 17,9 179 ¢
Stava 59,2 0,5 ml
pomeranc
duZina 55,3 25¢
Stava 52,6 0,5 ml
citron
duZina 26,1 25¢
Stava 151,3 0,5 ml
grep
duzina 83,5 25¢g
Stava 114 0,5 ml
mandarinka
duzina 53,4 25¢g
Stava 45,1 0,5 ml
brambor duzina 49,3 25¢g
slupka 29,8 25¢g
Cesnek cely 23 23 ¢
cibule cela 112,7 25¢g
paprika cela 52,7 25¢
rajce celé 48,3 25¢g
stava 50,8 0,5 ml
mrkev
duZina 63,2 25¢g
mleta 5,1 0,5 ml
kava
zrnkova 5,1 51g
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pivo -Zlatopramen celé 0,5 ml

pivo -Branik celé 0,5 ml
slunecnicova I
cela

semena 5,0 50¢g

dynova semena cela 5,0 50¢g

Tabulka 18: Jednotlivé realné vzorky a jejich navazky.

Pro primarni upravu vzorku byl vypracovan zakladni postup (kap. 3.4.1.2), ktery byl
podle potieby ¢aste¢né modifikovan v zavislosti na druhu matrice (pevna, kapalnd).

V piipad¢ zpracovani Stavy bylo na SPE kolonu aplikovano 0,5 ml S$tavy
extrahované 2,5 ml 2% HCI (kap. 3.4.1.3). Vzorek byl aplikovan na SPE amidovou kolonu
dle optimalnich podminek extrakce uvedenych v kap. 3.4.1.1. Extrakt byl déle zpracovavan
postupem v kap. 3.4.1.2, aby mohlo dojit kjeho aplikaci na kolonu Restek (tab. 11,
kap. 3.3.1.5), separaci za podminek gradientové eluce (kap. 3.3.1.4) a nasledné MS detekci
(kap. 3.2.3.2, tab. 4).

25 g duziny bylo ve tfeci misce rozetteno s 10 ml 2% HCI. Vzorek byl zfiltrovan pies gazu,
zcentrifugovan (20 min pii 5 000 rpm) a prefiltrovan pies skladany filtr. 0,5 ml filtratu bylo
smichéno s 2,5 ml 2% HCI. Aplikace na kolonky SPE a nésledna analyza byla provedena
stejnym postupem jako pii zpracovani $tavy.

V piipadé moznosti vyuziti slupky, byla tato rozmélnéna v tfeci misce s prisluSnym
mnozstvim 2% HCI. Pot¢ byla zpracovana a detekovana za stejnych podminek jako duzina.

3.5.2 SPE extrakce karotenoidu z realné matrice

Pro izolaci karotenoidnich latek byly vybrany 5 druhi zeleniny a 4 citrusové plody uvedené
v tabulce 19. V zavislosti na materidlové konzistenci vzorku byly zpracovany jednotlivé
frakce zvlast (St'ava, duzina) a v nich analyzovan stejny soubor karotenoidnich sloucenin.

druh ovoce zpracovavand ¢ast celkova hmotnost (g) mnozstvi vzorku
Stava 32,4 2,5 ml
paprika
duZina 25,0 25¢g
rajce celé 44.4 25¢g
Stava 50,8 2,5 ml
mrkev
duzina 25,0 25¢g
cibule duzina 112,7 2,5ml
brambor Stava 45,1 2,5ml
grep Stava 151,3 2,5
pomeranc Stava 59,2 2,5
mandarinka Stava 114,0 2,5
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citron Stava 52,6 2,5

Tabulka 19: Analyzované druhy zeleniny a jejich navazky.

Pro primarni upravu vzorku byl vypracovan zékladni postup (kap. 3.4.2.2), ktery byl podle
potteby castecné modifikovan v zévislosti na druhu zpracovévané matrice.

2,5 ml ziskané §tavy bylo nasledné extrahovano 0,5 ml acetonu a naneseno na SPE kolonu
typu C18 podle optimalizovanych podminek uvedenych v kapitole 3.4.2.1. Vzorek upraveny
podle kapitoly 3.4.2.2 byl aplikovan na kolonu Polaris (kap. 3.3.1.5, tab. 11) za podminek
izokratické eluce a hmotnostni detekce uvedenych v kap. 3.4.2.1.

25 g duziny bylo ve teci misce rozetfeno s 25 ml 2% HCI, smés byla zfiltrovana pies gazu,
20 min centrifugovéana pti 5 000 rpm a pfiefiltrovana ptes sklddany filtr. 2,5 ml filtratu bylo
extrahovano 0,5 ml acetonu a aplikace na SPE kolonu byla provedena stejnym postupem jako
pfi zpracovani §tavy.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza standardnich litek — mod MS full scan a MS" full scan

Vsechny standardy byly podrobeny analyze MS full scan za podminek uvedenych
v kapitole 3.3.1.1 pro flavonoidy a 3.3.2.1 pro karotenoidy. Ziskané vysledky byly
zpracovany do tabulky 20, kterd shrnuje kvazi-molekularni ionty jednotlivych standardnich
latek v zaporném a kladném moédu. Piislusna hmotnostni spektra jsou v ptiloze 2 a3.

standard m/z pro (-) mod m/z pro (+) mod
apigenin 269 271
S-karoten 536 538
epikatechin 289 2901
fisetin 285 287
kaempferol 285 287
katechin 289 2901
kvercetin 301 303
kyselina gallovd 169 171
kyselina chlorogenova 353 355
morin 301 303
myricetin 317 319
naringenin 271 273
phlorizin 434 436
prokyanidin 577 579
rutin 609 611

Tabulka 20: Kvazi-molekularni ionty jednotlivych standardii.

Za podminek uvedenych v kapitole 3.3.1.2 pro flavonoidy a 3.3.2.2 pro karotenoidy byl na
standardni latky aplikovan mod MS? full scan. Charakteristické §t&py pro jednotlivé standardy
byly shrnuty do tabulky 21 pro fragmentaci v zdporném moddu a 22 v kladném moédu.

Hmotnostni spektra s prislusnymi fragmenty jsou v ptiloze 4 a 5.
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= ~= g
standard % & § E E E\ 3% N é N

[M-H] 289 | 285| 285| 289| 301 353 301 317| 609

0iq - - - - 107 - - -

Lg - 163 - - 179 - - - -

3 - - - - 121 - - 179 -

L3y - - 151 - 151 - - - -

[M-H-15] “(-CH5) - - - - - 339 - - -

[M-H-18] "(-H0) 271 - - 271 - - - 299 -

[M-H-28] (-CO) 217 - 257 - 273 - 273 | 289 -

[M-H-44] (-CO,) 245 - - 245| 257 309 257 - -

[M-H-56] (-CO-CO) - 229 229 - - - - - -

[M-H-62] (-CO»-H,0) - - - 227 239 - - - -

[M-H-72] (-CO,CO) - 213 - - - - 229 | 245 -

[M-H-162] (-CoO3Hy) - - - - - 191 - - -
[M-H-308] (-C;,05H2) - - - - - - : - 301

Tabulka 21: Kvasi-molekuldarni ionty a charakteristické fragmenty vSech standardnich latek

v zdporném modu.
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standard g ;% E\” 3 § § S
5 N ]
[M+H]* 291 287 287| 291| 303| 303| 319
024" 151 - 165 - 165 - 165
02p* 139 - 121 - 137 - 153
Lig* - - 153 - 153 153 153
Lip* - - - 165 - - -
[M+H-18]"(-H,0) 273 269 - 273 - 285| 301
[M+H-42]"(-C,H,0) - - - 249 - - -
[M+H-46] " (-CO-H,0) - 241| 241 - 257 257| 273
[M+H-56]"(-CO-CO) - - 231 - 247 - 263
[M+H-74]" (-CO-CO-H,0) - - 213 - 229 - 245

Tabulka 22: Kvasi-molekularni ionty a charakteristické fragmenty vsech standardnich latek
v kladném modu.

Na zakladé nomenklatury pro fragmenty vzniklé z kvazi-molekularnich Stépu [5], byl
vytvoret navrh §tépeni pro jednotlivé standardy. Fragmentace latek byla provedena za ucelem
identifikace latek ve smési a redlnych vzorcich, a to predevsim v ptipadé, kdy by dochazelo
ke koeluci vice latek o stejném pomé&ru m/z.

Prikladem fragmentace provedené v zaporném modu je Stépeni diglykozidu kvercetinu —
rutin. Po aplikaci kolizni energie na tuto slouceninu byly odstépeny dvé sacharidické jednotky
(obr. 19), a proto byla hodnota m/z dominantniho produktového iontu v MS/MS spektru rovna
301. Po aplikaci médu MS® byl fragment 301 odpovidajici m/z aglykonovému kvercetinu
rozstépen na produktové ionty odpovidajici praveé tomuto flavonolu (tab. 21; obr. 20).
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Obr. 19: Navrh §tépeni rutinu v modu MS%.
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Obr 20: Navrh §tépeni kvercetinu v moédu MS”.

4.2 Optimalizace chromatografické separace pro flavonoidni slouc¢eniny
4.2.1 Zména sloZeni mobilni faze
4.2.1.1 Optimalizace poméru rozpoustédel v mobilni fazi

Mobilni faze o riizném poméru jednotlivych slozek (schéma pokusu tab. 8, kap. 3.3.1.3)
byly testovany za podminek izokratické eluce na chromatografické koloné€ Polaris. Pti pouziti
mobilni faze obsahujici jakoukoliv koncentraci methanolu byly komponenty eluovany
z kolony prakticky v jednom okamziku (pfiloha 6). K nejlepsi separaci standardi doslo pii
pouziti mobilni faze 4, kterd neobsahovala methanol vibec (obr. 21, 22). Pro dalsi
chromatografické separace byla tedy pouzita smés AcN:1% HAc v poméru (50:50).
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Obr.21: Optimalizace slozeni mobilni faze z hlediska obsahu methanolu — UV/VIS
chromatogram pri 280 nm s ndslednou MS detekci

WRT0.00-15.37 Sk 15G Rl
an4 4.06 ML 7.24E7 .

100 > ) 5.30 TC M5 smes_e
0.56 0.90

703 767 7.99 840 9.98 1099 11.67 1215 1272 13.34 1404
284 ML 1.04E6

kyselina chlorogenova miz= 353.0-354.0F - p
ESlms [150.00-800.00]

0 263 371 490 532 583 661 745 513 866 808 1035 1089 1183 1258 1378 14.85 M3 smes_e

345 .. NL: 1.34E5
myricetin miz= 31 7.0-318.0F: - p

235 280 ESIms [150.00-800.00]
0.88 140 408 520 640 579 745775  0.08 974 1081 1137 1219 1234 1402 1503 ygsmes e

4.02 ML 3.54E6
319 morin + kverceetin miz= 300.8-301.8F - p
- 538 ESl s [150.00-500.00]
042 092 L0 57T 649 7.01 7H3 548 9.54 9.84 1043 11.31 1238 1274 1352 14.63 MS smes e

278 . ML 5.51E5

03
K
% o 518 cp rutin thiz= BOE.0-B10.0 F:- p

10
10

i

11l

méé’lét’i(e’el&iah’n’da’ﬁé’e""

379 .
24 41 B0 639 733 B2 824 10.67 1143 1195 1262 13.32 1477 52';”;9[81?”” B00.00]

278 epilatechin + katechin NL:2.08E5
miz= 288.8-288.8 F - p
ESlms [150.00-800.00]
MS smes_e

371 424 536 573 617 713 8415 5.80 916 984 1141 1221 1364 1473
5.28

064 1.02

NL: 8.06E5
kaempferol miz= 284.8-285.8 F - p

038 104 156 247 321 368 B.87 803 §E6 954 098 1057 1153 1236 1324 1382 1499 E5Ims[150.00-500.00]
WS smes_e

phlorizin NL: 7.59E5
miz= 484.0-495.0 F - p

0.58 3.85 461 518 631 673 743 817 916 952 1071 1165 1221 1280 1374 1487 ESIms[150.00-600.00]
E‘\llll\|||\||||||||\||||||||||\||||||||\||||||||\|\||||||||\||||||||\|\|\||||||ll1SSI"ﬂES_E
3 4 5 B 7 g ] 10 1 12 13 14 15
Time {min)

100
1DD
1DD 3.06

>

Obr. 22: Optimalni sloZeni mobilni faze z hlediska obsahu methanolu.

4.2.1.2 Optimalizace pH mobilni faze

Na chromatografickou kolonu Polaris byly aplikovany mobilni faze o zakladnim slozeni
acetonitril:voda 50:50 o pH 4-10. Se vzristajici hodnotou pH mély piky jednotlivych
standardnich latek neostry pribéh a dochézelo k jejich rozmyvani (ptiloha 7). Citlivost
hmotnostniho detektoru za pouziti ladici metody na kyselinu chlorogenovou (kap. 3.2.3.2)

56



byla pro mobilni f4zi o pH 4 nejvyssi (graf 1) a také proto byla tato mobilni faze vybrana pro
dalsi separace.

Optimalizace hodnoty pH mobilni faze

8,E+07
7,E+07+
6,E+07
5,E+07
4,E+07+
3,E+07
2,E+07
1,E+07
0,E+00-

citlivost detektoru

4 5 6 8 10
pH

Graf 1: Zavislost citlivosti detektoru na hodnoté pH mobilni faze

4.2.2 Gradientova eluce standardnich latek

Pro optimalizaci separace jednotlivych latek bylo na chromatografickou kolonu aplikovano
nékolik typli gradientl. Jako nejlepsi byl vybran gradient uvedeny v kapitole 3.3.1.4, tabulka
10. Vybrané nastaveni gradientové eluce smeési standardi umoznilo postupnou separaci
jednotlivych sloucenin, jaké bylo mozné dosahnout na univerzalnim typu chromatografické
kolony Polaris C18-A (obr. 23). Detekce probihala spektrofotometricky pti vinové délce 280
nm.

[mi]
— 08 331_smes_J
300+
250+
2004 kyselina chlorogenova
© .
2 1ol phlorizin
S
katechiny
100+
. = myricetin
sod rutin ~
=% «<— kaempferol
) S £ U U S S I -
T T T T
5 10 15 20
Time [min.]

Obr. 23: Gradientova eluce vybranych standardu aplikovanych na kolonu Polaris - UV-VIS
detekce — (280 nm)
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4.2.3 Vybér chromatografické kolony

Vzhledem k tomu, Ze separace i pies aplikovanou gradientovou eluci byla na koloné Polaris
nedostatecna, byly voleny jiné typy chromatografickych kolon o jiném zrnéni, rozmérech a ve
finéle 1 s modifikovanou stacionarni fazi (kap. 3.3.1.5, tab. 11). Nejlepsi rozdéleni standardii
bylo pozorovano na koloné Restek, coz je patrné z chromatogramu UV-VIS detekce — obr.

24. Ostatni kolony nemély tak vysokou separacni schopnost.
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[min.]
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Obr. 24: Gradientova eluce na koloné Restek.- UV-VIS detekce (280 nm).

4.3 Konfrontace off-line a on-line separace

4.3.1 Off-line separace
Spektrofotometrickéd detekce 4 standardnich latek separovenych pomoci gradientové eluce

a kolony Restek (kap. 3.3.1.6) je zndzornéna na obr. 23.

[

250

200+
rutin

k.chlorogenova

Voltage

100

— CACLARITY\MAJKA DPYDATAWS 4 14 L FLAVONOIDY

. kvercetin

Obrdazek 25: Off-line analyza rutinu, morinu, kvercetinu a kyseliny chlorogenové.
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Z chromatogramu (obr. 25) je patrné, ze doslo k ¢astenému oddéleni rutinu (R, = 9,72) a
kyseliny chlorogenové (R; = 9,94) a uplnému odd¢leni morinu (R; = 14,30) a kvercetinu (R, =
15,52). Hmotnostni spektra jednotlivych frakei jsou na obr. 26-29.
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Obr. 28: Frakce morinu
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Obr. 29: Frakce kvercetinu.

Z hmotnostnich spekter na obr. 26 - 29 je patrné, Ze off-line analyza neposkytla frakce
s dostatecn¢ oddélenymi standardnimi latkami a kvalita a hlavné citlivost detekce byla velmi
nizka. Silnou koeluci vykazovala hlavné kyselina chlorogenova s rutinem, coz dokazuje 1 obr.
26. Ze zminénych divodu nebyla tato metoda dale rozvadéna a pristoupilo se k on-line
analyze flavonoidnich latek i v ptipadé analyzy realnych vzorki.

4.3.2 On-line separace sloucenin

Chromatografickd separace sloucenin na koloné¢ Restek s modifikovanou stacionarni fazi
za podminek gradientové eluce (kap. 3.3.1.4, tab. 10) a hmotnostni detekce v zaporném modu
(3.2.3.2) je znazornéna na obr. 30.
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Obr. 30: Gradientova eluce polyfenolii na koloné Restek.

Z chromatogramu na obr. 30 je patrné, Zze jednotlivé slozky byly dostate¢né rozdéleny
a ke koeluci dochazelo pouze v omezeném mnozstvi. Hmotnostni spektra jednotlivych
standardi jsou znazornéna na obr. 31-38.
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Obr. 32: On-line analyza v zaporném modu —katechin.
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Obr. 33: On-line analyza v zaporném modu —morin.
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Obr. 34: On-line analyza v zdporném modu —kvercetin.
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Obr. 37: On-line analyza v zaporném modu —phlorizin.
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Obr. 38: On-line analyza v zaporném modu —rutin.

PtiloZzend hmotnostni spektra (obr. 31 — 38) vykazuji mnohem vyssi citlivost a selektivitu
pro jednotlivé standardni latky oproti off-line uspotradéani. Koeluce slouc¢enin nebyla absolutné
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vyloucena, coz dokazuje naptiklad spektrum kyseliny chlorogenové (obr. 36), jelikoz se jeji
retencni Cas je velmi podobny renen¢nimu ¢asu rutinu. Byla vSak velmi siln€ potlacena oproti
analyzam tytu off-line.

4.4 Chromatograficka separace karotenoidnich latek
4.4.1 SloZeni mobilni faze

Separace karotenoidnich sloucenin byla testovana na koloné¢ Labio a Polaris
za izokratickych podminek (kap. 3.3.2.3). Pfi eluci karotenoidi mobilni fazi obsahujici
jakékoliv procento vody byly slouceniny zadrzovany v kolon¢. Proto byla ze tii testovanych
smési (kap. 3.3.2.3) vybrana mobilni faze obsahujici ¢isty methanol a 0,5 % ledové kyseliny
octové. Vysledné déleni je zndzornéno na obr. 39 a 40, detekce byla provedena hmotnostné-
spektrometricky.
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Obr. 40: Separace karotenoidit — kolona Polaris

Pro niz8i spotfebu mobilni faze a lepsi chromatografickou odezvu byla vybrana
pro separaci karotenoidl z redlnych vzorkl kolona Polaris.

4.5 Kalibra¢ni krivky standarnich latek polyfenoli a karotenoidii a stanoveni
meze detekce a meze stanovitelnosti

Pro jednotlivé standardy polyfenolll byla zméfena zavislost plochy piku na koncentraci
standardu v roztoku. Hodnoty byly zpracovany do grafické zavislosti (ptiloha 8) a byly
vypocteny jednotlivé regresni rovnice (tab. 23).
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mez
standard regresni rovnice mez detekce stanovitelnosti
morin y=1093 164x + 2 345 599 1,061 - 10" 3,538-10-03 | (1)
rutin y=2875307x+9 118 675 1,154 - 10" 3,848-10-03 | (2)
kvercetin y=156752067x + 10 839 003 527210 1,757 - 10 (3)
myricetin y=13359405x - 23 822 1,185 - 10" 3,951 10" 4)
epikatechin y=5142 570x + 6 376 674 3,872 10" 1,291 - 10" (5)
katechin y=2213171x + 681 737 3,123 .10 1,041 - 10™ (6)
kys. chlorogenova y=2744235x + 12 381 945 3,831 - 10™ 1,277 - 10 (7)
kaempferol y=9257036x + 2 929 939 3,903 - 10 1,301 - 10™ (8)
phlorizin y=7904 557x + 4 539 156 1,101 - 10-02 3,671 - 10" 9)
kys. gallova y=55991x + 65 664 4,681 - 10 1,560 - 10 (10)
fisetin y=2301 645x + 4438 917 1,606 - 10" 5355-10" (11)
apigenin y=5177363x+ 6651 359 3,825 10" 1,275 - 10 (12)
naringenin y=5493598x+ 1090 118 4,721 - 10" 1,574 - 10 (13)
b-karoten y=170087x + 821919 2,262 - 10" 7,539 - 10 (15)

Tabulka 23: Regresni rovnice, mez detekce a stanovitelnosti pro standardni latky.

Pro urceni meze detekce a meze stanovitelnosti byly prométeny vysky Sumu na zakladni
linii a z naméfenych hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka, jejiz hodnota byla
dale pouzita. Pro kazdou latku byly vypocteny meze detekce a meze stanovitelnosti
a vysledky byly shrnuty do tabulky 23.

Primérnéd vyska — Sumu na zékladni linii byla y = (547,1 £ 94,7) relarovnitho mnozstvi.
Mez detekce byla vypoctena podle vztahu LOD = (3 - h,)/m, h, = 94,7 a m = smérnice
regresni ptimky. Mez stanovitelnosti byla vypoctena podle vztahu LOQ = (10 - h,)/m se
symboly m, h,se stejnym vyznamem.

Zvypoctenych udaju vyplyva, ze veskeré hladiny antioxidantii dosahly koncentraci vyssich,
neZ jsou limitni hodnoty, a proto lze povazovat hmotnostni spektra za hodnotitelné.

4.6 Optimalizace SPE extrakce
4.6.1 Polyfenolické slouceniny
4.6.1.1 Standardni sloucenina - kvercetin

Pro optimalizaci extrakéni metody byl aplikovan kvercetin na dva typy SPE kolonek
(kap.3.4.1.1). Z grafu 148 je ziejmé, ze pro izolaci flavonoidnich struktur jsou vhodné kolony
s amidovym typem sorbentu, které byly schopny zadrzet vét$i mnozstvi kvercetinu. Dal§im
kritériem byl objem elu¢niho ¢inidla, kde se ukazalo, ze vymyti 2 a 5 ml rozpoustédla bylo
zanedbatelné oproti eluci 10 ml. Poslednim hlediskem byl objem aplikovaného vzorku
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kvercetinu na kolonu, jehoZz optimalni hodnota byla 3 ml. Druhou nejvyssi hodnotou byl
objem 8 ml.

Optimalni se tedy ukéazala byt kombinace 3 ml kvercetinu aplikovaného na SPE kolonu
amid-2 eluovaného 10 ml methanolu. Proto byla pro nasledujici optimalizaci mnozstvi ovocné
Stavy vybrana prave kolonka typu amid-2 a eluce 10 ml ¢inidla.

Elué¢ni porfil kolonek typu C18 =
400000 a amid-2 pro kvercetin .
350000
300000 1 ml vzorku
B 3 ml vzorku
2 2500007 B 6 ml vzorku -
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B
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=
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%UNUEO“U “Olﬂomo O
Tl 1
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2 5 10
objem elu¢niho ¢inidla (ml)

Graf 2: Ruzné objemy kvercetinu aplikovaného na amidové SPE kolonky.

4.6.1.2 Optimalizace izolace polyfenolickych ldatek 7 redlnych vzorkii

Pro optimalizaci extrakce redlnych vzorkli bylo vybrano jablko jako bohaty zdroj
flavonoidnich sloucenin. [32, 31, 42, 43] Schéma pokusu je uvedeno v kap. 3.4.1.2, nasledna
analyza polyfenolickych latek probihala spektrofotometricky pii 280 nm.

Pokud byla jako extrakéni ¢inidlo vyuzita kyselina chlorovodikova, doslo zietelné k lepsi
izolaci polyfenolii nez pii extrakci do vody nebo aplikaci surové §t'avy. Nejvetsi rozdil byl
patrny u celkového objemu aplikovaného vzorku 3 ml. V piipad¢ aplikace 8 ml vzorku
na extrakéni kolonku je z grafu 3 patrné nejvyssi mnozstvi eluovanych slozek detekovanych
v UV oblasti, avSak z hlediska chromatografické separace byly vhodnéjsi aplikace vzorkt

s niz§im objemem. Kombinace 1,5 ml §tavy a 1,5 ml HCI byla z hlediska separace nejlepsi
(obr. 41).
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Obr. 41: Optimalzace SPE extrakce pro flavonoidni slouceniny —jablko.
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coz umoznilo kvalitngjsi

extrakci

polyfenolickych sloucenin. Proto byl zvolen objem 3 ml vzorku, ktery rovnéz koreluje

s vysledkem optimalizace objemu flavonoidniho

standardu kvercetinu aplikované¢ho

na amidovou kolonu (kap. 4.6.1.1, graf 2). Ke zvySeni vytézku izolovanych latek byly dale
voleny rozlicné poméry rozpoustédla a stavy. Z grafu (4) znazornujiciho zavislost plochy
piku na objemu kyseliny chlorovodikové, jakozto nejlepsSiho extrahovadla, a stavy vyplyva,
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ze nejvhodnéjsi kombinace rozpoustédla a ovocné §tavy byla v piipadé pouziti 0,5 ml §tavy
a 2,5 ml HCI.

Mnozstvi HCI a ovocné §t’avy optimalizované pro
hmotnostni detekci

0,5 ml §avy
40000000

35000000+
30000000+
- 25000000 1,5 ml §t'avy
<% 20000000

15000000+

plocha piku (mV.s)

10000000+

5000000

0,

0,5 1,5 2,5
objem HCI (ml)

Graf 4: Zavislost plochy piku na objemu pridané kyseliny chlorovodikove.

4.6.2 Karotenoidy
4.6.2.1 B-karoten — standard pro optimalizace SPE karotenoidii

Jako zastupce karotenoidnich slouc¢enin pro optimalizaci SPE extrakce byl vybran -
karoten (kap. 3.4.2.1). Z grafu 5 je patrné, Ze oba typy kolon byly schopné zadrzovat jisté
mnozstvi latek tohoto typu. Pro kolony typu CI18 byl optimalni elu¢ni objem 2 ml a pro
kolony amid-2 10 ml. Vhodny objem testované¢ho karotenoidu nanaSené¢ho na kolonu C18 byl
jednoznacéné 3 ml a v ptipadé amidové kolony 8 ml. Z uvedené¢ho vyplyva, Ze idedlni
kombinaci objemu elu¢niho ¢inidla a vzorku podrobenému SPE extrakci byly 3 ml fkarotenu
eluovaného 2 ml cyklohexanu z kolonky C18.
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Graf 5: Riizné objemy kvercetinu aplikovaného na kolonky typu CI8.

4.6.2.2 Optimalizace izolace karotenoidui 7 mrkve — zdstupce redlnych vzorki

Pro extrakci karotenoidnich sloucenin z ovocnych a zeleninovych zdroji bylo potieba
optimalizovat mnozstvi §t'avy aplikované na SPE kolonu (kap. 3.4.2.2., tab. 17). Z elu¢niho
profilu kolonek (kap. 4.6.2.1, graf 5) bylo zifejmé pouziti 3 ml p-karotenu, proto byl
pro optimalizaci extrakce karotenoidll z redlnych vzorkli vybran pravé tento objem. Navic
byla vyzkousena kombinace 0,5 ml rozpoustédla a 0,5 ml stavy.

Z grafické zavislosti plochy piku na riznych kombinacich objemil §tavy a rozpoustédla
(graf 6) jasn¢ vyplyva, ze pro lepsi extrakci zddanych sloucenin je vhodné pouziti acetonu.
Ve vétsiné pripadi byl schopen ze stejného mnozstvi zeleninové §tavy extrahovat vétsi
mnozstvi karotenoidi.

Dale je nutné konstatovat, ze optimalni pomér rozpoustédlo:Stava byl 0,5:2,5 ml,
v ostatnich pfipadech nebyla extrakce karotenoidii dostate¢nd. Tento pomér byl vyuzivan
1 v izolacich separacich karotenoidii z redlnych vzork.
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Optimalizace mnoZstvi aplikované §'avy a vhodného
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Graf 6: Mnozstvi stavy a vhodného rozpoustédla.

4.7 Analyza obsahu polyfenoli ve vybranych potravinach a pozivatinach

Vybrané druhy potravin a pochutin (kap. 3.5.1, tab.18) byly podrobeny izolaci postupem
popsanym vV kapitole 3.4.1.2 a nésledn¢ HPLC/ESI/MS analyze za podminek uvedenych
v kapitole 3.5.1.

4.7.1 Identifikace slou¢enin pomoci standardu

V hmotnostnich spektrech potravin a pochutin byly postupné¢ identifikovany polyfenolické
latky podle dostupnych standardnich slou€enin a byl analyzovan jejich obsah v jednotlivych
frakcich (Stava, duzina, slupka). Vysledky jsou shrnuty v tabulkéach 24 — 37.
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pomeranc stava pomeranc duzina
& g NS R g NS
AR S| IT5ET
& =R (28 & S [ 25
— un O s O C~ un O s O
2 ) 2 %)
)E >§
§ (mg/ § (mg/ 100
100 mg) % mg) %
naringenin 0,209 0,095 45,455 epikatechin 1,560 0,010 0,647
kaempferol 0,796 0,032 4,020 katechin 3,317 0,018 5,487
epikatechin 8,668 0,165 1,904 kvercetin 1,800 0,058 2,778
katechin 9,982 3,725 37,317 k.chlorogen. 6,672 0,280 4,194
k.chlorogen. 18,072 1,607 8,892 phlorizin 3,765 0,489 12,988
phlorizin 5,535 0,842 15,212 rutin 247,200 1,909 0,772
rutin 265,329 3,987 1,503 0,647
Tabulka 24: Pofenoly v pomeranci.
citron Stava citron duzina
‘5\0 \g ] /5\0 kg = 3
S |38 258 S S8 [(E5S
~ ~ = ~ ~ ~ = ~
SRR »| @ |33z
E | T |25 & S [28<
N u O S O ~ u O S O
2 “ 2 “
)% fle]
§ (mg/ § (mg/ 100
100 mg) % mg) %
naringenin 7,058 0,390 5,526 gallova 32,420 01,100 3,393
kaempferol 2,766 0,118 4,266 epikatechin 5,030 0,036 0,716
epikatechin 6,173 0,490 7,938 kvercetin 6,156 0,800 12,996
katechin 16,460 1,628 9,891 k.chlorogen 9,852 0,200 2,030
k.chlorogen. 47,400 0,340 0,720 phlorizin 21,700 0,620 2,857
phlorizin 14,400 0,653 4,538 rutin 99,970 1,359 1,359
rutin 119,500 4,060 3,397

Tabulka 25: Pofenoly v citronu.
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mandarinka Stava

mandarinka duZina

@ ‘g - ‘é\o ‘g —
S| S8 E5¢8 S| $£ | 2§¢
S| 22533 ¥ S3| 3%z
& S RE< & s < 23 =
“— n O S O C~ un O NS
2 4 2 3
>§ >§
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
epikatechin 1,240 0,520 41,935 fisetin 0,043 0,004 8,645
katechin 2,260 0,430 19,027 epikatechin 0,079 0,012 15,121
morin 9,800 0,720 7,347 katechin 0,153 0,018 11,757
kvercetin 0,340 0,010 2,941 kvercetin 0,043 0,011 24,706
myricetin 11,030 0,900 8,160 k.chlorogen. 0,288 0,036 12,318
k.chlorogen. 106,200 9,800 9,228 phlorizin 0,073 0,006 7,438
phlorizin 7,910 0,360 4,551 rutin 4,030 0,178 4,417
rutin 4,940 0,160 3,239
Tabulka 26: Pofenoly v mandarince.
grep Stava grep duzina
Fb\o \§ — T ‘5\0 \g ]
S| S& |25 S| S |58
ARER T AR
S8R R e S1O8¥|FER
§ > E E 1> §
2 RS
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
kaempferol 0,298 0,060 20,034 apigenin 1,803 0,135 7,489
epikatechin 5,573 0,116 2,081 naringenin 13,330 0,926 6,947
katechin 0,816 0,0618 7,575 katechin 4,160 0,669 16,082
morin 10,286 0,690 6,708 morin 20,470 0,350 1,710
kvercetin 0,395 0,0500 12,665 kvercetin 0,305 0,050 16,393
phlorizin 7,087 0,500 7,055 phlorizin 19,731 0,276 1,399
rutin 41,790 1,544 3,695 rutin 46,310 1,259 2,719

Tabulka 27: Pofenoly v grepu.
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jablko stava jablko duzina
| g NENS R E = 'S
SEEREEE S| S fEis
R E S| ITEEE
& RIS & =S R8s
~ ©n O NS N ©n O S O
2 “ 2 v
>r] Hz])
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
kaempferol 0,139 0,019 13,430 apigenin 2,960 0,028 9,459
epikatechin 7,515 0,268 3,566 naringenin 1,213 0,026 2,143
katechin 35,053 0,773 2,205 epikatechin 82,075 0,502 0,612
k.chlorogen. 130,958 5,690 4,345 katechin 140,421 1,260 0,897
phlorizin 5,101 0,127 2,484 morin 6,012 0,980 16,302
rutin 6,473 0,462 7,140 kvercetin 0,143 0,001 0,699
13,430 k.chlorogen. 974,300 2,359 0,242
3,566 rutin 6,817 0,146 2,142
Tabulka 28: Pofenoly v jablku.
jablko slupka

smerodatnd odcyhlka

relativni smérodatna

mnozstvi (mg/100g) (mg/ 100 mg) odchylka (%)
k.chlorogen. 543,690 28,270 5,200
rutin 69,210 1,8130 2,620

Tabulka 29: Pofenoly v jablku.
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rajce duzina paprika duzina
& g NUNS & g NUINS
S| Sg|ffs S| §8| ffz
=~ ~ - ~ ~ ~ - ~
R S| 23553
& = (28 & S 25
“~ un O s O . un O s O
2 9\ 2 %)
)E >KJ]
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
gallovd 4,522 0,294 6,502 gallova 3,226 0,005 0,155
apigenin 0,012 0,006 48,387 naringenin 0,010 0,0002 2,083
katechin 0,096 0,001 0,105 kaempferol 1,033 0,007 6,776
kvercetin 0,001 0,001 8,333 epikatechin 0,014 0,009 63,380
k.chlorogen. 7,175 0,435 5,597 katechin 0,008 0,0001 1,250
rutin 1,031 0,086 8,341 k.chlorogen. 0,027 0,001 3,704
6,502 phlorizin 0,016 0,001 3,846
rutin 0,037 0,009 23,138
Tabulka 30: Polyfenoly v zelenine.
mrkev Stdva mrkev duzina
o 2 ~ 3 ) 2 N
= fzpis = S3|fis
AR AREIRIE
& S Ro3 < & RS S
‘= n O S O ~ o g o
BN > c “
3 2
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
gallova 823,500 32,900 3,995 gallova 274,102 5,670 2,069
naringenin 1,717 0,095 5,534 kaempferol 1,266 0,090 7,112
epikatechin 1,488 0,050 3,361 epikatechin 0,225 0,027 11,817
katechin 2,402 0,280 11,657 katechin 0,555 0,024 4,324
myricetin 2,244 0,123 5,482 k.chlorogen. 68,900 2,963 4,300
k.chlorogen. 31,544 2,353 7,459 phlorizin 1,522 0,495 32,523
rutin 8,099 0,509 6,284 rutin 7,671 0,673 8,773

Tabulka 31: Polyfenoly v zelenine.
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cibule Cesnek
] §_ [o S
S| 38|58 S| 3258
®w| 2EIS¥ 2 W SERRE
s 8 0 (9 S O s ¥ O (8 X O
NS S |~ 8 NS S KT
= g S S = g S s 3
2 “ 2 “
>§ >§
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
kaempferol 3,18 0,26 8,176 epikatechin 0,165 0,0087 5,273
epikatechin 2,346 0,049 2,089 k.chlorogen. 1,0145 0,018 1,774
katechin 2,262 0,41 18,126 rutin 0,145 0,017 11,724
k.chlorogen. 3,939 0,14 3,554
phlorizin 0,4559 0,069 15,135
rutin 2,787 0,047 1,686
Tabulka 32: Polyfenoly v zelenine.
brambor §tava brambor duzina
& | 8 NS | 8 NUNS
S| S E§8 S| f& |58
REL R E AREIRE L E
& SR R3S & RS 25
S~ v O s O “— 5 o g
2 4 2 3
)E >n
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
fisetin 2,907 0,674 23,185 epikatechin 3,336 0,211 6,325
6,320 0,745 11,788 katechin 10,503 0,390 3,713
3,312 1,717 51,842 kvercetin 2,151 0,050 2,325
41,686 5,2 12,474  k.chlorogen. 33,800 0,433 1,281
0,261 0,020 7,657 rutin 3,800 0,554 14,589
13,120 0,034 0,259
12,448 5,320 42,995

Tabulka 33: Polyfenoly v brambore.
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brambor slupka
smérodatna L,
Jevhika relativni
oacy smerodatnd
mnozstvi (mg/100g) (mg/ 100 mg) odchylka (%)
k.chlorogen. 237,800 8,252 3,470
rutin 6,844 0,562 8,213
Tabulka 34: Polyfenoly v brambore.
Zlatopramen Branik
= S - s ) g = 'S
S| §& |52 S| SEESS
0 S |I83% % B S BR %
S N Q IS S N9 Y X9
s NS NN a8 NS S S
— 5 S g S - 5 3 g S
2 £ 2 @
>K:’1 >E
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
gallova 307,200 1,410 0,459 gallova 372,800 8,027 2,153
naringenin 2,550 0,103 4,039 apigenin 1,491 0,647 43,402
kaempferol 1,139 0,016 4,869 naringenin 0,430 0,051 11,860
epikatechin 6,504 0,337 5,181 kaempferol 11,290 0,718 6,360
katechin 1,234 0,561 45,477 epikatechin 7,427 0,104 1,400
rutin 6,164 0,217 3,520 kvercetin 0,144 0,010 6,935
rutin 20,117 1,460 7,258
Tabulka 35: Polyfenoly v pivu.
dyné slunecnice
=~ 3 =~
3 STE=Z S| SE| 5%
2| S ESS 2135 555
& S [~ 3 & S 3 <08 S
N ©n O E Q N QS S Q
2 @ 2 @
>K:’1 >§
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
gallova 1395,2 21,57 1,546 gallova 354,270 2,500 0,725
apigenin 4,399 0,6 13,640 naringenin 1,087 0,435 40,018
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naringenin 7,067 0,713 10,089 katechin 12,242 1,668 13,625
epikatechin 24,398 0,747 3,062 kvercetin 0,103 0,006 1,647
katechin 13,670 0,393 2,877 k.chlorogen. 134,680 | 4,505 3,345
kvercetin 0,306 0,078 25,482 phlorizin 5,324 0,012 2,160
k.chlorogen. 385,451 2,68 0,695 rutin 9,787 0,721 2,258
phlorizin 38,540 0,909 2,359
rutin 29,601 0,497 1,678

Tabulka 36: Polyfenoly v semenech.

kava nalev kava zrnko
Y 2 = S Y 2 =
< IS 3 (B B 3 S 5 = N
AR E S 14| 558
¥ I3 R LS 1083 IS
& S |¥8 & S NS
= v O s O ~ = O S O
~ 1> o “
3 RS
§ (mg/ § (mg/
100 mg) % 100 mg) %
gallova 918,305 5,665 0,617 gallova 7929,7 89,579 1,130
kaempferol 4,8576 0,330 3,155 k.chlorogen. 4012,3 10,128 0,252
epikatechin 14,7695 0,466 2,932
katechin 24,250 0,711 1,240
k.chlorogen. 780,621 9,684 0,617

Tabulka 37: Polyfenoly v kave.

Dalsi podkapitoly jsou veénovany podrobnému rozboru jednotlivych identifikovanych
polyfenolickych sloucenin, pfedevsim jejich distribuci v jednotlivych frakcich analyzovanych
vzorkd.
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4.7.1.1 Polyfenolické kyseliny

Kyselina gallovda byla identifikovana jako polyfenolicka kyselina akumulovana
ve vybranych vzorcich v nejvyssi koncentraci, a to predevsim diky jejimu obsahu v zrnkové
kaveé (8 g/100 g) a dynovém seminku (1,4 g/100 g) (graf 7). Dale byla kyselina gallova
obsazena v obou druzich piva, mrkvi a ve slune¢nicovém semeni. Minimalni mnozstvi bylo
stanoveno také v citronu, paprice a rajceti. V jablku, bramboie, cibuli, cesneku a ostatnich
citrusovych plodech (mandarinka, pomeran¢ a grep) vSak kyselina gallovd nebyla
identifikovana vtibec.

Obsah kyseliny gallové ve vzorcich
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Graf'7: Kyselina gallova

Obecné velmi rozsifenym flavonoidem je kyselina chlorogenova, v analyzovanych vzorcich
byla uréena ve 14 piipadech (pfiloha 9). Jak je patrné z grafu 8, tak zrnkova i mleta kava
se vyznacovaly jejim vysokym obsahem (mletd — 781 mg/ 100 g kavy a zrnkovéa — 4 g/100 g
vzorku). Zvyseny obsah kyseliny byl identifikovan také ve vSech frakcich jablka (celkem
1,7 g/100 g vzorku), v dyni (386 mg/100 g vzorku) a ve slupce brambory (239 mg/100 g
vzorku). Mnozstvi kyseliny chlorogenové v ostatnich potravindich se pohybovalo
do 70 mg/100 g potraviny.

71



Obsah kyseliny chlorogenové ve vzorcich

>
[}
2
g
,
1000 - s kava zrnko
£
=] 4g/100 g
800 - o
=2
(=9
o 5
S ]
= =
b 600 - )
;f’ ’ s
>
z =5
Z kS
=] ©n s X
= < - dyné
g 400 E g -
> < < -g
< =] o
s 2 £ 5 g s § F 2
@ ON < g = < < N > 5 O )ﬁ
S 8 8 s« E B s £ 5 8 < D
»wo 5 g £ 8 S J & B @
200 - > S o8 e =1 X < =}
2 5 2 5 F 2 S 2% 5 & B E
s § ¢ 5 & .E S > 2 5 3 7z
5 § & - _E & S g 5 E 2 E o L 2
— Q
Nl 8 EE =5 Sz ¢
2 3 2 g =z & E £ 5 2 2
0 o Q E = o O 3] >Q

potravina

Graf 8: Kyselina chlorogenova.

4.7.1.2 Zastupci katechinii — epikatechin a katechin

Katechiny spolu s fenolickymi kyselinami byly identifikovany v témét vSech vybranych
vzorcich (katechin 15 vzorkt, epikatechin 13 vzork®). Obecné je prokazano, ze dobrym
zdrojem katechinii jsou jablka (pfiloha 10, 11). [43] Tato skutecnost byla hmotnostni
analyzou potvrzena po filtraci pfislusné hodnoty m/z a porovnanim reten¢nich ¢ast pro oba
standardy, coZ ukazuji 1 grafy 9 a 10. Celkovy obsah epikatechinu byl 89,5 mg/100 g
a katechinu 175,4 mg/100 g. Z grafické zavislosti je téz patrné, ze ptiblizné 10 % katechint
bylo identifikovano ve §t'avé a zbytek byl vazan na pevné struktury ovoce.

Vysoky obsah flavonoidii typu katechinii se vyskytuje v pochutinach jako je ¢aj a kava.
[33] Tento fakt byl ¢aste¢né potvrzen pro mletou kévu, ve které bylo ve 100 g identifikovéano
14,7 mg epikatechinu a 24,3 mg katechinu, coz neni az tak mnoho, jak by se dle literarnich
zdrojii dalo o¢ekavat [55; ~ 300 mg/100 g]. Ur¢ité mnoZzstvi téchto flavanolovych sloucenin
bylo stanoveno i v dyni (epikatechin — 24,4 mg/100g a katechin —13,7 mg/100g) a citronu
(epikatechin — 6,2 mg/100g a katechin — 16,2 mg/100g). V ostatnich potravinach se obsah
katechinu a epikatechinu pohyboval v rozmezi 0,2 — 10 mg/ 100 g vzorku.
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Obsah epikatechinu ve vzorcich
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Graf 10: Katechin.
4.7.1.3 Diglykosid rutin
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Graf'11: Rutin.

Pomeranc¢ obsahoval celkem 512 g/100 g, z ¢ehoz vétsi mnozstvi bylo pfitomno ve §tave.
V piipad¢ citronu bylo vice rutinu obsazeno v duziné z celkového mnozstvi 148,8 mg/100 g
vzorku. 88,1 mg/100 g byl celkovy obsah tohoto flavonu v grepu, piicemz zastoupeni
v duzin¢ a s$tavé bylo téméf 1:1. Nejmen$im mnozstvim rutinu z citrusovych plodi se
vyznacovala mandarinka, kterd obsahovala 10x mensi koncentraci v porovnani s grepem.

Z ostatnich potravin se ukazalo bohaté na rutin jablko s 69,2 mg/100 g ve slupce, kdezto
v duzing a §tavé bylo mnozstvi téméf 10x mensi, coz je mozné vysvétlit skute¢nosti, ze rutin
tvofi vytvaii pevnou ale i pruznou oporu pro bunky [31]. V ostatnich potravinach byl rutin
identifikovan v mnozstvich do 50 mg/100 g vzorku.

Jedinou potravinou neobsahujici zadné mnozstvi rutinu byla kdva a to jak mletd tak
1 zrnkova.

4.7.1.4 Flavonoidy identifikované ve vétsiné analyzovanych vzorki

Dalsi c¢tyfi flavonoidni slouceniny (kvercetin, phlorizin, naringenin a kaempferol) byly
identifikovany ve vétsiné analyzovanych preparatt (vice nez 8 vzorku).

Kvercetin patfi mezi témét univerzalni flavonoly [31], coz dokazuje také graf 12,
ze kterého je patné, ze byl identifikovan ve 12 ze 16 druhii zkoumanych potravin. Kvercetin
byl z vEtsi ¢asti vazan na duzinu a zvySend mnozstvi byla stanovena v citréonu (6,1 mg/100 g
vzorku), bramboie (2,1 mg/100 g vzorku) a pomerané¢i (1,7 mg/100 g vzorku). Ostatni
studované potraviny obsahovaly tento antioxidant do 1 mg/100 vzorku, coz je na flavonoid
univerzalniho typu prekvapivé malo, a to hlavné pro cibuly, kterd je povazovéana za dobry
zdroj. Jediné vysvétleni spociva v tom, Ze se mnohem vice vyskytuje ve formé glykosidii nez
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jako volny aglykon, coz je mozné potvrdit i pomérné vysokym obsahem diglykosidu
kvercetinu rutinu (nebo-li kvercetin-3-O-rutinosidu) [63]
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Graf 12: Kvercetin.

V nejvysSich mnozstvich byl z diskutovanych polyfenoli této skupiny identifikovan
phlorizin. V dyni byl stanoven v koncentraci 38,54 mg/100 g suroviny. Z grafu 13 je patrné,
ze 1 duzina citrusovych plodd obsahuje phlorizin v nezanedbatelném mnozstvi,
v hmotnostnim spektru byl identifikovan ve vSech 4 analyzovanych druzich. Koncentrace
phlorizinu vcelém citrusu byla 22,0 mg/100 g citronu; 6,8 mg/100 g pomerance;
27,0 mg/100 g grepu a 8,1 mg/ 100 g mandarinky.

Obsah phlorizinu ve vzorcich
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Graf 13: Phlorizin.
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Naringenin funguje jako antioxidant pfedevsim v citrusovych plodech. [2] Ze studovanych
potravin se vyskytoval v nejvyssi koncentraci v grepu v duziné (13,3 mg/ 100 g),
v poloviénim mnozZstvi pak v citronu ve $taveé (7,0 mg/ 100 g). Obdobné byla tato sloucenina
identifikovana v dynovém semenu a v mensi mife se vyskytovala v pomeranci, obou druzich
piva, mrkvi, jablku, paprice a slune¢nici. (graf.14).
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Graf 14: Naringenin

DalSim zastupcem flavonolovych derivati je kaempferol (pfiloha 13). Hojné byl zastoupen
v pivu znacky Branik (11,3 mg/100 g), zatimco v pivu Zlatopramen byla stanovena 10x nizsi
koncentrace (graf 15). Ve zvySené mife se vyskytoval v kavé, duziné rajCete a cibule, coz
potvrzuji i védecké studie. [31, 33]
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Graf 15: Kaempferol.
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4.7.1.5 Minoritni flavonoidy

Mezi minoritni flavonoidni slouceniny byly zatazeny latky, které byly identifikovany
vméné nez 8 vzorcich a navic se se vétSina znich vyskytovala v celkem nizkych
koncentracich. Tento fakt Ize ovSem vysvétlit skutecnosti, Ze stejné jako u skupiny flavonoida
v kap. 4.6.1.4, se volné aglykonové struktury vyskytuji v potravindch v pomérné malém
mnozstvi a béznéjsi jsou glykozidové struktury. [31] Toto tvrzeni také dokazuje napt.
mnohonasobné vyssi koncentrace rutinu, coby diglykosidu v kap. 4.6.1.3.

Morin byl spolu s fisetinem identifikovan ve $tavé z brambory. Zatimco obsah morinu se
pohyboval fadové v koncetraci desitek mg/100g vzorku (41,7 mg/100 g), fisetin se vyskytoval
v opravdu zanedbatelném mnozstvi. Morin byl dale uréen i v citrusech — mandarince
(9,8 mg/100 g) a grepu (10,3 mg/100 g). RovnéZ myricetin byl podle hodnoty m/z
a prislusného reten¢niho ¢asu identifikovan jen ve §tavé mandarinky (11,3 mg/100 g vzorku)
a 10x mens$im mnozstvi ve §taveé z mrkve. Dalsi sledovanou slouceninou byl apigenin, ktery
se vyskytoval i v 5 vzorcich, ale jeho koncentrace neptekrocily 5 mg/100g vzorku.
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Obrazek 16: Zastoupeni morinu, fisetlinu, myricetinu a apigeninu v potravinach.
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4.7.2 Ostatni polyfenoly

Z literarni reSerSe byl zjistén celkovy obsah, hodnota m/z a ptipadné retencni Cas ostatnich
moznych polyfenoll, které mohou byt pfitomné ve vybranych typech vzorkl v podstatném
mnozstvi, a tak mohou byt dobfe identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Pro tyto
slouceniny nebyly k dispozici standardni preparaty, a proto jsou jejich mnoZstvi srovnana
pouze pomérove, v piipadé identifikovanych glykozidi standardnich preparati je
pro pfiblizeni mnoZstvi vyuzita regresni zavislost dané¢ho aglykonu (kap. 4.5). Identifikace
z Casovych divoda probéhla pouze jednostupiiovou hmotnostni detekci stanovenim m/z, pro
presngjsi stanoveni by mélo byt vyuzito i tandemové hmotnostni spektrometrie.

4.7.2.1 Citrusy

Citrusové plody by vSeobecné mély byt zdrojem chrysinu, taxifolinu, eriodyktiolu,
naringinu, hesperedinu a hesperetinu a polyfenolickych kyselin jako je kyselina ferulova,
sinapova, kumarova, citrénova ¢i kavova. [31, 2, 33]

V hmotnostnim spektru pomerance a mandarinky byl ze jmenovanych polyfenoll ziejmé
identifikovan taxifolin (pfiloha 14), a to jak v duZiné tak i ve §tavé. Obsah taxifolinu byl
dvakrat vétsi v pomeranci nez v mandarince. Ve vSech citrusovych plodech kromé citronu byl
stanoven 1 eriodyktiol v poméru mnozstvi pomeranc¢:grep:mandarinka 4:2:1 (ptiloha 15).

Po filtraci m/z pro naringin, jenz je glykozidem naringeninu (pfiloha 16), a aplikaci regresni
rovnice (13) (kap. 4.5) na stanovenou plochu piku bylo zjiSténo, Ze naringin byl obsaZen
ve vSech citrusech. Ve velmi vysoké mife byl identifikovan v grepu a to jak v duziné tak
ive stavé (celkem 579,2 mg/100 mg). V ostatnich citrusech byl pfitomen v mnoZstvi
do 50 mg/100 g vzorku a déle jiz obsah nebyl specifikovan. Z polyfenolickych kyselin byla
identifikovana v citrusech kromé mandarinky kyselina kumarova (ptiloha 17) a to pouze
v duzin€. V nejvysSim zastoupeni byla v grepu a nejméné se ji vyskytovalo v pomeranci.
Druhou identifikovanou kyselinou byla kyselina kdvova (ptiloha 18) a to pouze v mandarince.

Nejhojnéji zastoupenou kyselinou byla kyselina citronova (priloha 19), ktera sice nepatii
mezi polyfenolické slouceniny, ale byla identifikovdna ve vSech druzich citrust a ve §tavé
ve dvojnasobném mnozstvi oproti duziné. V nejvétsim mnozstvi byla bezesporu v citrénu,
v mandarince, v grepu a pomeranci byla oproti citronu v polovi¢ni koncentraci. Pfitomnost
kyseliny citronové lze vysvétlit Krebsovym ¢i glyoxilatovym cyklem piitomnym ve vSech
rostlinach [36]

4.7.2.2 Zelenina

Zelenina by kromé polyfenolt, které jiz byly stanoveny, méla obsahovat navic naptiklad
flavonoid chrysin. [33] Ten byl vSak na zadklad¢ ptislusné hodnoty m/z identifikovan pouze
v duziné brambory (pfiloha 20). JelikoZz pro tuto latku nebyl piislusny standard a byla nejspise
nalezena pouze v bramboru, nelze z zddného hlediska usuzovat na jeji pfipadné mnozstvi.

4.7.2.3 Semena a kava

Slune¢nicova semena obsahovala kromé jiného urcité mnozstvi prokyanidinu (pfiloha 21).
Obsah ve slunecnici byl 20x vyssi oproti dyfiovému seminku.

I kdyz kofein nepatii mezi flavonoidy, je vyznamnym alkaloidem v kavé, a proto byl
rovnéz v hmotnostnim spektru filtrovan (ptiloha 22). V obou druzich analyzovanych kav byl
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identifikovan, pficemz bylo pozorovano, Ze technologickym postupem zpracovani kavy
pro konzumaci klesl jeho obsah jen o 10 % z pivodni hodnoty.

4.7.2.4 Pivo

Vyznamnym zéstupcem flavonoidtl v pivu je xanthohumol [46, 47, 48, 49]. Jeho hodnota
m/z je sice shodnd s m/z kyseliny chlorogenové, avSak retencni €as obou slouenin se
vyznamné lisi, proto mohla byt tato sloudenina bez nutnosti aplikace médu MS* jednoznaéné
identifikovana (ptiloha 23). Xanthohumol se vyskytoval v obou druzich piva, pficemz v pivu
znacky Zlatopramen v trojnasobném mnozstvi, coz je dano ziejmée vysSim obsahem extraktu.

Dale byly vpivu idetifikovany polyfenolicka kyselina kumarovda a rovnéz kyseliny
citratového cyklu —jablecna (ptiloha 24) a citronova, coz se shoduje se studovanou literaturou
[52, 53, 54]. Stanovené kyseliny byly v pivu Branik v koncentraci o polovinu vétsi nez v pivu
Zlatopramen.

4.7.3 Komplexni zdroj polyfenolickych sloucenin
4.7.3.1 Celkovy obsah flavonoidi

Tabulka 38 shrnuje celkovy obsah flavonoidi identifikovanych v jednotlivych druzich
potravin a pochutin, pro které byly vytvotfeny regresni rovnice (1 — 13) a bylo tudiz mozné
urcit jejich hmotnostni koncentraci.

vorek Mnozstvi vrorek Mnozstvi vrorek Mnozstvi
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100g)
Jjablko 2181 mrkev 1352 kava 13 684
zrnkova
pomeranc 542 brambora 381 kava mleta 2 059
citron 273 cibule 15 dyne 1 898
mandarinka 148 paprika 35 slunecnice 517
grep 172 rajce 12 pivo Branik 418
cesnek 2 prvo 324
Zlatopramen

Tabulka 38: Obsah flavonoidu v potravinach

Z tabulky 38 je patrné, ze nejvyssi obsah celkovych analyzovanych flavonoidi byl nalezen
v zrnkové kavé. Tento vysledek vSak spocivda v obrovském mnozstvi piitomnych
polyfenolickych kyselin — chlorogenova a gallova. Zastoupeni ostatnich polyfenoli bylo
oproti jinym testovanym vzorkiim zanedbatelné. Navic tato forma kavy neni obecné
konzumovana a po jeji upravé vhodné pro spotiebu se mnozstvi pfitomnych polyfenola
rapidné snizuje na 14 % ptvodni hodnoty.

Naopak pomérné vhodnym komplexnim zdrojem polyfenolickych latek je jablko obsahujici
2,2 g/100 g jable¢né hmoty. Je v ném zastoupena pievazna vétSina polyfenolickych sloucenin
(11), které¢ byly identifikovany na zadkladé¢ dostupnych standardnich latek. 8 z téchto
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komponent bylo vazéno hlavné v duzin€ a zbylé pak byly identifikovany ve $taveé a slupce.
Z diskutovanych diivodi a z hlediska dostupnosti tohoto typu ovoce se jablko ukézalo jako
hodnotny zdroj polyfenolickych latek pro lidsky organismus.

Nezanedbatelné mnozstvi antioxidacnich latek bylo identifikovano také v jedlych semenech
rostlin (dyflova semena 1,8 g/100 g). Tato hodnota je ziejm& dana malym obsahem vody
a tedy vysokym zakoncentrovanim chemickych latek obsazenych v semeni. (pfiloha 25)

Sirokym spektrem pfitomnych polyfenolti se vyznagovaly také citrusové plody. Z hlediska
obsahu bylo nejvétsi mnozstvi pfitomno v pomeranci, ale nejvice rozlicnych polyfenolickych
sloucenin bylo identifikovdno v grepu (ptfiloha 26). Mandarinka s citrbnem se obsahové
v podstaté rovnaji zminénym citrusim, z ¢ehoz je mozné usoudit, ze citrusové plody jsou
velmi dobrym a také dostupnym zrojem flavonoidi.

Ze studovanych druhd zeleniny se ukézala predevsim mrkev jako vhodny dopln€k stravy
(obsah flavonoidl 1,3 g/100 g). V ostatnich druzich zeleniny bylo jak z hlediska mnozstvi tak
z hlediska druhti polyfenolickych sloucenin identifikovano prekvapivé malé mnozstvi.

Oba studované druhy piva se vyznacovaly vy$§im obsahem polyfenolickych latek na Grovni
semen a pomerance. Tato skute¢nost vS§ak muize byt vysvétlena vysokym obsahem kyseliny
gallové v obou vzorcich.

4.8 Analyza obsahu karotenoidi

Vybrané druhy zeleniny a ovoce byly po vhodné izolaci karotenoidi z matrice (kap.
3.4.2.2) podrobeny chromatografické separaci s hmotnostni detekci (kap. 3.2.3.2, tab. 4).
Po filtraci ptislusné hodnoty m/z v hmotnostnim detektoru (pfiloha 27) byly plochy piki
za pomoci regresni rovnice pro f-karoten (14) pfepoCteny na koncentraci v piislusné
potraving. Ziskané vysledky byly shrnuty do tabulky 39 a grafu 17.
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mnozstvi smeérodatna odchylka relativni
(1eg/100 g) (1g/100 g) odchylka (%)

pomeranc 264,3 1,228 4,646
citron 217,75 7,610 3,495
mandarinka 719,97 25,253 3,507
grep 713,75 35,762 5,010

Jjablko 0,593 70,007 11,797

rajce slupka 49855 1,012 20,299
rajce stava 9,1811 1,074 11,698
paprika slupka 14,971 0,920 6,145
paprika Stava 4645,5 26,108 0,562
mrkev Stava 5289 123 2,326
brambor 2076,7 127 6,115
cibule 40,051 1,880 4,694

Tabulka 522: Obsah p-karotenu v jednotlivych potravindch.
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Graf 17: B-karoten.

Z grafické zavislosti 17 obsahu p-karotenu na analyzovaném druhu ovoce ¢i zeleniny
vyplyva, ze nejvyssi obsah sledované latky byl ve stavé z mrkve a Cervené papriky, nemalé
mnozstvi bylo identifikovano také v cervené bramboie, citrusovych plodech ¢i jablku. Témét
zanedbatelny obsah S-karotenu byl uréen v rajceti a cibuli.
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Studované druhy zeleniny jsou obecné hodnotnymi zdroji karotenoidnich sloucenin. [38,
39] Z dostupnych standardnich latek vSak mohla byt vypocétena pouze koncentrace pro S
karoten a ostatni karotenoidy byly zhodnoceny jen procentudlnim zastoupenim
v analyzovanych vzorcich.

4.8.1.1 Zelenina

Hlavnim karotenoidem pfitomnym v mrkvi a paprice je « a fkaroten. [38, 39] Vzhledem
ke koeluci a jednotnému poméru m/z obou slou€enin (jednd se pouze o polohové izomery) byl
pik, ktery reprezentoval ob& sloueniny bran jako Akaroten. (piiloha 27) Stava ziskana
z mrkve a papriky byla velmi bohatd na mnozstvi karotenti, zatimco jejich mnozstvi ve slupce
bylo zanedbatelné. Tato ztrata byla zfejmé zplsobena nevhodnou extrakci, jelikoz napf.
slupka papriky obsahuje vysoky podil rostlinnych voskil, které mohou brénit kvantitativni
izolaci karotenoidt. Dal§im faktorem pfispivajicim k malému vytézku je také skutecnost, ze
ioniza¢ni technika elektrosprejového typu neni vhodna pro stanoveni sloucenin s vice méné
nepolarnimi vlastnostmi.

V hmotnostnim spektru mrkve, rajcete, cibule i papriky byl kromé S-karotenu identifikovan
lutein (ptiloha 28) a ve velmi malém mnozstvi také lykopenu (pfiloha 29). Obsah luteinu
v rajceti byl vSak v pfepoctu o 50 % vyssi oproti ostatnim druhim zeleniny.

4.8.1.2 Ovoce

Podle literarni reSerSe jsou citrusové plody celkem dobrym zdrojem karotenoidnich latek —
[38, 59, 60] Z hmotnostnich spekter bylo zjisténo, ze vétsi mnozstvi S-karotenu je obsazeno
v citronu a mandarince. Dobrym zdrojem karoteinodnich latek je také jablko obsahujici
593.,4 1g/100 g vzorku.

Citrusové plody by ve svych strukturach mély krom¢ karotent obsahovat také xanthofily —
neoxanthin, violaxanthin, A-kryptoxanthin ¢i antheraxanthin. [38] Po filtraci pfislusnych
hodnot m/z vSak nebylo moZzné bohuZel Zadané slouceniny piesné identifikovat diky koeluci
jednotlivych sloucenin a velmi podobnym molekulovym hmotnostem.
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5 ZAVER

V ptedlozené diplomé praci byla zpracovana podrobnd literdrni reSerSe tykajici se
techniky hmotnostni spektrometrie, kapalinové chromatografie, jejich spojeni a také
dalSich kombinovanych metod (GC/MS, CZE/MS). Instrumentalni techniky byly
studovany rovnéz =z hlediska vyuziti v analyze struktury nizkomolekularnich
antioxidacnich latek ptedevs§im karotenoidniho a flavonoidniho typu, byly popsany
funkce sledovanych skupin sloucenin a jejich ptirozené zdroje.

V experimentalni ¢asti prace byla stanovena hmotnostni spektra standardnich
slougenin polyfenolickych latek a karotenoidi v MS a MS® full scan usporadani.
Pro jednotlivé prepardty byly urCeny poméry m/z kvasi-molekuldrnich iontl
i ptipadnych charakteristickych fragmentt, které¢ byly dale vyuzity pro identifikace
komponent v redlnych vzorcich.

Pro smési standardnich sloucenin byly navrZzeny optimalni podminky
chromatografické separace s vyuzitim gradientové eluce.

Optimalizace izolace vybranych skupin stanovovanych sloucenin prob¢hla
s pouzitim extrakce pevnou fazi (SPE). Pro polyfenolické slouceniny byly jako
optimalni vybrany SPE kolony s navazanou amidovou fazi, naopak lipofilni
karotenoidy byly izolovany pomoci kolonek s C18.

S pouzitim LC/MS techniky bylo vrealnych vzorcich sledovano celkem
14 sloucenin, jejichz absorpéni a MS spektra byla srovnavana s vysledky UV-VIS
a MS detekce standardnich sloucenin. Kromé toho byly ve vzorcich stanoveny
i slou€eniny (celkem 11), pro které nebyly dostupné standardni preparaty, ale tyto
latky byly charakteristické pro urcity typ matrice.

Ze ziskanych vyledkll lze ftici, Ze nejlepSim zdojem polyfenolickych latek
ze zkoumanych potravin bylo ovoce. Obsahuje nejen pomérné velké procento
nizkomolekuldrnich antioxidant, ale navic pusobi jako komplexni zdroj
studovanych sloucenin. Optimalnim a dobfe dostupnym zdrojem se jevi jablko,
jelikoz obsahuje vyznamné mnozstvi riznych polyfenolickych sloucenin (celkové
2 ¢g/100g) a zaroven je to vibec nejvice konzumované ovoce u nas. Také
v citrusovych plodech, hlavné¢ pomeranéi (542 mg/100g) bylo stanoveno
nezanedbatelné procento polyfenold. Z hlediska obsahu karotenoidd byl hodnocen
pouze pkaroten vzhledem k dostupnému standardnimu prepardtu. Bohuzel
ioniza¢ni technika elektrosprej prevadi jen malo téméf nepolarnich molekul
na nabité slouceniny. Citlivost detektoru byla velmi nizkd, a proto nebylo mozné
predevsim latky ze skupiny karotenii dobte vyhodnotit.

U vybranych druht pochutin bylo stanoveno vysoké procento celkovych
polyfenolickych latek (vice nez 8 g/100 g) piedevsim v kave. Tato hodnota vSak
byla ve vétsiné ptipadi ovlivnéna obsahem kyselin gallové a chlorogenové a ostani
polyfenoly byly zastoupany velmi malo. Zdroje tohoto typu tak ztraceji
na komplexnosti dodavanych antioxidanti.

Zkoumané druhy zeleniny, a to pfedevSim mrkev (5 mg/100g) a paprika
(4 mg/100g), se ukazaly byt velmi dobrymi zdroji karotenoidd, i kdyz byl
ze stejnych divodt jako u ovoce hodnocen pouze obsah Skarotenu.
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Pti hodnoceni obsahu biologicky funkénich potravin v jednotlivych frakcich ovoce
a zeleniny bylo zjisténo, ze vyssi procento polyfenoli bylo zastoupeno ve §tave
pfislusné potraviny. Co se tykd distribuce a mnoZstvi polyfenolickych sloucenin
v duzin¢ ¢i slupce, ve vétSiné pripadu byla identifikace vyssiho poctu sloucenin
provedena v duzing, coz je ziejmé diisledkem nedostatecné extrakce jednotlivych
komponent ze slupky a bude nutna jeji modifikace.

Kapalinovéa chromatografie s hmotnostni koncovkou a ionizaci typu ESI se ukazala
pomérné vhodnou metodou pro stanoveni obsahu flavonoidnich latek v potravinach.
Diky identifikaci sloucenin na zikladé¢ poméru hmotnosti a naboje bylo mozné
analyzovanou potravinu charakterizovat i z hlediska obsahu latek, pro které¢ nebyly
dostupné standardy, avSak pouze kvalitativné ¢i pomérové na zéklad¢ plochy piku
dané slouceniny v porovnani s ostatnimi vzorky. Naopak pro Kkarotenoidy
jednoznaéné neni tento typ detektoru vyhodny. Pro jejich analyzu by byla
optimalné&jsi chemickd ionizace za atmosferického tlaku (APCI), kterd ovSem
nebyla k dispozici, a proto neni analyza karotenoidl dostate¢né komplexni.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APCI chemickd ionizace za atmosférického tlaku
API ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
CIl chemickd ionizace
CZE kapilarni zonova elektroforéza
EI ionizace elektronem
ES (ESI) elektrosprej
FAB fast atom bombardment
FID plamenovy ionizacni detektor
FT-ICR Fourierova transformace —iontova cyklotronova rezonance
GC plynova chromatografie
GC plynova chromatografie
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatopgrafie
ICP induk¢éné vazané plazma
I[PDP izopentenyldifosfat
IT iontova past
LC kapalinova chromatografie
LDL low density lipoprotein
MALDI ionizace laserem za iCasti matrice
MS hmotnostni spektrometrie
MSPD extrakce disperzni tuhou fazi
NS (NSI) nanosprej
PC papirova chromatopgrafie
kolony s vrstvou pevného aktivniho sorbentu na wvnitini strané
PLOT kapilary
Q kvadrupol
RDA Retro-Diels-Alderovy reakce
SCOT kolony se zakotvenou kapalnou stacionarni fazi
SIM single ion monitoring
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SIMS sekundarni iontova hmotnostni spektrometrie
SPE extrakce pevnou fazi

SPME mikroextrakce pevnou fazi

TCD tepelné vodivostni katarometr

TLC tenkovrstva chromatopgrafie

TOF pruletovy analyzator

TS (TSI) termospre;j

uv ultrafialové svétlo

VIS viditelné svétlo

WCOT kolony s kapalnoustacionarni fazi
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9 PRILOHY

Priloha 1: Priprava kalibracniho roztoku.

B.1 Caffeine, MRFA, and

Ultramark 1621 Stock Solutions

For tuning and calibrating the ESI svstem. yvou use a solution of caffeine,
MEFA. and Ultramark 1621 in an acetonitrile / methanol / water solation
containing 1% acetic acid. You prepare the calibration solution from each of
the following:

Caffeine stock solution
MEFA stock solution

Ultramark 1621 stock selution

Note. Vials of caffeine, MEFA . and Ultramark 1621 are mchuded in the APT
accessory kit. To erder more of these compounds, write or call:

Sigma Chemical Company

E ©O. Box 14508

St. Lows, Missouri, USA 63178-9516

(800) 325-3010 (n the USA or Canada)

(3143 771-3730 (outside the USA or Canada)

CAUTION. AVOID EXPOSURE TO POTENTIALLY HARMFUL
MATERTALS. Always wear protective gloves and safety glasses when you
use solvents or cormmosives. Also, contain waste siteams and use proper
ventilation. Fefer to yvour supplier’s Material Safety Data Sheets (MSDS) for
procedures that describe how to handle a particular selvent and/or corrosive
substance.

Stock Solution: Caffeine

A1l mg/mL stock solution of caffeine in 100% methanol is provided with
your LOCQ system.

Stock Solution: MRFA

Prepare a 1 mL stock solution of 5.0 nmol/UL MEFA in 50:50
methanol / water as follows:

1.

[E)

Obtain the vial of L-methionyl-arginyl-phenylalanyl-alanine acetateeH:O
(MEFA) in your accessory kit. In this form. the MEFA sample has an

average molecular weight of 607.7 u. Carefully weigh 2.6 mg of the
MEFA sample.

Mlake up the MEFA soluticn to a total volume of 1.0 mL with a mixture
of 30:30 methanol / water. Mix the solution thoroughly.

Label the vial “MEFA stock solution ™

Stock Solution: Ultramark 1621

Prepare a 10 mL stock solution of 0.1% Ultramark 1621 in acetonitrile as

follows:

1. Obtain the vial of Ultramark 1621 in vour accessory kit

2. Using a syringe, measure out 10 UL of Ultramark 1621, and dissolve itin
10 ml of acetonitrile. Mix the solution thoroughly.

3. Label the vial Ultramark 1621 stock solution.

Go to the next topic: EST Calibration Solution: Caffeine, MRFA,
Ultramark 1621.



B.2 ESICalibration Solution: Caffeine,
MRFA, Ultramark 1621

Prepare 5 ml of the calibration solution. as follows:

1. Pipet 100 pL of the stock selution of caffeine into a clean, diy vial
2. Pipet 5 L of the stock solution of MEFA into the vial.

3. Pipet 2.5 mL of the stock solution of Ultramark 1621 into the vial

Note. Use only glass pipets or stainless steel syringes when measuring
glacial acetic aeid. Using plastic pipet tips causes contamination of acid
stock selutions, which can inmoduce contanunants in the calibration
solution.

4. Pipet 30 uL of glacial acetic acid into the vial

Lh

Pipet 2.34 ml of 50:50 methanol / water into the vial, and then mix the
solution thoroughly.

6. Label the vial and store it in a refrigerator until 1t is needed.

Priloha 2:MS full spektra standardit v zaporném modu.
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Priloha 3:MS full spektra standardu v kladném modu.
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Priloha 4: MS” full spektra standardii v zaporném modu.
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1788

20249

charakteristické $tépy katechinu

=

L

200

ikvercetin d#23-25 RT: 0.58-062 AV, 3 ML 6.93E4
Fo-p ESIFUll ms2 30110 50,00 [ 80.00-700.00]

L1004

@
=

=
=

Rel we-Abun-d-ance

=]
=

=
=
Lol b Laiaal

=

150.8

121.0

174.0

miz

chlorkys ¢ #20-23 RT: 0.57-085 AY: 4 ML 6.32E3
F:-p ESIFull ms2 353.006040.00 [ 85.00-1000.00]
141.0

100

= @
= =

=
=
TR A A I

Relative Abundance

=]
=

309,

3538

3 3382 |
i

o

pelula]

matin ¢ #64-68 RT: 1.51-1.59 A 5 ML 588E4
F:-p ESIFull ms2 301.10@40.00 [165.00-700.00]

100

@
=1
|

2]
=1

Relative Abundance
k2 P

o o
I

2291

21141

1671

200

2571

2730

charakteristické §tépy morinu

A

3011

‘T - pEBIFUll ms2 317 304000 (125 DD—GDD.DD]‘

: e ey . i
b - charakteristické §tépy myricetinu g
0 i
50 i
40
4 1ero 192.2

. 20: 1500 J 2273 2451 2800 2997 3154
i 140 200 240 peluli] 340 400 440 a00 540 EUUE
E miz
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T:-p ESIFull ms2 609.50@35.00 [ 165.00-700.00]
1DDt am.o
] 3001 | & [ AR :
» 807 < charakteristicky Stép rutinu
I
£ 50
E
T ]
£ 40
= ]
& o 3429
07 2561 2712 6094
J17es 2108 304 2831 3246 3668 840 1651 5912 |
7 ) ] 408.3 456.9 500.3 548.8 .
200 240 peluli] 340 400 440 a00 S50 GO0 G&0 o0
iz
v, 2 o ’ ’
Priloha 5: MS” full spektra standardii v kladném modu.
Eepikatechinid #FA7-100 RT:1.76-1.81 AV 4 ML 1.30E4 Hal}
T+ pESIFull ms2 281.30@40.00 [110.00-700.00] :
| 150.8 !
P00 ;
! B . . T . : H
L charakteristické Stépy epikatechinu :
L |
P2 Jinaa |
£ o0 ;
=] \
VL ] |
P2 :
12 403 1396 :
| ] H
P a0 ;
Pooold T
H 440 a00 540 600 Ba0 o0 '
Meefin_071105_1#22 RT 083 A 1 NL 11584 T G
T+ pESIFull me2 287 .20@46.00 [110.00-1000.00]
: 2412 :
o100 & . . rowywv . H
N aar 1 charakteristické $tépy fisetinu |
L B0 :
{g 807 .
2 ,
:(\5 H .
'E 60 :
=1 H
- :
fe o]l 7692 :
TR 1492 :
iz :
HE g0 ‘ 15T-° 2871 :
i G_ q T “ ety ‘|| |I T T LA I R LS RS I LS R RS IR IR MR LI S LR LS LR RN RAAN RS RS LAY I ML AR LA R :
! 200 300 400 a00 BO0 oo aoo 900 1oon
miz 1
kaempferol_e #263-266 RT 4.72-4.78 AW 4 ML 7.34E4 A
F:+ pESIFull ms2 287 20@45.00 [90.00-700.00]
100+ 2131 2412
] 165.0 1af1 A StA
. L charakteristické $tépy kaempferolu
z 803 1521 | e——
g 3 «—
S 60 231.1
= .
Z ] 1829 e
2 4]
£ 1] 2581 4074
5
& 507 032 2693
i L i I
vt
200 250 peluli] 340 400 440 a0n 540 GO0 3211 o0
miz
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‘katechin_d #61-84 RT 1.07-1.13 A 4 ML 8.66E3
T+ pESIFull ms2 281.30@30.00 [150.00-700.00]

E 100__ 2728
7 1849
P2 803
- 248.3 1eti A St 1
‘2 607 sy charakteristické §tépy katechinu
2 1891 A
.,2 40 291.0
E'I 20 229.3
A |
. S S . S S . S S S A . o . B S S
200 250 300 340 400 450 500 450 BO0 B50 Ton
miz
lquerc_DT1101_k#35 RT- 100 AV 1 ML GBEES B~
{F: + p ESI Full me2 303.30@40.00 [ 115.00-1000.00] :
' 00- 3033 |
i . charakteristické $tépy kvercetinu i
L 807 i
A :
.g '
{2 a0 |
=1 - '
=1 7 |
A :
12 a0 5
=] B I
2 7 i
B 1852 2743 |
E i 13-:'.1 1831 201.3 ‘ 3121 E
:U|||||||'|l|l|“||||||||||||||||||||||||||||||:
; 150 200 250 300 350 400 450 500 ;
: miz :
morin_071031_h #56 RT: 1.62 Av:1 ML 3.02E4 =
F:+ pESIFull ms2 303.20&40.00 [100.00-1000.00]
2571
100:
= a0 charakteristické Sté¢py morinu
£ 60
T ]
£ 407
= 20
q 127 3034 3975
0 |‘ LBaARI rf Tr e |I Mt | LGRS AR LAAE RARE RAA T T T T T T T T T T T T T T T T T |
200 300 400 500 GO0 700 800 ] 1000
miz
ryticetin_c #35-99 RT:1.72-1.79 AV & ML 969E4 A
F:+pESIFull ms2 319.20@40.00 [120.00-700.00]
00— 2731 . . J PR . :
] charakteristické §tépy myricetinu
o 80
£ 50
E 4[,5 / 01.0
R 245.3
T 20 g 1850 253‘1( 2603
1 1268 1857 2080 2327 x 31?3 o
ol bt bl g 4
140 200 240 ano 340 400 440 a0o 550 600 G50 Ton
miz

Priloha 6: Optimalizace slozeni mobilni faze —UV/VIS chromatogram pri 280 nm
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0 % methanolu

5 % methanolu

10 % methanolu

‘oltage

15 % methanolu

0,5

Time [mir

Priloha 7: Optimalizace pH mobilni faze (UV/VIS, 280 nm)

[miv]
140+

pH 4
pH 10
pHS

120-|

100

pH 6
pH 8

T T T T
5 10 1= 0
Time [it

Priloha 8: Kalibracni krivky pro dostupné standardy polyfenoli a karotenoidu.

Apigenin, fisetin

60 000 000 -~

+ fisetin

50 000 000 -~ L
+ apigenin

40 000 000

T

30 000 000 -

20 000 000 -

plocha piku (%)

10 000 000

0 T T T T 1

koncentrace (1L g/ml)
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Kyselina chlorogenova a gallova

45 000 000 ~
40 000 000 - + kyselina chlorogenova

= kyselina gallova

35000 000 -
30 000 000 -
=4 25000000 -
20 000 000 +
15 000 000 -
10 000 000 -
5000 000
0 * ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

2 4 6 8 10
koncentrace (ug/ml)

o~

plocha piku (%

Naringenin, kaempferol

60 000 000 -
+ kaempferol

* naringenin
katechin

50 000 000

40 000 000

<

30 000 000

20 000 000

plocha piku (%)

10 000 000 - 3

0+ T T T T 1
0 1 2 3 4
koncentrace (pg/ml)

ol

Rutin, morin

180 000 000
160 000 000
~= 140 000 000 -

N .
;/120 000 000 -+ * morin

=4 100 000 000 - * rutin
< 80 000 000 -
60 000 000 -
40 000 000
20 000 000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

plocha p

koncentrace (1g/ml)
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70 000 000
60 000 000 -

)

<2 50 000 000 -
=

=4 40 000 000
[o¥
% 30 000 000

Myricetin, epikatechin

<= 20000 000 - . .
= epikatechin
10 000 000 - + myricetin
0 T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
koncentrace (pg/ml)
Kvercetin, phlorizin
120 000 000 -
100 000 000 -
=X
\; 80 000 000 -
=
2« 60 000 000
<=
S 40000 000 -
i kvercetin
20000 000 H .
+ phlorizin
0 T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
koncentrace (1Lg/ml)
f-karoten
25000 000
*
AZO 000 000 -
S
é 15 000 000 ~
o,
< *
< 10 000 000 -
2 P
o,
5000 000 +
0 * T T T T 1
0 2 4 6 8 10
koncentrace (pLg/ml)
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Priloha 9: Kyselina chlorogenova v jablku.

CHealiburl. AMajkall80404b1 _jonagald 0410472008 11:06:42 AM stava, restek, rozp. 2ml MF J280nmt

M SSull, chlorogen kys neg_200308h izokrat

4 () ML:1.33E5 -W
i 100y 5.6 TIC Mz

i a0 b1_jonageld
-

PR

: 2 2% 53 mer

t@ 209 050 183 263 1852 2100 2294 2420 2661 27.90 2930 3006 MIT I/OE 3pE3 4156 4423 4673 4870 4933

| 0

' .80 ML: 55TES
Ty miz= 55253505
: i -pEIms[
iy = 50.00-2000.00]
] &0 1E b jonagald
e

- 649 8'649 72 122

036 138 436 577 S0 NEC BT M 547 e 1929 2104 2234 541 2691 2074 20653 3249 3380 3531 ITEY 3976 4179 4234 4687 4979 4978 614

H L B B o e L o o LIS I o o o o e LI By o o o

: i o @ oM 2 2 a0 3@ B 3 38 40 42 44 48 48 KD

: Time (min)

Priloha 10: Epikatechin v dyni.

ChHcalihundataiMajkall 804231 _dyne 0402352008 01:21:35 PM restek, SPE,
MSifull, chiorogen kys ned_200308k,arad 13

VRT 0006448 SM: 156G
i 100 460

L H
496 TEEET
TG M3 cl_dyne

20.56

900 o4 qag 56

@
2
2
5

3
H

£

&
]

&

2344 2641 2949 3152 3300 3491 3857 3313 41.08 1 4687 60.28 9279 58.25 5549 BO.22 B3.15

0
L
100 B.45E4
mies 25652555
L Fi-pESims [
£0.00-2000.00]
& 13 c_dyne

19.97 2124

41 1630 2433 grap DM HI0 semp BET gppp azpe MET O 4TTT 4853 eam B5E gope BNES eaav
7 T 7 ; T ; g 7 7 ; 7 ; T

Priloha 11: Katechin v jablku.

CiHealiburidataiMajkal0804041c2_idared 040472008 02:58:27 P stava, restek, rozp. 2ml MF J2B0nm)
Ma/full, chlorogen kys.neg_200308h grad 13

2 H
2 & <2_idared B
5 H
5 &0 |
Ed H
2 40 4013 :
5 33,00 H1E3 4318 4455 4534 400 :
32 L s 045 1302 1605 1775 1975 2202 2453 IBTT 2842 3360 35.22 5205 5331 5360 6046 G195 6376 6477 ;
i H

Kk TL: '

100 1255 g
mia= 258.5-2535 |

a0 TpESmal !
50.00-2000.001

B0 M3 c2_idorad |
40 .
672 :

20 AT 4150 o8 :
244 324 978 p02 1350 1638 1761 207 2297 268 2743 2aM gpgp M3 06N B8 4624 4992 5192 5415 EG44 96T po4l  B445 BG5S :

S B e e L e e . e R e e N

5 10 15 20 25 a0 ki il 45 50 55 &0 &5 i

Time [mir] :

112



Priloha 12: Rutin v pomeranci

CHealiburl. A08040%1 _c.pameranc 0450972008 02:55:47 PM duzina, restek, rozp. ve 2 ml MF s LWV
M Sull, chlorogenova kys.neg_ 200308a, grad 13
IR 000-BB00 SMLBG ey
] 537 e A
LS 1.23€8
2 TIC M3
B a0 A_cpamaran
5 60 <
2
o 404

17.55

15,08 1568 1875

20 1o 402 2163 2461 2536 2757 2991 3196 3691 3663 3666 3986 4185 4333 4547 4779 G002 BE44 D406 5713

1“3- i :\.ns-:ozs

80 e
0] i —
404 <

204

036 ZE6 421 3549 3631 3809 4005 4338 4475 4773 5054 549 6377 meg
T T T T T T T T T T T T T

T T f T T T T
H 4 & 5 W 2 ¥ % f3 20 22 =4 26 25 50 3 34 36 38 40 42 4 4 485 80 52 54 56
Time (min]

Priloha 13: Kaempferol v dyni.

Chxcalibundataiajkai0do4 2 el _dyne 0452372008 01:21:35 Pw restek, SPE,
WSifull, chlorogen.kys.neg_200308b,grad 13

AT 0.00-6443 SM: 155
I 450 5

77 152 1409 1624 1842 1330 2239 24.33 2566 2351 3258
T T T T T

o =
Z Z

™
ES

o 2036

Relative Abundance

0dnss 27 200 1004 193 2344 2541 2849 3162 3300 3491 3857 3949 4108 U 4gaT 5028 5275 5625 5593 6022 BAM5

T OO0-BeAB Sh1sG T 5
32.00 HL: 1 .05ES
100 31.57 miz= 284.5-285.5

a0 MS c1_dyne

LB

40
20
n

36.53
2747 3824

HIT 4639 4034 5521 5761 g140

281 555 7.27 ggg 131 16.98 21.81 23.38

Priloha 14: Taxifolin v pomeranci.

Cealiburl. A0804051 _c.pameranc 0450952008 02:55:47 PM duzina, restek, rozp. ve 2 ml MF s LWV
hSiull, chlorogenova. kys.neg_ 200308a, grad 13

T 0.00- 5500 SM: 156 .
100 537 IRE
3 TIC M

lepamerane

204
&0

40
1756
204

wng BEE 1275

Relative Abundance

2163 2461 2536 2767 2993 396 3691 3663 3796 3996 4195 4332 4547 4779 6002 G244 B40E E7.19

408 L ADES

miz= 302.5-3035
Fi-pEsims]
50.010-2000.00]
I3 cl_cpomeran:

o 9P am 521 638 A0 q7.09 1349 1952 2272 5319 p5ge 2800 3064 3192 3340 BTV IEET 4029 4pqp 4452 I 43 6159 B432 5749

Time (min]

50170 pormeranc #203 RT. 9.29 AV 1 ML 3.70E4

iF: - p ESI ms [ 50.00-2000.00] taxifolin
100

=)
=
Ll

o
=
[

366.49

303.9 3681 3831

=
=

1939 3408

196.45

2087
I]il|l I

198 9999 260.7

X
=]
1

323.0
2361 | 244.9 2611 gray || 2958 I 3582 3821

N &

] | ]
20 240 360 280 400 420

2387 331 5
T

|
40 260 280 peluli]

N Y Yt 1l

miz

o :
b= '
= '
= :
e :
2 :
= :
= a H
= '
o '
= '
I :
@ :
v '
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Priloha 15: Eriodyktiol v pomeranci.

CiHealibun, \08040Me1 _c.pameranc 040972008 02:55:47 P duzina, restek, rozp. ve 2 ml MF s LW
Ma/full, chlorogenova kys.neg_ 2003088, grad 13
RT: 0.00-5800 SM: 15G
0. B37 ML:1.23E3 -w
B TIC Mg
3 ad <Lcpomerans
5
3
5 &0
b 40
% es TE
T oEd gy a0z 1508 B oqgy 2481 2636 2757 2993 396 3691 3863 3796 3086 4195 4333 4547 4779 BOOZ G244 B4OE  ETM3

ol }
14.56 ML 2.67E4

100 mies 25652515

0] F omasor

o] M3 1_c.pomeranc

40

2545
4513
20 55 1535 kehe 490 43.28 4633 50.45 5505 5543 57.00
I e
5 10 15 20 25 0 35 40 45 50 55
Time [min)

iCl_cpomeranc #3138 RT. 1456 AV 1 NL 140E4 I &
'F: - p ESI ms [ 50.00-2000.00] :
. 3827 i
D w80 i
= ] ]
= ] '
{E 60 :
= H
s ] |
T H
E% 40 2523 3689 :
e 346.9 ]
= 204 i
[
3 260 270 280 290 300 310 320 330 340 34a0 360 i
iz H

Priloha 16:Naringin v grepu.

Clxcalibundataivajka080410val _arep 0441002008 08:36:04 AM duzina, RESTEK, rozp. ve 2 ml MF, 5 LIV
WS, chiorogenova kys.neg_ 200308k, grad13

FRT: -
10

403

603

Relative Abundance

E2.22 SM: 115G
743 nitsses
TIC M sl grep

29.33

T6.00 724 1879 1979 pg1g 2566 2676 3253 aecE 36713237 22 430 4481 4720 4835 5233 6357 5628 G871 BOFY

TL: 50GEG

miz= STES-STAS
-p ESI Fullme [
50.00-2000,00]
M3 sl grep

117 355 G.44 3777 3315 4164 4333 4633 43.56 6142 5233 G628 5543 6014 6234
L e e e e B e e LA B B m e m S B e e

al_grep #167-164 RT: T17-747 AW 8 ML 3.78ES =&
Fo- p ESIFull ms [ 50.00-2000.00]

1004 naringin 6701
80

.
o

Relative Abundance

=)
o

@
o
|

580.3

2471 ores 2910 I8 437 3sa7 33?-” Mgk 4283 4357 4745 4840 4830 B27.2 5369 5501 gipp GUeE
1t

I T 1 T T T | T
280 280 300 30 340 360 3g0 400 420 440 460 480 500 520 540 580 580 600

114



Priloha 17: Kyselina kumarova v citrusech.

CiHcalibundataihajlkat0804 2201 _piva 042202008 04:06:05 PM branik restek,SPE,
mSifull, chlorogen.kys.neg_200308bventilgrad 13

RT:0.00-5310 SM: 158G
459 HL: o
0o 14
TIS WS cl_pive

803

1B58 2167

4 Mz 350 221 939 1043 1345 15.25 16.56 2403 7545 2797 3046 3160 3362 3615 3E05 3009 4025 4224 45.21 4601 G036 5274 5573 6791

Relative Abundance

s L

453E4

mizz 162 51655
F-pESims(
50L00-2000,00]
g ot_pive

19.00 19.90 2883 30.36

227 2873

34 08 a770 gp7g 21 4568 4682 a7ge moar Do) BAE8 ggy 5901

ic1_pho#232 RT:10.75 AV 1 ML 2.84E4 4a
'F:- p ESI s [ 50.00-2000,00]

100+

kyselina kumarova
2785

174.0

1491.2 2000

2169

098

Priloha 18: Kyselina kavova v mandarince.

Calibun,. A08040Mb1 _mandarinka 045092008 123912 PM duzina, restek, rozp. ve 2 mil MF,s LY
MSull, chlorogenova.kys.neg_ 200308a, grad 13

T 043-6093 SM: 156
1|]|]—_
30] 514

208 NL:AL13E5
TIC M3
ELmandarinka

567

] 513
207077 224 I0 183 2072 2435 2580 227 3136 3293 5339 361 3984 4159 4367 4E5E 4830 4940 5LZ2 5231 KasD &1 BOO3

Relative Abundance

554 ML: 35TES

mlaz 611791 F:
CpEsimsl
S0.00-2000.00]
PA% bI_mandarinka

241
917 957 nan 4 18N 1868 2119 2184 2655 Z744 3024 J2H 3358 500 3691

4070 4309 4414 yeer 4z G164 B4El G701 GB.EY

T T
2 4 L} 8 o 1z 14 16 18 20 2z 24 26 28 30 3z 34 36 38 40 42 44 46 43 a0 52 54 56 58 &0

ib1_mandarinka #127 RT: 5.88 AV 1 NL 2.15E5 R
‘Fr-pESIms [50.00-2000.00]

00 2388

1 kyselina kavova

=]
=1
|

)
=1
[

I
o

2380 | 2407 3408
! 3088 3214 B2
1465 oL 1ag7 2088 3456 377
I 2243 350.3 268.01 2910 2991 | | ‘ ]
Lot gl o 1 | Y cde ot i gl |Jh .
R e T e B T L o 1 e o |
80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

142.8

Relative Abundance
L

(%]
o
|

1183 131.0
L II
T T

o
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Priloha 19: Kyselina citronova v grepu.

- GcalihuridatalMajkall 8041 Mal_orep 041072008 08:36:04 AM duzina, RESTEK, rozp. ve 2 mlI MF, 5 UV
MSHfull, chlorogenova.kys.neg_ 200308k, arad13

FT: 0.00-62.22 SM: 656G
0 743 notsses
] TIC MEalgrep

80

60

B0 1724 1879 4oy pagg 2666 2676 2983 IEY ooocanziagar M 4301 4481 4720 4385 6233 5167 BE2%  BETI BOTR

Relative Abundance

ML 4 5365

miz= 13051315 F:
- p ESIFull me [
50.00-2000.00]
M3 L grep

2156 2299 2661 2795 20.20 330 3300 3584 3832 HES 4421 4567 4802 BOS0 5302
L e e S e L B e o e e e LS I m e o

7
25 0 5 40 45 50 55 &0
Time (min]

56,25 58.25 60.09 6281
T

ial_orep#141-152 RT. 6.46-6.95 AV: 12 NL 5.7§ =
‘F:-p ESIFull me [50.00-2000.00] . . , ,
o 1a1.0 kyselina citronova

807 4187

60—

=
=
1

Relative Abundance
L

Priloha 20: Chrysin v brambore.

Ccaliburl. inajkal080408b3_brambora 0410272008 05:05:34 P duzina, restek, rozp. ve 2 mil MF ez LV
hSiull, chlorogenova. kys.neg_ 200308a, grad 13

AT 0.00-5682 SM: 156G
488

T el LI
240 280 2480 il az0 240 360 a0 400
miz

T
180 200 220

ML: 3.03ET7
1003 TIC M
§ and b3_brambara
B
ER:E
kS
PRELE
& &1
2 ™pp 33 .54 928 076 545 1672 1835 s0pq pom 427 ppay 2793 3081 3202 3294 3705 3824 s 4288 4561 4706 4831 143 EIET BG4
ol )
482 ML: 1.36E4
100 mia= 252 5-2535
20 Fi-pEdims[
50.00-2000.00]
MS b3_brambora
60 2059 2170 e
05 3394 TH
0 2000 81 5147
2567 856 FE o m g 5302 5o oz
203
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
@ 4 B &8 W 2 W B B 20 22 24 2 28 30 32 3 3 38 40 42 44 45 45 60 B2 G4 56
Time [min)
b3 brambora#100 RT. 482 A 1 WL 138ES e
Fr-p ESIms [50.00-2000.00] E
H 400.5 !
L1004 :
) ] 3410 ;
18 503 3749 i
= i . H
LI chrysin :
' E B0 i
T :
te ] 178.8 H
V2 a0 3213 iy
i B 160.9 387.4 H
i ] 216.8 2308 2528 :
o] 1726 b 391.3 :
: ] 1429 | 196.3 ] 3423 3585 J :
- | I I | l' :
: T LI LI L s e T T T T T T !
H 60 :
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Priloha 21: Prokyanidin v grepu.

ClHcalibundataiMajkal0B041 tal_grep 0451072008 08:36:04 AM duzina, RESTEK, rozp. ve 2 mil MF, 5 LW
mSsfull, chlorogenova kys.neg_ 200308h, grad13
RT: ;30-83 22 SM: 166G e i ==

TIC MEalgrep

M
2 g0
N
g
E:
Ed
2 4
k]
3w BT 8T oy s e 2676 P3P B oo ceriagar atzz 430 4481 4720 4835 5233 B3A7 Se28 T BOTR
103 a5 ML 1.T2EE
miz=576.5-5T7.5F:
30 -p ESIFull ms [
E0.00-2000.00]
60 MS 2L grep
40
20
1 29 am sae 796 ST 77 1491 1905 1943 2243 2359 2685 740 3249 3474 3000 3878 4191 442 4715 4917 SLOLGIEE 5609 B737 Bas0  G1E
T e I LA e L
0 5 I [ 20 2% n e 40 45 50 5 50
Time (min)

lal_grep#207 RT: 815 A1 NL 313E5
'Fr - p ESIFull s [50.00-3000.00]

prokyanidin

178.6

2707 2384 3909

250.8 237 3484

Priloha 22: Kofein v kave.

Ci{ealibun. \08041Mb5_kava_piazza 041072008 03:41:09 P RESTEK, s SPE, s IV, zrnka
MSHull, chlorogenova. kys.neg_ 200308h, grad13
RT: 0.00-67.19 5M: 155 4
877 ML:1.38E5
100 523 K
§ a0 E5_kuva_piazes
R
Ed
¥ 40
' 558 797 1933 508
B s 33 2M0E 3335 OTEG ppas gadn 9632 BEAM 4121 4451 4663 4906 BUIE 5153 5512 5663 5920 620 BLIE  BE2T
&
ol .
nrz ML 2.T4E5
100 mia= 13251355 F:
0] L5 S0 Snaon
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Priloha 23: Xanthohumol v pive.
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Priloha 24: Kyselina jablecna v pivu.
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Priloha 25: Osah polyfenolii v dyni.
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Priloha 26: Obsah polyfenolii v grepu.
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Priloha 27: Obsah polyfenolii v pomeranci.
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Priloha 28: Obsah p-karotenu v mrkvi..
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