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1 UVOD

Jiz vroce 1940 byly zjistény piiznivé G¢inky resveratrolu v kofenech ¢emefice bilé
a kridlatky japonské, které se bézn¢€ pouzivaly v tradi¢ni ¢inské a japonské medicing. Latka byla

uznavana pro své ohromné uc¢inky pii 1é€b¢ kozniho onemocnéni, zanéti ¢i aterosklerozy (1).

V dnesni dobé je kladen velky diraz na zdravi ¢loveka, zdravy zivotni styl a pestré slozeni
stravy. Z tohoto divodu, neustdle roste zajem o studium fenolickych latek, jejichz pfijem
V potravinach je spojovan se snizujicim se vyskytem zavaznych chorob a onemocnéni, mezi
které patii nddorova ¢i kardiovaskularni onemocnéni. Statisticky bylo prokézano,
ze V nékterych castech Francie byla niz§i Umrtnost na srde¢ni choroby i pfes nadmérné
pouzivani tuku. Tento paradox bylo mozné vysvétlit tim, Ze jeden z faktorti ovlivnéni

je konzumace vina. To obsahuje fenolické latky (2).

Fenolické latky jsou skupinou riznorodych latek, jez maji Siroké uplatnéni (vonné latky,
barviva, nositele chuti) a navic jsou nedilnou soucasti vétSiny potravin. Nékteré z téchto latek
se fadi mezi pfirodni antioxidanty diky svym biologickym t¢inktim, k rostlinnym obrannym
latkam nebo toxickym latkam potravin (3). Tyto slozky se nachazeji v riznych ¢astech rostlin
(koten, list, plod). Mezi nejbéznéjsi fenolické rostlinné latky patii fenolové kyseliny, flavanoidy
a lignany. Dnes je znamo vice jak 8000 fenolickych struktur, z nichZ vice jak 4000 struktur jsou
flavonoidniho typu (4). Dilezitymi zdroji fenolickych latek je ovoce, zelenina, napoje a také
cokolada. Obsah fenolickych latek je ovlivnén jak genetickymi, tak vnéj§imi faktory pfi ristu

potravin (5).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fenolické slou¢eniny
Fenolické latky nebo také polyfenoly patii do skupiny pfirodnich latek, které jsou bézné
pfitomny V potravinach. Tyto latky vznikaji jako sekundérni metabolity rostlin. Je znamo,
ze metabolismus rostlin je rozdélen na primarni a sekundarni. Metabolismus primarni zahrnuje
metabolické drahy, které jsou potiebné k preziti rostliny. Spadd sem biosyntéza, pieména
bilkovin, nukleovych kyselin, sacharidi a lipidi. Metabolismus sekundarni je podminén
metabolismem primarnim, protoZze sekundarni metabolity vznikaji pfeménou metabolitt
primarnich, coz je zobrazeno na obrazku 1. Sekundarni metabolity slouzi v rostliné

jako obranné latky proti bylozravctim ¢i riznym skadcum (6) (7).
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Obrazek 1: Vztah mezi primarnim a sekundarnim metabolismem rostlin (7).



Spoleénym charakteristickym rysem fenolickych sloucenin je piitomnost alespon
jednoho aromatického jadra, substituovaného hydroxylovou skupinou. DalSim spole¢nym
znakem je vazba na jiné molekuly a to bud’ na sacharidy, nebo bilkoviny. Nicméng¢, je to méné

Casté, ale v rostlinach se mohou vyskytovat i volné slouceniny (8).

2.1.1 Déleni fenolickych sloucenin

Fenolické latky mohou byt fazeny do riznych tfid v zavislosti na po¢tu aromatickych
kruht a substituentl vazanych na tato jadra. Slouceniny mohou byt klasifikovany na zakladé
poctu uhlikt ve struktufe (Tab. 1). Polyfenoly dale mohou byt déleny podle charakteru latek,
na flavonoidni (pf. flavony, flavonoly, flavanoly) a neflavonoidni (pt. fenolové kyseliny a jejich
derivaty) (7) (9). Hlavnimi skupinami fenolickych latek jsou flavonoidy, fenolové kyseliny,
stilbeny a lignany (10).

Tabulka 1: Déleni latek na zakladé poctu uhlikii ve sloucening (3) (7).

Skupiny latek Zakladni skelet
Fenoly, Benzochinony Ce
Kyseliny fenolové Ce—C1
Kyseliny fenyloctové, Acetofenony, Ce—Co
Kyseliny skoficové, Fenylpropeny, Ce—Cs
Kumariny, Isokumariny, Chromony

Naftochinony Ce—Ca
Xanthony Ce—C1—Cs
Stilbeny, Anthrachinony Ce—Co—Ce
Flavoniody, Isoflavonoidy Ce—C3—Ces
Lignany, Neolignany (Ce —C3)s
Biflavonoidy (Cs — C3—Ce)2
Ligniny (Ce — Ca)n
Flavolany (Ce—C3—Cen

2.1.1.1 Flavonoidy

Doposud je znamo vice jak 8000 polyfenolickych sloucenin, z toho vice jak 4000
struktur patii mezi rostlinné flavonoidy, latky jsou zodpovédné za barevnost kvéta, ploda
a listl. Z chemického hlediska se jedna o latky s obecnou strukturou Ce — C3 — Ce. Latky
obsahuji ve své struktufe dvé aromatickd jadra spojend uhlikatym fetézcem se 3 uhliky.

Tti uhlikovy fetézec tvoii uzavieny pyranovy kruh (C) sjednim z benzenovych jader (A),



coz je ukdzano na obrazku 3. Flavonoidy jsou déleny do 6 podskupin v zavislosti na oxida¢nim
stavu pyranového kruhu.

Patii sem flavonoly, flavony, flavanony, isoflavony, anthokyanidiny a flavanoly (11).
Flavonoidy jsou odvozeny od 2H-chromenu (Obr. 2), ktery je substituovany fenylovou

skupinou (B) v poloze C2, vznikla slou¢enina se nazyva flavan (Obr. 3) (12) (13).

e OO

Obrazek 2: 2H-chromen. Obrazek 3: Flavan.

Flavonoly
Z flavonoidli patii flavonoly k nejrozsifenéjsim
latkhm v rostlindich. Jsou to bezbarvé molekuly,

které se hromadi v listech rostlin, jejich biosyntéza je

stimulovana pfedevSim svétlem. Zajimavosti je, Ze rozdily
Vv koncentraci latky mohou existovat v ovoci ze stejného
stromu, to je disledkem riizné expozice sluneéniho svétla ~ Obrazek 4f:IZz’1klacIln1’ struktura
(14). Mezi bézné flavonoly se zakladni strukturou Avonot

robrazenou na obrazku 4 patii quercetin a miricetin.

Flavony
Flavony (Obr. 5) maji dvojnou vazbu mezi C2 a C3,

jsou obecné¢ méné zastoupeny nez flavonoly. Mezi hlavni

O

Obrazek 5: Zakladni struktura
flavonu.

zastupce patii apigenin a luteolin.



Flavanony

Flavanony jsou charakteristické svym nasycenym tii
uhlikovym fetézcem (Obr. 6). Obvykle jsou glykosilovany
disacharidy na uhliku C7. Latky jsou pfitomny ve velkych
koncentracich v citrusovych plodech, kde zptisobuji hotkou
chut. Hlavni aglykony jsou naringenin v grapefruitech,

hesperetin v pomeranéich a eryodictyol v citronech (10).

Isoflavony

VétSina flavonoidi mé aromaticky kruh B véazany
v poloze C2 (Obr. 3), zatimco isoflavony maji aromaticky kruh
navazany v poloze C3 (Obr. 7). I kdyz latky nejsou steroidy,
maji podobnou strukturu. Jsou schopny vazat estrogeny a jsou
klasifikovany jako fytoestrogeny. Hlavni molekuly isoflavont
jsou genistein, daidzein a glycitein. V potravé jsou tyto latky
pfitomny vyhradné v luSténinach. Mohou byt vazany jako
aglykony, glykosidy, acetylglukosidy nebo malonylglukosidy.
Isoflavony jsou citlivé na teplo a casto hydrolyzuji béhem

zpracovani a skladovani (15).

Anthokyany

Anthokyany (Obr. 8) jsou ve vodé rozpustna barviva,
zodpovédna za Cervené, modré a fialové zbarveni kvéti a plodi.
Vyskytuji se predevsim jako glykosidy, respektive ve formé
aglykonu nazyvané anthokianidiny. Nejcast¢ji vazanymi cukry
v poloze C3 jsou glukdza, galaktoza, xyloza, arabinodza,
fruktéza a vpoloze C3 a C5 se vazi disacharidy. Mezi
vyznamné anthokianidiny patii Kyanidin, pelargonidin,

peonidin, delfinin, petunidin a malvidin (16) (17).

Obrazek 6: Zakladni struktura
flavanonu.

Obrazek 7: Zakladni
struktura isoflavonu.

Obrazek 8: Zakladni
struktura anthokyanu.



Flavanoly

Flavanoly nebo flavan-3-oly obsahuji nasyceny tii
uhlikovy fetézec s hydroxylovou skupinou v poloze C3 (Obr. O
9). Latky existuji bud’ jako monomerni nebo polymerni formy O °
(proanthokianidiny a taniny). Na rozdil od jinych t¥id OH
flavonoidl, flavanoly nejsou v potravinach glykosilované. Obrazek 9 zakladni struktura
Mezi zéastupce patii katechiny, epikatechiny vyskytuji se flavanolu.
zejména v ovoci, zatimco galokatechiny, epigalokatechiny

a epigallokatechin gallaty se vyskytuji v ¢aji (10).

2.1.1.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny patii mezi jedny z hlavnich tfid polyfenolickych sloucenin, tyto latky
jsou velmi rozsifené v potravinach rostlinného pivodu. Kyseliny se fadi mezi neflavonoidni
polyfenolické slouceniny a jsou déleny do dvou skupin. Derivaty kyseliny benzoové s uhlikatou
kostrou Ce — C1 a derivaty kyseliny skoficové s uhlikatou kostrou Ces — Cs, tyto derivaty
se od sebe 1isi polohou svych hydroxylovych a methoxylovych skupin na aromatickém kruhu
(18).

Fenolové kyseliny se ¢asto vyskytuji v ovoci a zeleniné ve formé volnych fenolickych
kyselin, zatimco zrnicka a semena obsahuji fenolické kyseliny vazané. Tyto kyseliny mohou
byt uvolnény bazickou, ¢i alkalickou hydrolyzou (12). Mezi derivaty kyseliny benzoové patii
kyselina salicylova, p-hydroxybenzoova, vanillova, syringova, protokatechova, gallova,
gentisova a veratrova (Obr. 10) (19). Kyselina gallova a protokatechova se vyskytuje velmi
malo v rostlinnych produktech konzumovanych ¢lovékem. A to je divodem toho, Ze nejsou
povazovany za nutricné zajimavé latky. Obsah kyselin je obecné velmi nizky, avSak existuji
vyjimky, kde se tyto latky mohou nachazet. Ptikladem jsou ostruziny, které obsahuji do 270
mg/kg. U derivati kyseliny benzoové se predpokladaji protinadorové a antioxidacni ucinky

(10).

Mezi derivaty kyseliny skoficové se tfadi o-kumarova, m-kumarova, p-kumarova,
ferulova, sinapova a kavova kyselina (Obr. 11). Kyseliny se ziidkakdy vyskytuji ve volné
form¢, vazané kyseliny jsou Casto glykosilovany derivaty estert kyseliny chinové, Sikimové

avinné. Kyselina kavova s kyselinou chinovou tvofi chlorogenové kyseliny, které se hojné



vyskytuji vovoci a kave. Dalsimi pfibuznymi slou¢eninami kyseliny chlorogenové jsou
kyseliny neochlorogenové, kryptochlorogenové, isochlorogenové, 3-p-kumaroylchinové a 3-
feruloylchinova. Kyselina kdvova je jedna z nejrozsifenéjSich fenolickych kyselin. Ester
kyseliny kavové s kyselinou 2-hydroxy-3-(3,4-dihydroxyfenyl)-propionovou tvoii kyselinu
rosmarinovou. Kyselina skoficova a jeji derivaty jsou pfitomny v ovoci, nicméné nejvetsi
koncentrace jsou pfitomny ve vné&jSich ¢astech zralého ovoce. Kyselina ferulova se obvykle
vyskytuje v obilnych produktech (pi. ryze) (10) (20).

Derivaty kyseliny skotficové snizuji srazlivost krve, poskytuji inhibi¢ni aktivitu proti
enzymim — tripsinu, ktery zpusobuje pankreatitidu. Vyznacuji se svymi protinddorovymi
ucinky a jsou prevenci proti autoimunitnim onemocnénim (21). Fenolické kyseliny jsou

rrrrr

antikarcinogenni a prolifera¢ni ucinky (18).

Kyselina R! R? R3 R*
Salicylova OH H H H
p-hydroxybenzoova H H OH H
vanillova H | OCHs OH H
syringova H | OCH3 OH OCHs
protokatechova H OH OH H
gallova H OH OH OH
gentisova OH H OH H
veratrova H | OCHs | OCHs H
Obrazek 10: Strukturni vzorce derivati kyseliny benzoové.
Kyselina R? R? R3 R*
0-kumarova OH H H H
m-kumarova H OH H H
p-kumarova H H OH H
ferulova H OCHs | OH H
sinapova H OCHs | OH | OCH3s
kavova H OH OH H

Obrazek 11: Strukturni vzorce derivati kyseliny skoticové.



Mezi derivaty fenolovych kyselin patii také estery (depsidy) s kyselinou jable¢nou (p-
kumaroyl-, kaffeoyl-), kyselinou vinnou (vanilloyl-), cholinestery fenolovych kyselin
tzv. sinapiny. Ty jsou charakteristické svoji hotkou a sviravou chuti. Dale sem fadime amidy
fenolovych kyseliny. Nejznaméj$imi skupinami polyfenolickych amida jsou avenanthramidy
(Obr. 12). Latky vyskytujici se v ovsu. Kapsaicinoidy - kapsaicin (Obr. 13) nachazejici
se v paprice jsou odpovédny za ostrost chilli papricek (12).

HO
@]
R
N
HO O] OH

Obrazek 12: Struktura avenanthramidu (R = H, Avenanthramid A; R = OCHgs, Avenanthramid B; R =
OH, Avenanthramid C).

(|3H3 O
o) = CH;
:@ANHM\{
CH
HO 3
Obrazek 13: Struktura kapsaicinu.

2.1.1.3 Stilbeny

Zakladni strukturou stilbent je 1,2—difenylethen, Ce—C>—Cs. Stilbeny se svoji strukturou
podobaji flavonoidim. V lidské potravé jsou =zastoupeny v malém mnozstvi. Bylo
identifikovano vice nez 70 druht rostlin, v€etné hroznti, bobuli a arasidi, jez obsahuji tyto

slouceniny (10).
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Obrazek 14: Cis (A) a trans (B) forma resveratrolu.

Nejznaméjsi a nejhojnéji zastoupenou slouceninou této skupiny je resveratrol, ve své
struktufe obsahuje 3 hydroxylové skupiny, nazyva se 3,4",5-trihydroxystilben (Obr. 14).
Stilbeny se mohou vyskytovat volné nebo vazané ve formé glykosidu. V rostlinach se vyskytuje
glukosid resveratrolu, piceid, kde B—glukosylova skupina je vazana v poloze 3. Mozné navazani
skupiny je i v poloze 4" za vzniku resveratrolosidu. V rostlinach se vyskytuji i oligomery

resveratrolu, napt. dimer e-viniferin a trimer a-viniferin (Obr. 15).

A B

Obrazek 15: Struktura dimeru e-viniferinu (A) a trimeru a-viniferinu (B)



Rostliny produkuji tyto latky jako sekundarni metabolity, které je chrani vici Skodlivym
patogeniim, nebo pii vystavovani rostlin stresovym podminkam (poskozeni rostliny). Jeden
Z obrannych mechanismii buniky je tvorba fytoalexinii, ty se zacinaji tvofit vV misté poSkozeni,
kde také dochazi k jejich akumulaci. Nejvétsi koncentrace resveratrolu v rostling je po 24 -96
hodinach od poskozeni ¢i vystaveni rostliny stresovym podminkam, poté dochazi k poklesu
stilbenu az na ptivodni koncentraci. Stilbeny jsou v rostlinach pfitomny ve dvou izomernich
formach, cis a trans. lzomerni formy jsou odlisné svymi biologickymi G¢inky. V rostlinach
je pfitomna smés téchto izomerd, ale obvykle pfevazuje trans forma. UV zafenim dochazi

k izomeraci trans formy na cis formu (3) (5) (9).

Zvl1asté bohatym zdrojem resveratrolu jsou slupky ¢ervenych hroznt (1). U Cervenych
a bilych vin jsou velké rozdily v koncentracich resveratrolu, to je dano odridami hrozna.
Cervena vina obsahuji 2 — 6 mg-I, zatimco vina bila obsahuji 0,2 — 0,8 mg-It. Mezi bézné
konzumované potraviny s vysokym obsahem resveratrolu fadime naptiklad ¢ekanku, brokolici,

¢ervené zeli, cibuli, papriku (Tab. 2) (5) (22).

Tabulka 2: Obsah resveratrolu v potravinach.

Rostlina Obsah resveratrolu Mnozstvi potraviny [Kg]
[mg-kg?] obsahujici 1 mg resveratrolu

Cervené zeli 2,4 0,4
Brokolice 1,8 0,6
Cekanka 1,0 1,0
Cervena fepa 1,8 0,6
Cibule Zluta 15 0,7
Podzemnice olejna 1,9 0,5

Resveratrol je latkou Spatné rozpustnou ve vod€. Velmi dobrym rozpoustédlem
resveratrolu je alkohol, tedy i alkohol ve ving. Stilbeny se také podili na vlastnostech vina,

dodavaji jim urcitou barvu a hofrkost.

Stilbeny jsou spojovany s pozitivnimi ucinky na lidské zdravi. Snizuji riziko
kardiovaskularnich, karcinogennich onemocnéni, maji za nasledek pokles hladiny LDL—

cholesterolu a jsou prevenci proti ateroskleroze (15) (23) (24).
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2.1.1.4 Lignany
Lignany tvoii skupinu neflavonoidnich latek, které se strukturné vyznacuji spojenim

dvou fenylpropanovych jednotek, vazbou v B—pozici na propanovém fetézci (obrazek 16).

Obrazek 16: Zakladni struktura lignanu.

Lignany jsou produkovany oxida¢ni dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek. Jsou-
li fenylpropanové jednotky spojené dalSim uhlikem, fadi se do tfidy neolignant. Lignany

zahrnuji mnoho slou¢enin s podobnou zakladni strukturou, ale jinou substituci (13). Latky jsou

ey e

Vyznam lighant pro lidské zdravi je pfedevsim kvili metabolismu stfevni mikroflory,
Ktera se stara o deglykosylaci. Tato metabolizace vede ke vzniku molekul aktivitou podobnych
estrogenu. Lignany mtizeme fadit mezi fytoestrogeny. Tyto aktivni metabolity jsou nazyvany
jako sav¢i lignany, tedy aglykony enterodiol a enterolakton, formovany z secoisolariciresinolu
a lariciresinolu. Studie provadéné na zviratech, ktera dostavala stravu bohatou na lignany,
ukazaly svoji ptitomnost molekul v nizkych koncentracich v séru (11). To naznacuje, ze latky
mohou byt absorbovany stfevy. Tyto molekuly vykazuji ucinky, jak in vivo, tak in vitro,

inhibuji angiogenezi, redukuji cukrovku a potlacuji riist nadoru.

NejbohatsSim zdrojem lignani je Inéné seminko, které obsahuje predevSim
secoisolariciresinol, ale také lariciresinol, pinoresinol a matairesinol (Obr. 17). Lnéné seminko
obsahuje az 3,7 g secoisolariciresinolu v kilogramu. Dalsim dilezitym zdrojem lignant je cela
fada seminek (pf. sezamova), také Cerny cCaj, kava, ovoce a zelenina. AvSak koncentrace

u zminénych potravin je 100-1000 krat niz§i nez u Inéného seminka (25).
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Obrazek 17: Struktury secoisolariciresinolu (A), lariciresinolu (B), pinoresinolu (C), matairesinol

(D).

2.1.1.5 Dalsi fenolické slouceniny
Taniny

Taniny jsou fenolické slouceniny se stfedni aZ vysokou molekulovou hmotnosti (500-
3000D) a mohou byt rozdéleny do dvou skupin: hydrolyzovatelné a nehydrolyzovatelné
(kondenzované taniny). K dispozici je 1 tfeti skupina latek — phlorotaniny, vyskytujici
se Vv hnédych motskych tasdch. Ty ovSem nejsou béZné konzumované cloveékem.
Hydrolyzovatelné taniny majici centrum tvofené glukosou ¢i vicesytnym alkoholem,
jsou castecné nebo Uplné esterifikovany kyselinou gallovou a tvoii gallotaniny ¢i ellagitaniny.
Vzniklé metabolity jsou snadno hydrolyzovany kyselinami, bazemi nebo enzymy. Nicméné
mohou také oxidativné kondenzovat a tvofit polymery s vysokou molekulovou hmotnosti.
Nejznaméjsi hydrolyzovatelny tanin je kyselina tiislova (Obr. 18), coz je gallotanin sestavajici
se z molekuly pentagalloyl glukosy, které mohou byt dale esterifikovany péti molekulami

kyseliny gallové (7).
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Obrazek 18: Struktura kyseliny tfislové.

Kondenzované taniny jsou polymery katechinu a/nebo leukoanthokyanidinu. Patfi mezi
nehydrolyzovatelné latky (Obr. 19). Predstavuji hlavni fenolické frakce zodpovédné za trpkost
potravin. Termin kondenzované taniny je neustale pouzivan, ale chemicky spravngjsi termin
je proanthokyanidin. Latky jsou polymerni flavonoidy a tvofi anthokyanidinové pigmenty.
Mezi studované latky patfi proanthokyanidin, zalozeny na flavan-3-ol-epikatechinu
a katechinu. Antioxida¢ni aktivita byla podstatné niz$i nez aktivita flavonoidt, avsak nedavné

vyzkumy ukazaly, ze antioxida¢ni aktivita souvisi se stupném polymerace (7) (26).

OH

OH
‘e
70H

OH OH

Obrazek 19: Chemické struktury hydrolyzovatelného taninu — casuarictin (A) a kondenzovaného
taninu — proanthocyanidinu (B).
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Ligniny

Ligniny jsou latky, které zpusobuji zdfevnaténi stén bunék a plisobi, jako zpeviujici
material. Zminované fenoly se Vv potravinach pouzivaji jako vonné latky, mohou vznikat
pfi zpracovani potravin. Tyto sekundérni latky vznikaji piisobenim mikroorganismi na lignin
nebo fenolové kyseliny. Pyrolyzou ligninu vzniké guajakol a ten je zndmy tim, Ze se do uzenych
potravin dostava jako slozka kouie. Tyto slozky stabilizuji barvu, slouzi jako konzervacni
prostiedek a dodavaji vyrobkim aroma. Dale se lignin uplatituje pii vyrobé whisky,

kdy dochazi k vyluhovani ligninu z dubovych sudii alkoholem, ethanolem (3).

Jednoduché fenoly

Jednoduché fenoly jsou latky odvozené od fenolu a vyskytuji se jako slozky silic.
Nejznaméjsimi slou¢eninami jsou latky karvakrol a thymol, jeZ se nachazi v tymianové silici.
Latka eugenol je hlavni slozkou v hiebi¢kové silici. Isoeugenol je obsazen v silici bazalky

a fada dalsich vonnych silic je odvozena od 2—methoxyfenolu (guajakolu) (Obr. 20) (3).

OH HOD\/\ OH
o
~
? \CHQ ©/ CH3
CHj
C

A B

Obrazek 20: Struktura fenolu (A), eugenolu (B) a guajakolu (C).

2.1.2 Vitamin E

Vitamin E je souhrnné pojmenovani pfirodnich sloucenin, tokoferolt, tokotrienolti
a formalné patii mezi fenolické latky. Je to svétle zluta olejovita latka, rozpustna v tucich,
nerozpustnad ve vod¢. Pfirodni vitamin E se sklada z osmi rtznych forem a, B, y, 6 —

tokoferolu (Obr. 21) a a, B, y, 6 — tokotrienolu (Obr. 22).

Slouceniny na obrdzcich 21 a 22 obsahuji chromanovy kruh Sriznou polohou
methylové a hydroxylové skupiny, ktera poskytuje vodikovy atom ke snizeni volnych radikali.
Postranni fetézec umoznuje pronikani do biologickych membran. Tokotrienoly mayji

nenasycené isoprenoidni postranni fetézce S jednim chirdlnim centrem na 2C chromanového
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kruhu, zatimco tokoferoly obsahuji trimethyltridecylovy zbytek se tfemi chiralnimi centry (2C
chromanového kruhu, 4 a 8 C v fetézci). Nejrozsifenéjsim a nejaktivnéjsim tokoferolem je RRR

— o — Tokoferol (27) (28).

CHy

CH3

CHy

CHy

C D

Obrazek 21: Struktura o — tokoferolu (A), B — tokoferolu (B), y — tokoferolu (C), & — tokoferolu (D).

R! R?
a -CHs -CH3
B -CHs -H
Y -H -CHs
o -H -H

Obrazek 22: Obecna struktura tokotrienolu.

Vitamin E byl objeven v roce 1922 pfi pokusech na krysach. KdyZ krysy dostavaly
krmivo postradajici vitamin E (a-tokoferol), staly se neplodné. Poté jim bylo podavano krmivo
obsahujici vitamin E (olej z obilnych kli¢ki) a krysy se staly opét plodnymi. V roce 1924 dostal
vitamin svlij ndzev a vyznacoval se tim, Ze podporoval plodnost. Tokoferol pochazi z feckého
nazvu, tokos = porod, phero = nést a ol = zakonceni indikujici alkoholové vlastnosti. Obrazek
23 ukazuje klicové objevy na vitaminu E, které urcuji hlavni sméry vyzkumu. Hlavni objevy

na vitaminu E byly provadény jiz pied vice jak devadesati lety Evansem a Bishopem (29).
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Chemical structure
Antioxidant activity

Disease preventing activity

Transport and metabolism

Modulation of signal transduction

Tocopherol transfer protein/AVED
Modulation of gene expression
Tocopheryl phosphate

Obrazek 23: Hlavni objevy vitaminu E (29).

2.1.2.1 Vyskyt a viastnosti vitaminu

Rizné formy tokoferolu se nachazi jak v rostlinnych, tak Zivocisnych potravinach.
Obecné plati, ze zivo¢isné zdroje jsou omezené (maslo, vajecny Zloutek, jatra). Tokoferoly jsou
vyhradné syntetizovany fotosyntetickymi organismy, zejména vyssimi rostlinami. Vyznamné
mnozstvi latek se nachazi v zelenych tkanich, avSak pievazna cast se vyskytuje v semenech

(zejména y — tokoferol). Nejvétsim zdrojem vitaminu E je zelenina, seminka, oleje.

Olejové slozky zrniek, seminek a ofech obsahuji tokoferol. Ochranna slupka,
¢i zarodek je ¢ast nejbohatsi na vitamin E, jenz se snadno muze ztratit mletim mouky nebo
zjemnovanim zrn. Pokud ma byt vitamin E zachovan, musi dochazet k extrakci oleje z ofechi
a semen piirodni cestou, tzn. lisovdnim za studena. Obsah vitaminu E ve vétSin€ potravin
souvisi s obsahem kyseliny linolové a linoleové, jednéch z nejvice rozsifenych mastnych
kyselin. Obsah a—tokoferolu se u riznych potravin a oleji lisi. Jeden z nejlepSich zdroji o—
tokoferolu je svétlicovy, olivovy a slunecnicovy olej. Kukufi¢ny olej obsahuje zejména y—
tokoferol, olej ziskany ze s6jovych bobti obsahuje predevsim 6-tokoferol. Tyto tokoferoly jsou
také soucasti palmového oleje, vyznamné mnozstvi nalezneme i V ryzovych a ovesnych

otrubach viz tabulka 3.
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Tabulka 3: Obsah jednotlivych tokoferolt a tokotrienold v cerealiich a olejich (mg-kg?), pievzato z (3).

Vitamin P3enice | Zito Je¢men | Oves Kukuii | Ryze Proso | Olgj Repko-
-ce klickt | vy olej
pSenice
a—tokoferol 9,7-14,0 | 8,0-16,0 | 3,7-116 | 4,3-89 | 0,2-221 | 0,6-7,5 0,8 1328 300
B—tokoferol 3,9-7,0 2,2-4,0 0,2-0,7 0,6-0,9 0,4 0,7 0,5 505 -
y—tokoferol - 6,0 0,2-12,9 0,9 17,5-56 0,8-4,0 23,3 112 481
5-tokoferol - - 0,1-0,9 - 0,3-38 | 0,2-05 6,1 51 29
a—tokotrienol 2,4-5,0 12,5-15 13-36 11-25,2 0,3-2,6 1,0-4,1 <0,2 40 <10
B—tokotrienol 19-33 7,0-11,8 | 2,7-14,3 | 0,9-3,3 - <0,2 - 140 -
y—tokotrienol - <0,2 3,6-8,4 0,2 3,3-9,9 2,0-9,5 0,7 - -
6-tokotrienol - 0,7-39 0,2 - 0,2-0,7 - - -
celkem 35-39 32-44 31-80 19-38 22-94 4-27 31,6 2180 820

V rostlinach bylo popsano nckolik dilezitych funkci vitaminu E. A to prevence

neenzymatické oxidace lipidi v pribéhu kli¢eni a rdstu rostliny, schopnosti vitaminu branit

W

se fotooxida¢nimu stresu a pfizpisobeni rostliny nizsi teploté. Mezi potraviny obsahujici vétsi

mnozstvi vitaminu E patii sdjové boby, rostlinné oleje, hrasek, Spenét, chiest a okurka a dalsi

potraviny zminéné v tabulce 4 (30).

Tabulka 4: Priklad potravin obsahujicich vitamin E (3).

Potravina mg-kg?
maso 25-7,7
jatra 4,0-140
mléko 0,2-1,2
maslo 10,0-50,0
syry 3,0-35
vejce 5,0-30,0
ryby 4,0 -80,0
ryze 04-45
s6jové boby 2,7-13,0
jablko 18-74
Spenat 16,0 - 25,0
vlaSské otechy 35,4

Jiz dfive bylo objeveno, ze vitamin E brani oxidaci lipidd. Probihaly i biochemické

studie antioxidac¢ni aktivity vitaminu E. Dnes je zndmo, Ze a-tokoferol patii mezi nejrozsifen;jsi

formy vitaminu E. o—tokoferol je z latek povazovan za nejuéinnéjsi, zatimco B-tokoferol
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je prokazatelny 50% aktivitou o—tokoferolu, y—tokoferol okolo 10% a &-tokoferol asi 3%
aktivitou o-tokoferolu (3). Avsak velkou pozornost pfitahuje také y-tokoferol, kdy bylo
zjisténo, Ze jeho antioxida¢ni aktivita u rakoviny tlustého stfeva je vétsi nez u a—tokoferolu
(31). Nasledujici tabulka poskytuje data biologické a antioxida¢ni aktivity ruznych forem
tokoferolt. Z tabulky 5 je patrno, ze a-tokoferol ma nejvyssi biologickou aktivitu a nizsi

antioxidac¢ni aktivitu, zatimco y—tokoferol a 6-tokoferol maji vyssi antioxida¢ni aktivitu (32).

Tabulka 5: Biologicka a antioxida¢ni aktivita riznych forem tokoferoli (32).

Kind of Tocopheral Biological Activity | Anticwidant Activity

S ___{IEJ’FE]_ | (d-A!pha-Tﬂc_= 100} !

di-Alpha-Tecopheral acet, 1 0
}ﬁlp_haﬁmerai acet. | 4136 | 0 “
ﬁﬁ.lpha—hﬂuph@ml 1.1 100 |
| d-Alpha-Tocopherol 149 | 100 _"_‘l
L I R I —
| d-Gamma-Tocopheral 015 200 |
1

300-500

11U je definovana jako 1 mg syntetického D,L— a-tokoferol-acetatu. Tokoferoly
jsou stabilni v kyselém prostiedi, zatimco Vv alkalickém prostiedi nad 40°C se rozkladaji.
Slouceniny ve formé esterd jsou stabilnéj$i vuci oxidaci. Avsak stabilita vic¢i oxidaci klesa
s rostoucim poctem methylovych skupin ve slouceniné. Vitamin E ztraci svoji aktivitu

vzdu$nym kyslikem, piisobenim UV zéfeni a primyslovym zpracovanim oleju (29) (33) (34).

2.1.2.2 Piijem, transport a distribuce vitaminu

Primérna koncentrace a—tokoferolu v plazmé je okolo 23,2 pM, hodnota pod 11,6 M
je povazovana jako deficitni. Koncentrace o — tokoferolu je 10-100 krat vyssi nez koncentrace
y-tokoferolu (2,5 pM) a 6-tokoferolu (0,3 pM). Nejvyssi obsah o—tokoferolu se nachazi
Vv tukovych tkanich (150 uM/g tkan¢€) a nadledvinkach (132 pM/g tkan¢). Organy jako jatra,
srdce, ledviny obsahuji 7-40 uM a—tokoferolu na gram tkané€. Rozdilnd mnozstvi tokoferoli
v tkanich naznacuji tkéanové specifické mechanismy pro transport tokoferoll. Pfijem
a distribuce tokotrienolit v lidském téle neni pfiili§ efektivni, koncentrace v plasm¢ byva

pod 1 uM. Nicméné studie ukazaly, ze dostate¢né mnozstvi tokotrienolti se muze piijmout
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formou vitaminovych doplnkt a utvaret tak neuroprotektivni funkce mozku. Bylo popsano
nékolik proteintl, které mohou vazat tokoferoly. Tokoferoly vdzané na protein zvySuji sviij
transport do mitochondrii az 10 krat. Mezi lidské proteiny vazici o — tokoferol patii o — TTP
a albuminu blizky protein afamin, pfitomny v mozkomisni tekutiné. Kromé vitaminu E,

proteiny vazi i jiné ptirodni latky (skvalen) s relativné vysokou afinitou (29).

Nadbytek a—tokoferolu, ostatnich tokoferol a analogy tokotrienoli jsou metabolizo—
vany pied exkreci. To naznacuje, Ze organismus udrzuje spravnou hladinu vitaminu E selektivni
retenci uréittho mnozstvi a-tokoferolu a specifickym metabolismem dalSich tokoferolt
a tokotrienolti. Vitamin E je z potravy vstiebavan pomoci enterocytti, bun¢k sliznice stieva.
Nasycené mastné kyseliny triacylglyceridii se stfedné dlouhymi fetézci podporuji vstiebavani
tohoto vitaminu. Mezi hlavni metabolity a-tokoferolu patii kyselina tokoferova a gama-
laktoglukuronid. Né¢které metabolity tokoferolt mohou pusobit jako bioaktivni slouceniny

a jsou schopné zachycovat reaktivni formy kysliku a dusiku. Mohou se na n¢ navazat a ménit

tak jejich aktivitu (29) (35).

2.1.2.3 Funkce vitaminu

Primérni funkce vitaminu E je antioxidace, coZ je v soucasné dob¢ velmi dileZité.
Vitamin E snizuje oxidaci lipidovych membran a nenasycenych mastnych kyselin, navic
zabraiiuje odbouravani zivin kyslikem. Ochranné, nutricni a antioxidacni vlastnosti
jsou tvofeny a podporovany dal$imi vitaminy, ptikladem je vitamin C a betakaroten. Oxidace
tukovych molekul v lidském téle, zejména polynenasycenych a oxidovatelnych tukti zpisobuje
vznik volnych radikalti. Vzniklé nestabilni molekuly mohou zpisobit bunééné a tkanové
poskozeni, coz vede az k chronickym zanétim. Volné radikaly vznikaji z chemickych reakci
odehrévajici se v lidském téle a jsou zdkladem mnoha nemoci. Vitamin E mlze chranit tkdné
ptfed oxidaci a volnymi radikély. Bez vitaminu E jsou bunééné membrany, aktivni enzymova
mista a DNA méné chranény pied poSkozenim volnymi radikdly. Pfispiva ke stabilizaci
bunécné membrany, chrani tkané ktize, oci, jater, prsu a varlat, jez jSou nachylné;jsi na oxidaci.
Chrani také plice pred oxidativnim poSkozenim latek z Zivotniho prostfedi. Vitamin E poméaha

udrzovat aktivitu vitaminu A, ktery je taktéz rozpustny v tucich (36).

Kli¢ovou roli vitaminu E je modifikace a stabilizace hladiny tukd v krvi, dale ma

protisrazlivé ucinky a chrani membrany cervenych krvinek pfed oxida¢nim poSkozenim.
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Vzhledem Kktomu, ze pomaha zlepSovat odolnost a vytrvalost snizuje 1 rizika
kardiovaskularnich onemocnéni. I kdyz vitamin E byl z prvopocatku povazovan za vitamin
podporujici plodnost, nejsou znamy zadné dikazy o tom, ze by to tak bylo. Tento fakt muize
Vitamin E je ndpomocny pfi prevenci aterosklerdzy, kdy jeho antioxidac¢ni G€inky snizuji
tvorbu trombinu a snizuji vznik krevnich srazenin. Vitamin A a E pomadhaji snizit hladinu
cholesterolu. Vitamin E se pouziva pii 1€¢bé koznich onemocnénich, vieda, popalenin nebo
na suchou pokozku. Vitamin se vyuziva k posileni imunity pifi virovych onemocnénich,
pii prevenci ocnich (zeleny zdkal), ledvinovych, jaternich, svalovych, nadorovych

¢i neuromuskularnich onemocnénich (29) (37).

Doporucena denni davka vitaminu E je v rozmezi 8 az 10 mg na den pro dospélého
¢loveéka. Vitamin neni pfilis toxicky, protoze nadmérny pfijem je vylu¢ovan moci, stolici. Také
Zpusobuje snizeni poctu ¢ervenych krvinek a neni doporucovan osobadm s vysokym krevnim
tlakem. Nedostatecné mnozstvi vitaminu je spojovano S poruchami vstfebavani tuku,

s neurologickymi potiZzemi a se snizenou obranyschopnosti organismu (36).

2.1.3 Vyskyt fenolickych sloucenin v potravinach

Fenolické slouceniny jsou velmi rozsifené v rostlinnych potravinach a jejich denni
piijem by se mél pohybovat okolo 1 g (2). Kakao, brambory, raj¢ata, kapusta, brokolice, listova
zelenina, lusténiny a obiloviny patfi mezi potraviny bohaté na fenolické latky. Vysoka
koncentrace fenolickych latek, zejména anthokyanind, je také obsaZena v Cerveném ving,
bortivkach a jahodach. Rostlinnymi zdroji flavont je febfi¢ek, hefmanek, artyCok a tymian.
Flavanoly jsou obsazeny v ¢erném bezu, citrusové plody obsahuji flavanony a isoflavonoidy
se vyskytuji v soji. Bohatymi zdroji fenolickych latek je caj, jak zeleny, tak i Cerny,
jez obsahuje zejména flavanoly. Kava je dalsi vyznamnou potravinou obsahujici predev§im
kyselinu chlorogenovou, rozmaryn a meduiika obsahuji kyselinu rosmarynovou. Bobule
(brusinky, maliny, borGvky a dal$i) maji vysoky obsah fenolickych kyselin. Lignany
se vyskytuji ve Inéném seminku a zit€. Tabulka 6 ukazuje celkovy obsah fenolickych slouc¢enin

v bézn¢€ znamych potravinach (13) (18).
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Tabulka 6: Celkovy obsah fenolickych latek v potravinach (7).

Zdroj | Obsah fenolickych latek [mg/100 g vzorkul]
Obiloviny a lusténiny
So6jové boby 4,14
Oves 3,52
PSeni¢na mouka 1,84
Zelenina
Mrkev 0,68
Brokolice 0,88
Ruzickova kapusta 0,69
Zeli bilé 0,76
Zeli Cervené 1,86
Cekanka 0,92
Kapusta 1,36
Salat 1,07
Rajce 1,50
Porek 0,85
Spenat 1,12
Cibule, bila 2,69
Cibule, zluta 1,64
Cibule, ¢ervena 4,28
Bylinky a koreni
Bazalka 44,25
Chilli, zelené 1,07
Chilli, gervené 2,17
Koriandr 3,74
Cesnek 1,45
Zazvor 2,21
Mata 4.00
Pept, Cerny 16,00
Pepf, bily 8,00
Salotka 17,18
Tymian 16,46
Ovoce
Jablko, zelené 1,18
Jablko, ¢ervené 1,25
Bortivky 3,62
Visné, kyselé 1,56
Visné, sladké 0,79
Hrozny, ervené 2,13
Hrozny, bilé 1,84
Grep 8,93
Kiwi 7,91
Citron 8,43
Limeta 7,51
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Litchi 0,60
Nektarinka 0,38
Pomerané¢ 13,43
Broskev 0,53
Hruska 1,25
Ananas 0,94
Svestka 0,88
Pomelo 0,57
Granatové jablko 1,47
Maliny, cervené 3,42
Jahody 1,99
Ostruziny 6,70
Dalsi potraviny
Prazené kakaové boby 13,05
Kakaova hmota 9,94
Cokolada na peceni 3,49
Cervené vino 2,42
Caj, Gerny 0,62
Caj, zeleny 0,83
Kava 1,88

2.14 Chemickeé vlastnosti fenolickych sloucenin

Fenolické latky mohou tvofit stabilni radikaly. To je zpiisobeno interakci © elektront
benzenového jadra a hydroxylovou skupinou. Diky tomu se antioxidanty objevuji v riznych
oxidaénich procesech (3). Chemicka aktivita polyfenolt z hlediska jejich redukénich vilastnosti,
(donory vodiku), pfedpovida jejich potencial lapact volnych radikalti. Antioxidacni aktivita
je urCena reaktivitou vodiku ze slouceniny, strukturou vysledného antioxida¢niho radikalu,
delokalizaci neparového elektronu a reaktivitou s jinymi antioxidanty. Polyfenoly maji idealni
chemickou strukturu k zachyceni volnych radikala (38). Vyzkumy ukazaly, zZe reakce
zprostiedkovavajici oxidaci a vznik volnych radikdli jsou disledkem procest souvisejicimi
se starnutim a onemocnénim (rakovina, neurodegenerativni poruchy, onemocnéni srdce).
Antioxidacni obrana organismu vi¢i reaktivnim kyslikovym casticim (atomarni kysliky,
superoxidy, hydroxylové radikaly) vznika pii bunééném dychani a muze byt endogenni
(enzymatickd, neenzymatickd) nebo potravinového plivodu (vitaminy, flavonoidy). Pisobenim
radikali dochézi k oxidacnimu stresu buiiky, kdy celularni a extracelularni makromolekuly

mohou trpét oxida¢nim poskozenim. Tim dochazi k poskozeni tkan¢, ovlivnéni imunitni funkce
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bukky a vzniku vySe zminénych onemocnéni. ZvySeny piijem antioxidanti napomaha
K udrzovani rovnovahy mezi antioxidanty a oxidanty v organismech. Bylo prokazano,

ze polyfenolické slou¢eniny jsou zodpovédné za tyto protektivni ucinky (39) (40).

2.1.5 Metabolické drahy fenolickych slouc¢enin

Biologickd dostupnost latek je podil zivin vstfebatelnych, stravitelnych
a metabolizovanych pfirozenymi drahami. Biologickd dostupnost jednotlivych polyfenola
se lisi. Obecné plati, ze aglykony mohou byt sorbovany tenkym stfevem, avSak vétSina
polyfenolt je v rostlinach pfitomna ve forme esterd, glykosidl a polymert, které nemohou byt
sorbovany V této ptivodni form¢. Tudiz pfed sorpci musi dochézet k hydrolyze sloucenin
sttevnimi enzymy nebo stfevni mikroflorou. V pribéhu sorpce polyfenoltt dochazi k jejich
modifikaci, konjugaci se stfevnimu buikami a poté v jatrech k methylaci, sulfataci
a glukuronidaci. Formy vzniklych latek putujici do krve a ke tkanim. Vzniklé formy latek jsou
odlisné od téch, které se vyskytuji v potravinach a tim je velmi obtizné urcit jednotlivé

metabolity a jejich biologickou aktivitu (2) (41) (42).

Polyfenoly se liSi nejen svoji biologickou dostupnosti a aktivitou, ale také i mistem
sorpce. Nekteré latky jsou dobie absorbovatelné v gastro-intestinalnim traktu. Piikladem latek
existujicich v potravinach v glykosilované¢ formé jsou flavonoidy. VétSina glykosidi
je rezistentni vuci kyselé hydrolyze v zaludku. Tak se neporuSené latky dostavaji do stieva,
kde pisobi enzym laktaza, ten pfeménuje glykosidy a urcita ¢ast vzniklych aglykont mize byt
sorbovana. Glukosidy mohou byt transportovany do enterocytl glukosovym pienasecem

zavislym na sodnych iontech a poté hydrolyzovany cytosolickou p-glukosidasou (13) (43).

Proanthokyanidiny se lisi od vétsiny rostlinnych polyfenold tim, Zze tvofi polymerni
struktury s velkou molekulovou hmotnosti. Tyto znaky limituji jejich absorpci ptes stfevni
bariéru a oligomery vétSi nez trimery maji nepravdépodobnost absorpce v tenkém stieve.

Pii poziti kyseliny hydroxyskoficové ve volné formé dochazi ke vstiebavani tenkym
sttevem a ke konjugaci na flavonoidy. Avsak tyto slouCeniny jsou v pfirozené formé
Vv rostlinach esterifikované a to limituje jejich absorpci, protoze stievni sliznice, jatra a plazma
nemaji esterdzy schopné hydrolyzy. K hydrolyze dochazi mikroflorou tlustého stfeva.
Mikroflora hydrolyzuje glykosidy na aglykony a tyto aglykony jsou metabolizovany na riizné

aromatické kyseliny. Aglykony jsou rozdéleny otevienim heterocyklu v uréitém bodu,
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Vv zavislosti na chemickeé struktuie latky a tim mohou produkovat riizné kyseliny, které jsou dale

metabolizovany na derivaty kyseliny benzoové (11) (44) (45).

Metabolity polyfenolt cirkulujici v lidské krvi se vazi na proteiny, zejména na albumin
(primarni protein zodpovédny za vazbu a transport). Albumin sehrava tedy dulezitou roli
Vv biologické dostupnosti polyfenolti a afinita polyfenolti k albuminu zavisi na jejich struktuie.
Akumulace polyfenolt v tkanich je dilezitou fazi metabolismu latek, protoze zde dochazi
ke koncentraci a pusobeni polyfenolt. Vylu¢ovani polyfenoli i s derivaty nastava moci a zlugéi.
Rozsahlé konjugované metabolity jsou pravdépodobné vylucované zluci, zatimco malé
konjugaty jako monosulfaty jsou vyluCovany moci. Zdravi prospésné ucinky polyfenoll jsou
zavislé na pfijmu a jejich biologické dostupnosti. Na obrazku 24 je nakresleno a popsano

zjednodusené schéma metabolické piemény kyseliny kavové (46) (47) (48).
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Obrazek 24: Ukazka zjednoduseného schématu metabolické premény kyseliny kavové.

Fenolové kyseliny podléhaji dehydrogenacnim reakcim, z kyseliny kavové (I) vznikd kyselina
kumarova (II). Dale u kyseliny kavové v misté dvojné vazby dochazi k hydrogenaci a pfeméné
na 3,4-dihydroxyfenylpropionovou kyselinu (I11). Odbouravanim hydroxylovych skupin vznika
kyselina 2-hydroxybenzoova (V) a kyselina benzoova (VI), vzniklé kyseliny konjuguji s glycinem
za vzniku hydroxybenzoylglycinu (VIII) a benzoylglycinu (IX). Kyselina kdavova se muze také
metabolizovat na kyselinu ferulovou (IV) a ta ptechazi na kyselinu vanillovou (VII). Reakci kyseliny
vanillové s glycinem vznika vaniloylglycin (X) (46).
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2.1.6 VIiv fenolickych slouc¢enin na lidské zdravi

Vyzkumy opakované prokdzaly spojitost mezi prevenci chronickych onemocnéni
a konzumaci potravin bohatych na fenolické latky. Polyfenoly mohou piijimat elektron
za vzniku stabilni formy radikdlu a naruSovat tak oxidacni reakce probihajici v buiice.
Potraviny bohaté na zminované latky mohou navySovat antioxida¢ni kapacitu v plasmé
ptitomnosti redukujich fenolt a jejich metabolitti (49) (50). Spotfeba antioxidantl byla spojena
se snizujicim se poskozenim DNA. Polyfenoly chrani buiiky pfed oxida¢nim poSkozenim a tim
se i snizuje riziko spojené s degenerativnim poskozenim, jeZ je spojované s oxida¢nim stresem

buiiky (Obr. 25) (51) (52).
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Obrazek 25: Ochranné u¢inky polyfenolickych latek viéi nize zminénym onemocnénim (11).

Rada studii prokazala, Ze konzumace polyfenolickych latek sniZzuje riziko onemocnéni
srdce. Aterosklerdza je chronické, zanétlivé onemocnéni srdce, které vznika v 1ézich stiednich
tepen. Polyfenoly jsou silnymi inhibitory LDL (nizkodenzitni protein zodpovédny za ukladani
cholesterolu) a tento typ oxidace tizce souvisi s vyvojem aterosklerdzy. Latky maji protektivni
ucinky vici kardiovaskularnim onemocnénim, jsou protizanétlivé a zvySuji HDL
(vysokodenzitni lipoprotein uvoliujici cholesterol do jater) (53) (54). Velmi rozsifenym
polyfenolem vyskytujicim se v cibuli je Quercetin. Ukazalo se, ze je spojen s prevenci

vici koronarnimu onemocnéni srdce tim, ze inhibuje expresi metaloproteinazy (11).

U katechinii v ¢aji byla prokazana inhibice proliferace bunék hladkého svalstva
Vv arteridlni sténé, tento mechanismus milZze pfispét ke zpomaleni tvorby aterosklerozy.
Polyfenoly v ¢aji maji souvislost se snizovanim vysokého krevniho tlaku, coZ je pravdépodobné

zpusobeno jejich antioxida¢ni aktivitou. Daéle zdravi prospésné latky mohou mit
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antitrombotické G¢inky tim, Ze inhibuji agregaci krevnich desticek (55). Resveratrol je aktivni
latkou vyskytujici se ve vin€, ma prukaznou souvislost s kardiovaskularnim onemocnénim.
Je spojovan s tzv. francouzskym paradoxem, kde navzdory vysokému piijmu tuka a koufeni,
zde byl prokazan niz$i vyskyt onemocnéni srdce. Resveratrol inhibuje oxidaci ¢astic LDL
reakci s volnymi radikaly. Konzumace latek s vysokym obsahem polyfenolickych latek byla

spojena s niz§im rizikem vzniku infarktu (1).

Protektivni ucinek polyfenolickych latek na linii nadorovych bunék se nejcastéji
projevuje snizovanim poétu téchto bunék. Uginky latek byly zpozorovany jak v ustech,
zaludku, stfevech, jatrech ¢i kuzi. U quercetinu, katechinu, isoflavoni, lignana, flavanont,
resveratrolu byly testovanim prokazany protektivni ucinky. Propuknuti rakoviny
je vicestupiiovy proces, ktery lze rozdélit do tii fazi: iniciace, propagace a progrese. Iniciaci
je dédi¢na aberace buniky, kde dochazi k transformaci bunky a zhoubnému bujeni (11). Bylo
identifikovano nékolik mechanisma preventivniho ptisobeni polyfenolickych latek. Radi se sem
a zmény v buné&né signalizaci. Polyfenolické latky ovliviiuji metabolismus prokarcinogent
a mohou v lidském téle tvofit toxické chinony. Bylo prokazano, ze flaviny v ¢erném ¢aji maji
silné protinadorové ucinky, inhibuji proliferaci a zvySuji apoptézu bunck karcinomu prostaty
(56). Resveratrol je typem latky s protektivnimi G¢inky vici nadorovym onemocnénim.
Utinnost byla prokazana u vétsiny typi rakoviny (plic, kiize, prsu, prostaty, zaludku a tlustého
stieva). Protinadorové ucinky souvisi s jeho antioxidacni aktivitou, inhibuje cyklooxygenasu,

hydroperoxidasu a proteinkindzu, enzymy zodpovédné za vznik zanéta (57).

PoSkozenim metabolismu glukosy dochazi k fyziologické nerovnovaze, hyperglykemii
a nasledné ke vzniku onemocnéni diabetes mellitus. Diabetes mizeme rozdélit na dva typy,
I. typu a Il. typu. Dlouhodobé tc¢inky cukrovky postihuji ocni organ, coz mtize vést az k slepoté,
dale jsou zde rizika spojena s amputaci koncetin ¢i vzniku viedd (11). Studie uvadéji
antidiabetické Uc€inky polyfenolickych latek, pf. katechiny v ¢aji, kde mohou ovlivilovat
glykémie prostfednictvim riznych mechanismii zahrnujicich absorpci glukdzy ve stievech.
Jednotlivé polyfenoly, jako katechiny, epikatechiny, isoflavony, taniny inhibuji stfevni
glykosidazy a pienasece glukosy (58) (59). Quercertin obsazeny v cibuli ma také antidiabetické
ucinky. Studie ukazaly, Ze quercertin méa protektivni U¢inek béhem oxida¢niho stresu

pusobiciho na bunku (60). Kyselina ferulova je velmi rozsifenou latkou vyskytujici
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se v zelening a otrubach. Bylo potvrzeno, ze kyselina ptisobi silnymi antidiabetickymi G¢inky,

snizuje hladinu glukozy v krvi a zvySuje plazmovy inzulin (61).

Starnuti je procesem akumulace Skodlivych zmén v buiikach a tkanich s piibyvajicim
vékem, coz vede ke zvy3eni rizik onemocnéni. Cést uréitého oxidativniho poskozeni vznika
za normalnich podminek, avsak mira tohoto poskozeni se zvySuje béhem procesu starnuti. Bylo
zjisténo, ze piijem latek bohatych na fenolické slouceniny snizuje Skodlivé Gc¢inky starnuti.
Antokyany vyskytujici se v ovoci, hroznech a hroznovych zrni¢kach jsou zodpovédné za silné
antioxidacni a protizanétlivé G¢inky. Inhibuji peroxidaci lipidi a mediatory cyklooxygenazy
(11) (62).

Polyfenolické latky jsou také zdravi prospéSné pii zmirfiovani stdrnuti nervového
systtmu ¢i mozku. Oxidacni stres a poskozeni mozku je proces vyskytujici
se u neurodegenerativnich onemocnéni. Jednim znejvice se vyskytujicim onemocnénim
je Alzheimerova choroba. Konzumaci polyfenolt vyskytujicich se v pfirodnich potravinach
muzeme poskytovat ochranu pii neurologickych nemocich. Bylo zjiSténo, ze lidé pijici tfi
az Ctyii sklenky vina denné€ maji nizsi procento vzniku onemocnéni oproti lidem, ktefi piji méné
nebo vibec (63). Hojné rozsifenou latkou ve vin€ je resveratrol, ten vychytava kyslikové
a hydroxylové radikaly, a s tim je spojena jeho antioxidacni aktivita. Dale konzumace ovocnych

a zeleninovych $tav oddaluji a chrani pted vznikem onemocnéni (64).

Jiné, zdravi prospeésné ucinky fenolii byly prokdzany pii lécbé asthmatu ¢i ochrané pred

slune¢nim zafenim (11).

2.1.7 Stanoveni fenolickych latek v potravinach
Dulezitymi kroky pro stanoveni fenolickych sloucenin je pfiprava vzorku, extrakce,
nasleduje separace jednotlivych sloucenin a jejich kvantifikace pomoci instrumentalnich

metod.

2.1.7.1 Uprava vzorku
Rostlinné potraviny a napoje jsou hlavnimi zdroji fenolickych latek v lidské potrave,
tudiz Gprava vzorku hraje klicovou roli pfi analyze fenolickych slouéenin. Pfiprava a extrakce

fenolickych sloucenin z Siroké Skaly potravin zavisi pfedevSim na povaze téchto sloucenin,
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chemickych vlastnostech, molekularni struktute, polarité, koncentraci, poctu aromatickych
kruhti a hydroxylovych skupin. Riiznorodost fenolickych latek ve vzorku se vztahuje
ke koncentraci jak jednoduchych, tak komplexnich polyfenolickych sloucenin i riznym
pomértim fenolickych kyselin, flavonoidii a anthokyanidti. V téchto ptipadech je obtizné volit
pouze jeden zplisob piipravy a extrakce pro takové mnozstvi produktii. Nékteré rostlinné
vzorky je tieba vysusit lyofilizaci, vzduchem ¢i v peci. Vysusené, pevné vzorky se rozemelou
a homogenizuji, abychom ziskali ¢astice o ur€ité velikosti a tim i lepsi vytéZzky, zatimco kapalné
vzorky jsou zpracovavany filtraci nebo centrifugaci. Nasledné jsou pevné i kapalné vzorky

extrahovany (19).

2.1.7.1.1 Hydrolyza

Kysela a alkalicka hydrolyza jsou nejbéznéjsimi zptsoby k ziskani fenolickych Kyselin
ze vzorku i za predpokladu, ze mize dochazek k rozkladu kyselin. Pisobenim anorganické
kyseliny, pt. HCI ve vodném nebo alkoholovém rozpoustédle dochazi ke kyselé hydrolyze,
reakéni doba se pohybuje v rozmezi 30-60 minut. Vodny roztok kyseliny chlorovodikové
se vyznacuje tim, Ze rozklada hydroxyskoticové kyseliny a jednotlivé ztraty se lisi podle typu
fenolové kyseliny, v rozmezi 15-95%, pro o-kumarovou a sinapovou kyselinu. Alkalicka
hydrolyza nebo také saponifikace zahrnuje zpracovani vzorku s hydroxidem, pf. NaOH
o0 koncentraci 1 —4 M. K reakci dochazi za laboratorni teploty ¢i zvySené teploty a reakéni doba
se V literatute 1i8i svym trvanim. Nekteré reakce je tfeba provadét ve tmé, anebo pod inertni

atmosférou (19) (65).

2.1.7.1.2 Extrakéni techniky

Béhem extrakce dochazi K ustalovani rovnovazného stavu. Jak extrakce bude ucéinna,
je dano rozpustnosti latek v jednotlivych rozpoustédlech. Obecné se uplatituje Liebigovo
pravidlo, kdy plati, ze pfi extrakci nepolarnich latek se pouzivaji nepolarni rozpoustédla

a pti extrakei latek polarnich se pouzivaji rozpoustédla polarni (66).

Extrakce v Soxhletové extraktoru

Metoda popsana v roce 1879 Soxhletem, byla b&zné aplikovana k extrakci lipida

Z potravin. Metoda se fadi k nejstarSim extrak¢nim technikdm, stala se soucasti normovanych
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postupti a pouziva se také jako standard k extrakénim technikam, jez se vyviji. Pfi Soxhletové
extrakci je pevny vzorek navazen do patrony a umistén do aparatury. Rozpoustédlo kondenzuje
do patrony, v niz je vzorek a tim dochazi k vymyvani rozpustnych komponent ze vzorku.
Rozpousteédlo, obohaceno o rozpustény analyt ze vzorku, se vraci do varné banky, kde se proces
nékolikrat opakuje, dokud neni vyextrahovano dostatecné mnozstvi latky. Extrakce probiha
¢istym rozpoustédlem a vyizolované latky by mély byt stabilni pfi teploté, kdy dochazi k varu
rozpoustédla. Velkou vyhodou Soxhletovy extrakce je nizka potizovaci cena extraktoru,
avsak jsou zde 1 nevyhody. Hlavni nevyhodou je ¢asova naro¢nost, vysoké provozni naklady,
jez jsou spojeny s velkou spotiebou rozpoustédla, které musi mit dostateénou Cistotu k nasledné

prekoncetraci vzorku (67).

Extrakce nadkritickymi tekutinami

Extrakce nadkritickymi tekutinami (SFE — Supercritical Fluid Extraction) patii mezi
moderni a pouzivané techniky k izolaci latek z pevnych vzorka. Velky rozvoj metody ma uzkou
souvislost s dekofeinaci kavy. Pfi extrakei se vyuzivaji vlastnosti latek v jejich nadkritickém
stavu. Tento pojem je spojovan s latkami vyskytujicimi se pfi vyssi teploté a tlaku, nez je
kriticka hodnota. Nadkriticka tekutina je pfechod mezi kapalinou a plynem, kde kriticky bod
je definovan Tk (kriticka teplota) a pk (kriticky tlak). Nad kritickym bodem se latka nachazi
v nadkritickém stavu, coz je stav, kde jsou spojeny vlastnosti jak plynt, tak kapalin. Z vlastnosti
plyni se jednd o vyssi difuzni koeficienty, nizkou viskozitu, zatimco kapaliny maji dobré

rozpoustéci vlastnosti a velkou hustotu (66) (68).

V SFE se bézné k extrakci pouziva oxid uhli¢ity. Vyhodou oxidu uhli¢itého
je jednoduché dosazeni kritickych hodnot, dobra dostupnost v piijatelnych cenach, Cistote, dale
je nehoflavy a netoxicky. Nevyhodou je nizka polarita, ktera nedostacuje pro extrakci polarnich
latek. Oxid uhli¢ity je nepolarni a je vhodny pro nepolarni ¢i malo polarni latky. Pokud
je ve vzorku polarni latka, klesa jeji rozpustnost v nadkritickém oxidu uhli¢itém a to lze fesit
ptidavkem modifikatoru (polarn&jsi latka). Casto pouzivanymi modifikatory jsou napiiklad
methanol, ethanol, chloroform, aceton, voda. Oxid uhli¢ity v nadkritickém stavu pronika
vzorkem, kde extrahuje analyty a odvadi je do prostoru zachytu a zakoncentrovani analytt pro

naslednou kvantitativni analyzu. Mezi vyhody SFE patii nizké spotfeba rozpoustédel, mohou
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se extrahovat slouceniny, které nejsou teplotn¢ stabilni. Metoda je Casové nenaro¢na,

avsak velkou roli zde hraji pofizovaci naklady pfistroje (19) (66) (69).

Mikrovinné asistovand extrakce

Mikrovinng asistovana extrakce (MAE) je metodou, pii které se vyuziva mikrovinné
zateni a to tak, ze zareni pronikd do vzorku a spolecné s poldrnimi molekulami rozpoustédla
dochazi k rovnomérnému ohfevu vzorku. Tim se zvySuji migra¢ni rychlosti molekul,
rozpoustédlo 1épe pronika do matrice vzorku a snadné&ji uvoliuje analyt. Metoda se pouziva
k efektivnéj$im extrakcim, kde se vzorek béhem extrakce promichava a ohtiva. Vyhodou
metody je jeji jednoduchost provedeni, casova nenarocnost a moznost extrahovat vice vzorki.
Nevyhodou mikrovinné asistované extrakce je, Ze se nemiize aplikovat u latek, které nejsou
teplotn¢ stabilni. Pfi mikrovinné extrakci se pouzivaji polarni rozpoustédla, protoze
rozpoustédla nepolarni nejsou schopna absorbovat mikrovinné zaieni. Béhem mikrovinné

extrakce se snizuji extrakéni asy a sniZuje se i potieba organického rozpoustédla (70) (71).

Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce je moderni a atraktivni metodou diky své vysoké ucinnosti
a krat§Sim extrakénim castim oproti klasickym extrakénim technikdm. Principem metody
je vyuziti zvukovych vin pfi frekvencich 20 kHz. Vlivem ultrazvukovych vin se rozpada pevny
materidl, a tim je umoZnéno snadnéjsi pronikani molekul rozpoustédla do vzorku za uvolnéni
cilovych slozek. Pevny vzorek je ponofen do rozpoustédla a urcitou dobu je vystaven
ultrazvukovym vlnam, nasledné je zfiltrovan nebo centrifugovan a odpatfenim rozpoustédla
zakoncentrovan. Vyhodou metody je jeji ¢asova nenaro¢nost, jednoduchost, cena, efektivnost

a rychlost pfevodu cilového analytu mezi rozpoustédlem a matrici (69) (72).

Zrychlena extrakce rozpoustédlem

Zrychlena extrakce rozpoustédlem je metodou vyuzivajici rozpoustédla
nad atmosférickym bodem varu, jez jsou vlivem vyssiho tlaku udrzovany v kapalném stavu.

Technika byla poprvé pouzita pro izolaci latek z Zivotniho prostfedi. Pivodni nazev této
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extrakéni techniky byl ASE (accelerated solvent extraction), avSak v literatufe je také uvadéno
I PSE (pressurized solvent extraction) a jiné zkratky. Extrakce probihaji pii teplotach 50-200
°C a tlacich do 20 MPa, tim se zvySuje uinnost extrakci. Extrakce je ¢asov€é nenarocna

a snadno proveditelna, avsak ziskava se hruby extrakt, ktery je tieba jesté piecistit (66).

Mikroextrakce

V dne$ni dobé& se pouzivaji techniky, kde je Usili o sniZeni extrakéni doby, minimum
rozpoustédla, zjednoduseni a automatizace vV provedeni metody. Mezi mikroextrakéni techniky
se fadi mikroextrakce kapalnou fazi (LPME — liquid phase microextraction) a tuhou fazi (SPME

—solid phase microextraction).

Mikroextrakce tuhou fazi je metodou zaloZzenou na rovnovazné extrakci latek ze vzorku
stacionarni fazi, jez je umisténa na povrchu tenkého vldkna z kiemene. Stacionarni faze
pokryvajici kiemenné vlakno ma polymerni charakter (polydimethylsiloxan, polyakrylat).
Mikroextrakci miizeme provést dvéma zpusoby, piimou sorpci z roztoku nebo sorpci plynné
faze nad vzorkem (Head-Space). Ktepelné desorpci dochazi v nastfikovém prostoru
plynového chromatografu, kde je latka nadavkovana na kolonu a nasledné analyzovéna.
Vyhodou metody je jednoduchost, nebot je zde eliminace uprav vzorku, moZnost
opakovatelného pouziti vlakna, kompatibilita S nastfikovym prostorem plynového

chromatografu, zatimco nevyhodou je kiehkost vlakna a dale kompetitivni sorpce (66) (73).

Mikroextrakce kapalnou fazi spociva v zavéSeni kapky organického rozpoustédla
na hrot mikrostiikacky. Latky ze vzorku jsou extrahovany do kapky rozpoustédla,
jez je po ukonceni extrakce natazena opét do stiikacky a extrakt je vhodnou metodou
analyzovan. Princip extrakce je stejny jako u extrakce kapalina-kapalina, ale je zde

miniaturizace v jedné kapce, tudiz je snizena spotieba organického rozpoustédla (66) (73).

Extrakce pevnou fazi

Extrakce pevnou fazi je Siroce vyuZivanou laboratorni technikou pro kapalné vzorky
jizod 70. let 20 stoleti (74). Technika slouZzi k izolaci vybranych analytl z mobilni faze.

Analyty jsou pievedeny na pevnou fazi, kde jsou zadrZzeny béhem procesu vzorkovani
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a nasledné jsou z pevné faze ziskany eluci rozpoustédlem nebo tepelnou desorpci. Analyt
se nejcastéji vaze napevnou fazi iontovou vyménou nebo adsorpci. SPE lze vyuzit
jak k extrakci, tak k prekoncentraci nebo piecisténi vzorku. Extrakce pevnou fazi byla pivodné
vyvinuta jako dopliiujici metoda k extrakci kapalina-kapalina. Nyni patii mezi Casto pouzivané
metody v oblastech chemie, a to ochrany Zivotniho prostiedi, ve farmaceutické, klinické,
potravinové a pramyslové chemii. SPE byva ¢asto fazena pied chromatografickou separaci
z toho diivodu, Ze prodluzuje zivotnost chromatografické kolony a zlepsSuje kvalitativni
| kvantitativni analyzu. Extrakce pevnou fazi oproti L-L extrakci poskytuje lep$i kvantitativni
extrakci s nizsi spotiebou rozpoustédla, metoda je jednoducha a ¢asové nenaro¢na a muze byt
I automatizovana. Nevyhodou oproti L-L extrakci je vySSi cena, jeZz je urCena sorbentem

Vv kolonce, kterou Ize pouzit vétsinou jednou (75) (76).

SPE se pouziva k ptipravé kapalnych vzorkt a k extrakci netékavych ¢i méné té¢kavych
sloucenin. Pokud se vzorky vyskytuji v pevné fazi je nutno tyto vzorky predem extrahovat
a nasledné nadavkovat do SPE kolonky. SPE ma Siroké uplatnéni pfi analyze latek s riznymi

chemickymi strukturami diky rizné modifikovanym sorbentiim v kolonkach.

V 90. letech 20. stoleti byla objevena alternativni forma zaloZzena na diskové
technologii. Extrakéni disky jsou vyrabény z teflonu a tvofi tenké membrany se specifickym
sorbentem. Vyhody extrakénich diskdl jsou spojovany s nizkou spotiebou rozpoustédla,

vysokou téinnosti a reprodukovatelnosti (77).

Provedeni SPE se sklad4 z n€kolika krokii, prvnim krokem je kondicionace kolonky.
Kolonka se promyje pfedepsanym rozpoustédlem, tim se aktivuje staciondrni faze pro interakci
se vzorkem a poté rozpoustédlem, které je podobné vzorku. Prikladem je faze Cisg, ta se aktivuje
methanolem a pokud je vzorek ve vodném prostiedi, tak nésleduje uprava prostiedi vodou.
Druhym krokem je nadavkovani vzorku, kde dochazi k selektivni sorbci v zavislosti na druhu
stacionarni faze. Tretim krokem je promyti kolonky patficnym rozpoustédlem, vymyti zistatku
matrice vzorku a vysuSeni. Poslednim krokem je eluce analytu rozpoustédlem, dochazi
k desorpci a k vymyvani analytu ze stacionarni faze. Vznikly eluat je jiman a dale upravovan.
Obrazek 26 ukazuje, co se odehrava na stacionarni fazi béhem extrakce analytl, promyti a eluce

analyti. Béhem urcitého kroku dochazi vzdy k retenci, vymyti nebo eluci slouceniny (78).
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Obrazek 26: Jednotlivé kroky odehravajici se na stacionarni fazi (78).

SPE je metodou jiz je mozno d¢lit na on-line (pfimou) a off-line (neptimou) techniku.
On-line SPE je pfimo spojena s analytickou kolonou pomoci piepinaciho ventilu. Timto
spojenim je umoznéno volit tok mobilni faze analytickou kolonou anebo pootocenim ventilem
do druhé polohy, desorbovat tak zachyceny analyt a vymyt jej do analytické kolony. Off-line
SPE je realizovana za pouziti riznych kolonek, tyto kolonky jsou plnény sorbentem. Extrakt
analytu je nasledné sbiran, upraven a davkovan do analytické kolony. Nize uvedeny obrazek

27 ukazuje jednotlivé kroky pti on-line a off-line SPE (78).
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Obrazek 27: Jednotlivé kroky pii on-line a off-line SPE (79).

Vzhledem k tvaru se muze jednat o kolonky, disky, pipetovaci $pic¢ky ¢i jamkova plata.
Kolonka je sestavena ze sklenéné avSak Castéji plastové cartrige, ve které je mezi dvéma fritami

umistén sorbent. Hlavnim tkolem frit je zamezeni ucpéani kolonky. Kolonky jsou vyrdbény
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s riznou velikosti objemi (pf. 1, 3, 6, 12, 20, 60 ml), hmotnosti sorbentt (pt. 0,05, 0,5, 1, 2, 5,
10 g). Hmotnostmi sorbentl jsou dany parametry kolonek — minimalni elu¢ni objem ¢i kapacita
sorbentli. Kolonky se pouzivaji pfi rutinnich analyzach u nepftilis znecisténych vzorkl a jsou
limitovany omezenym prutokem. Tj. dano malym pramérem priitocné plochy a vyskou sloupce
sorbentu. Vlivem priatoku rozpoustédla mohou vznikat kanalky, které vedou k nejednotnému

prutoku, to je disledkem nizsi sorpéni kapacity a reprodukovatelnosti (80) (81).

Nov¢jsi formou SPE je disk se standartnim priimérem 47 mm umistény do cartrige.
Tento disk je tvotfen tenkou teflonovou membranou naplnénou urcitym typem sorbentu. Oproti
kolonce zde neni omezeni v pritokové rychlosti a disk je vhodny pro vzorky s velkymi objemy.
Prtto¢na plocha umoziuje kapalin€ prostupovat kratsi drahou a tim se sniZuje 1 tvorba kanalkd.
Ve srovnani s SPE kolonkami disky obsahuji mens$i mnozstvi sorbentu (10ky-100ky mg),

coz umoznuje pouzivat mensi objemy rozpoustédel k eluci (Obr. 28) (77).

Q O 10mm

+— 4Tmm —»

“—"‘-ﬂ
:D o \\
% Jom /-:ﬂ—t 40-80pm

Disk Syringe Disk Syringe Barrel Cartridge

Obrazek 28: Disk a cartrige SPE (77).

Pti extrakci pevnou fazi je pouzZivano mnoho riznych stacionarnich fazi, které umoziuji
separaci analytli podle riiznych chemickych vlastnosti. VéEtSina stacionarnich fazi jsou na bazi
silikagelovych ¢astic se zakotvenou funkéni skupinou, avSak sorbentem SPE miize také byt
alumina, aktivni uhli a jiné. Zakotvenou funk¢ni skupinou mohou byt rtizné dlouhé fetézce
uhlovodiki, v tomto piipad¢€ se jedna o reverzni SPE. Zatimco sorbenty s polarnimi funkénimi
skupinami (pt. -CN), se nazyva normalni SPE. Je-li zakotvenou skupinou na Cig kvartérni
amoniova stl nebo —NH2 skupina, pak se jedna o anion vyménnou SPE, v ptipad€ kation
vyménné SPE je funkéni skupinou —SOzH ¢i —COOH. Tabulka 7 struéné popisuje pouzivané
adsorbenty, analyty, které zachyti na daném adsorbentu a pouzivana elucni rozpoustédla (78)
(82).
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Tabulka 7: Stru¢ny prehled SPE extrakci, adsorbentl, stanovovanych analytl a elu¢nich rozpoustédel

(82).
Extrakce Adsorbent Analyt Elu¢ni rozpoustédlo
Nepolarni extrakce C18, C8, Fenyl pesticidy, antibiotika, | hexan, dichlormetan,

aflatoxiny, kofein,
nikotin, vitaminy

acetonitril, alkoholy

Polarni extrakce

silikagel, -NHz, -CN,
-diol

antibiotika, pesticidy,
steroidy, vitaminy,

Dichlormethan,
trichlormetan,

aflatoxin ethylacetat,
alkoholy, voda
Kationtova vyména -SO3zH, -COOH aminokyseliny, kyseliny,
chlorofyl, PCB roztoky soli, pufry
Aniontova vyména - NH> organické zasady, roztoky
kyseliny, kofein, soli, pufry
sacharin
Nepolarni extrakce PS-DVB enoly a pesticidy ethylacetat,
Na polymeru z vody, PAH z oleju metanol,
acetonitril

Vhodna volba sorbentu je shrnuta na obrazku 29, rozpoustédlo vzorku a typ analytu
poskytuji logickou tivahu pro vybér SPE kolonky. Ukazka pouZiti schématu je znazornéna
na organické sloucening, jez je rozpustna v organickych rozpoustédlech a obtizné rozpustné
v rozpousStédlech stfedni polarity, na zaklad€ schématu jsme schopni vybrat SPE kolonku

s vhodnym sorbentem (80).
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SAMPLE

AQUEQUS SOLUTION ORGANIC SOLUTION
I
| |
IONIZED NEUTRAL LOW POLARITY| [HIGH POLARITY
| I
| |
ANIONIC CATIONIC RP NP IONIZED | |NEUTRAL
WEAK | |STRONG| | WEAK | |STRONG RPorlE | IRP or NP

;h _

SAX | [AMINOf | SCX WCX

Obrazek 29: Schéma k vybéru vhodného sorbentu SPE kolonky (RP-reverzni fdze, NP- normalni
faze, IE-iontové-vymeénna, SAX-silny aniontovy méni¢, SCX-silny kationtovy méni¢, WCX-slaby
kationtovy ménic) (80).

Extrakce kapalina-kapalina

Zakladni porozuméni L-L extrakce bylo popsano v literatute jiz v roce 1964. Extrak¢ni
procesy jsou obecné aplikovany k separaci smési, které nemohou byt feSeny destilaci, a to kvili
tomu, ze destila¢ni teploty jsou piili§ vysoké. Metoda umoziuje ziskavat cilové slouceniny,

oddélovat rusivé latky, necistoty a izolovat stopova mnozstvi (83).

Principem L-L extrakce je pfechod rozpusténé latky vyskytujici se v jedné kapalné fazi
do druhé kapalné faze, kdy mezi rozpoustédly dochazi k ustanoveni rovnovahy, coz je
znazornéno na obrazku 30. Rozpoustédla se spolu nemisi a utvareji se dvé ostfe ohrani¢ené
faze. Pokud je k dispozici vhodné organické rozpoustédlo, extrakce se stava ¢innou metodou
k separaci. Jedno z nejcastéji pouzivanych rozpoustédel je voda ¢i vodny roztok, kdezto druhé
rozpoustédlo je organické a je s vodou nemisitelné. Avsak je dobré zminit, ze tyto systémy
nemusi byt pouze vodné. Mize se jednat o nevodny systém pf. roztaveny kov. Uginnost
extrakce je dana rozdé€lovacim koeficientem, ¢im vyssi rozdélovaci koeficient, tim vyssi

je ucinnost a organicka faze obsahuje vyssi podil extrahované slozky (84).
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Obrazek 30: Ukazuje kapalnou fazi obsahujici pozadovanou slouceninu, kterda ma byt oddélena.
Pridanim druhé faze a promisenim dochazi k pterozdéleni pozadované latky mezi faze a po ustaveni
rovnovahy muze dojit k oddéleni fazi (85).

Extrakce mizeme rozdélit dle zpusobu provedeni na jednostupnové, kdy se ustaluje
pouze jedna rovnovdha mezi fazemi. Dal$i zplsob provedeni je mnohostupiiovy, ustaleni
rovnovahy je opakovano vicekrat v jednotlivych krocich. Kontinudlni zplsob provedeni
je takovy, Ze faze jsou neustale v kontaktu. Mozné kritérium déleni zavisi také na charakteru
extrahované latky. Organické latky mohou byt extrahovany vhodné zvolenym organickym
rozpoustédlem, jehoZz polarita je podobnd polarit¢ latky. Anorganické latky je tieba
ptred extrakei upravit reakci s chelata¢nim ¢inidlem, vznikly chelatovy komplex muize byt
nenabity a tak snadno pfechdzet do organického rozpoustédla nebo miiZze vystupovat jako nabita

Castice, ktera tvofi iontovy asociat, ktery je jiz extrahovatelny (86).

L-L a SPE extrakce jsou bézné pouzivanymi postupy kanalyze polyfenold
a jednoduchych fenolt. Techniky jsou stale velmi pouzivané kviili své jednoduchosti, u¢innosti
a Sirokému rozsahu vyuZiti. BéZn€ pouzivanymi extrakénimi rozpoustédly jsou alkoholy,
aceton, diethyl ether a dal$i. AvSak velmi polarni fenolické kyseliny (skoficové kyseliny)
nemohou byt extrahovany cCistymi organickymi solventy, a proto je potiebné k jejich
kvantitavni extrakci tyto latky extrahovat smési rozpoustédel, pt. voda-aceton. Mén¢é polarni
rozpoustédla (hexan, chloroform, benzen, dichlormethan) jsou vhodné&jsi k extrakci nepolarnich
latek rostlinné matrice — oleje, steroly, chlorofyl. Dulezitym extrak¢énim faktorem je pH, teplota,

pomér objemu vzorku, rozpoustédla a doba extrakce (19).
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L-L Extrakce polyfenolyckych sloucenin z olejit

Extrakce kapalina-kapalina je vhodnou analytickou metodou pro stanoveni
polyfenolickych sloucenin v potravinovych matricich. Rostlinné oleje se skladaji z triglyceridi,
tvoficich pfiblizné 90-99 % oleje a nezmydelnitelnych frakci 0,4-5 % (87). Rostlinné oleje
obsahuji mnoho polarnich sloucenin. Mezi tyto slouceniny patii alifatické alkoholy, steroly,
ataké antioxidanty, kde jsou ftazeny fenolické slouceniny. Fenolické slouceniny
jsou v olejovych matricich pfitomny ve stopovém mnozstvi a z toho divodu musi byt latky
pred separaci (GC, HPLC) a detekci extrahovany. Pti extrakci dochazi k ¢aste¢nému precisténi
a odstranéni nepolarnich sloucenin od cilovych analytii. S ohledem na riznorodost chemickych
struktur fenolickych sloucenin jsou v literatufe popsdny a optimalizovany rizné postupy
k extrakci polarnich analyti obsazenych v olejovych matricich, ptikladem polarnich slou¢enin
jsou kyseliny, méné polarni flavony &i lignany. Castym problémem pii analyze rostlinnych
oleju je vysoky obsah nepolarnich sloucenin, které jsou v nadbytku a mohou kontaminovat
jednotlivé ¢asti separacniho zatizeni. Behem extrakce tyto nepoldrni slozky ptechazeji z vétsi
¢asti do nepoldrniho organického rozpoustédla a slozky polarni do polarniho rozpoustédla.
Studie (87) (88) (89) zabyvajici se touto problematikou pouziva extrakéni metodu LLE, SPE

a Casto tyto metody 1 srovnavaji.

Studie (87) popisuje extrakci fenolickych sloucenin metodou LLE a SPE.
K experimentu bylo pouzito pro LLE 1 g vzorku. Dale byl ke vzorku pfidan 1 ml hexanu,
tato smés byla extrahovana 2 ml 60 % methanolu fedéného vodou. Pro SPE bylo pouzito 6 g
vzorku, k navazce bylo ptidano 6 ml hexanu. Smés byla nadavkovana na SPE kolonku, promyta
hexanem a k eluci analytu bylo pouzito 10 ml MeOH:H20 (80:20, v/v). Béhem optimalizace
podminek v LLE se doSlo k zavéru, ze nejvyssi extrakéni uéinnost poskytuje smés 2 ml
MeOH:H20 (70:30, v/v) a to diky vyssi polarité fenolickych slou¢enin obsazenych ve vzorku.
Utinnost extrakce byla také ovlivnéna délkou trvani centrifugace. Centrifugace po dobu
3 minut poskytovala vyS$si plochy pikl oproti centrifugaci trvajici 1 minutu. PouZité metody
byly néasledné porovnany. Kapalinové extrakce poskytla oproti SPE lepsi vytéznost fenolickych

frakci. Vytéznost LLE se pohybovala v rozmezi 92 - 105 % a SPE 88 — 104 %.

Dalsi studie (89) zabyvajici se srovnanim ucinnosti kapalinové extrakce s SPE
S riznymi typy sorbent (Cg, Cis, Diol) pti analyze fenolickych frakci zjistila, Ze nejvyssi

vytéznosti bylo dosaZeno pii pouziti kapalinové extrakce (92,1 %), nasledovala extrakce
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pomoci Cig-SPE s vytéznosti 74%, Diol-SPE s 64,5% a Cg-SPE s 51%. Pti SPE bylo pouzito
1 gramu vzorku, ke kterému bylo ptfidano 6 ml hexanu. Nasledn¢ smés byla nanesena na SPE
kolonku, promyta 6 ml hexanu k odstranéni nepolarnich frakci oleje. Dale byly slouceniny
S riiznou polaritou postupné vymyty piidavky jednotlivych rozpoustédel (acetonitril, methanol,

methanol:voda (1:1)), sesbirany do sbérné nadoby, odpaieny a poté pouzity k analyze.

2.1.7.2 Metody stanoveni fenolickych ldatek
Fenolické latky je mozné stanovit vice zpusoby. Mezi bézné pouzivané metody
stanoveni patii jak plynova, tak kapalinova chromatografie, nicméné dalSi mozZnosti stanoveni

jsou i elektromigraéni metody.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) a Papirova chromatografie (PC)

Chromatografie na tenké vrstvé a papirovd chromatografie jsou metodami méné
pouzivanymi pii analyze polyfenolickych latek, avSak analyza hraje vyznamnou roli
pfi stanoveni fenolickych kyselin v pfirodnich produktech. TLC a PC chromatografie jsou
uzite¢né pro rychlé stanoveni rostlinnych extraktli pted detailni analyzou instrumentdlnimi
technikami. Bézné pouzivanou stacionarni fazi pro TLC je silikagel, polyamid ¢i celulosa.
K detekci se vyuziva UV zéfeni pii vinové délce 350-365 nm. Hlavnim cilem TLC je urcit

pouze kvalitativni zastoupeni, ne kvantitativni (90).

Vysokoucinna (HPLC) a ultraucéinndg (UPLC) kapalinovd chromatografie

Pro stanoveni fenolickych latek bylo navrZzeno mnoho analytickych metod, nicméné
vétSina byla zalozena na kapalinové chromatografii s UV spektrometrem. Pied nékolika lety
se kapalinova chromatografie stala dominantni technikou v separaci a charakterizaci
fenolickych slou¢enin. HPLC technika umoZiluje simultdnné separovat vSechny analyzované
komponenty hromadné i s moZnymi derivaty nebo degrada¢nimi produkty. V mnoha piipadech
je mozné stanovit nizké koncentrace analytl i v pfitomnosti interferujicich komponent.

Vyhodou kapalinové chromatografie je vynechdni derivatizatniho kroku oproti plynové
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chromatografii, avsak GC-MS poskytuje presnéjsi vysledky. Pomoci HPLC muzeme stanovit

jak kvalitativni, tak kvantitativni sloZeni analytu (91).

K separaci fenolickych latek se pouzivaji kolony s reverzni fazi, umoznuji separovat
odlisné skupiny fenolickych sloucenin. Vyhradné pouzivanym typem staciondrni faze je Cis
s délkou kolony 100 — 250 mm a vnitinim pramérem od 3,9 do 4,6 mm (19). Velikost ¢astic
je obvykle 3-10 pum, avSak v posledni dobé se zlepSilo chromatografické provedeni diky
ultratu¢inné kapalinové chromatografii (UPLC, UHPLC). UPLC pouziva novéjsi typy
monolitickych kolon s délkou 30 — 250 mm, vnitinim pramérem 1-4,6 mm a velikostmi ¢astic
pod 2,5 um a tim dochazi ke zvySeni ucinnosti, zlepSeni rozliSeni a citlivosti oproti HPLC.
Pii pouziti menSich ¢astic se zvySuje prutokova rychlost a zkracuji se tak ¢asy analyzy (19)
(69).

Acetonitril, methanol jsou c¢asto pouzivanymi mobilnimi fazemi pfi kvantifikaci
fenolickych sloucenin. V mnoha piipadech acetonitril poskytuje lepsi rozliSeni a kratsi casy
analyz, nicméné methanol je ¢asto preferovan z diivodu nizsi toxicity a prodlouzeni zivotnosti
kolony. Jako mobilni faze mize byt také pouzit ethanol, tetrahydrofuran a 2-propanol. Velkou
pozornost si vyZaduje ur¢ité pH mobilni faze, které by mélo byt v rozmezi 2-4, aby se zabranilo
ionizaci fenoll pfi jejich identifikaci. Z toho divodu mobilni faze také obsahuje kyselinu
octovou, ¢i mravenci. Pufry s nizkym pH se mohou také pouZzivat jako mobilni faze, ptikladem

je citratovy, fosfatovy pufr. K analyze fenolickych slouc¢enin se miize pouzivat jak isokraticka,

vvvvvvvvv

Fenolické slouc¢eniny mohou byt identifikovany za pouziti UV-VIS a detektoru
diodového pole (DAD) pii vinové délce 190-380 nm. Dalsim moznym detektorem
je hmotnostni spektrometr ve spojeni s HPLC. loniza¢ni technikou v hmotnostni spektrometrii
muze byt elektrosprej (ESI-MS), laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice (MALDI-MS),
¢i ionizace urychlenymi atomy (FAB-MS). Spojeni HPLC-MS poskytuje vysokou citlivost
a dosazeni specificity vzhledem k hmoté. HPLC-NMR a UHPLC jsou moderné&j$imi
technikami Kk identifikaci bioaktivnich slou¢enin z pfirodnich produktd (69) (93). Trendem
pfi analyze fenolickych sloucenin je hydrofilni interakéni chromatografie. HILIC se stala

popularni kvtili vys$si kompatibilité aplikované mobilni faze ve spojeni s MS a pfesnéjsi analyze

wevr
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Elektromigracni metody

Pouzivanymi technikami ke stanoveni polyfenolickych latek jsou kapilarni
elektroforéza (CE), kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) a micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC). CE je technika s vysokou rozliSovaci schopnosti a ucinnosti,
je vhodna k identifikaci nabitych molekul s nizkou a sttedni molekulovou hmotnosti. K analyze
se pouzivaji boratové ¢i fosfatové pufry, vnitini primér kapilary je v rozmezi 50-100 pm, napéti
10-30 kV a davkované objemy 10-50 nl (19). Velkou vyhodou je mala spotieba vzorku, z toho
divodu je potieba techniku spojit s citlivym detektorem. Detekce se obvykle provadi za pouziti

UV detektoru, ale je mozné vyuzit i elektrochemicky ¢i hmotnostni detektor (69).

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je dalsi moznou technikou, pomoci niz lze separovat,
identifikovat a kvantifikovat fenolické slouceniny. Principem plynové chromatografie
je separace slozek obsazenych ve vzorku, jez jsou pievedeny do plynné faze, aniz by dochazelo
k rozkladu analyzovanych latek. Vzorek je nadavkovan do proudu plynu a v koloné unasen
mobilni fazi, kde dochdzi k interakci vzorku se stacionarni fazi. Latky se separuji na zéklad¢
rizné retence se stacionarni fazi (95). GC je hlavni technikou k analyze zejména fenolickych
kyselin v ptirodnich produktech. Kvantifikace polyfenolickych latek z potravinové matrice
zahrnuje preciSténi, odstranéni lipidové casti z extraktu a uvolnéni sloucenin z glykosida
¢i estert alkalickou nebo bazickou hydrolyzou. Poslednim krokem upravy vzorku je pfevedeni
latek na tekavéjsi derivaty. Fenolické slouceniny obsahuji -OH skupiny, ty jsou schopné
vytvaret vodikové mustky. Vlivem vodikovych mustki dochazi ke zvySovani teplot varu,

coz ma za nasledek snizeni te¢kavosti fenolickych sloucenin (19) (96).

Béhem derivatizaénim kroku se pouziva mnoho reagencnich c¢inidel k modifikaci
a vytvoreni t€kavych derivati pfevedenim hydroxylové skupiny na ester ¢i ether. Prikladem
pouzivanych derivatizacnich  Cinidel je TMCS  (trimethylchlorsilan), DMDCS
(dimethyldichlorosilan), HMDS (hexamethyldisilazan), BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)
trifluoracetamid. Derivatizace probiha jak vkyselém (TFA - trifluorooctova kyselina),
tak alkalickém prostiedi, kde dochazi k deprotonaci hydroxylové skupiny. Derivatiza¢ni krok

zahrnuje rozpousténi vysuSeného extraktu v pyridinu nebo ethylendiaminu (baze) a ptidani
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derivatiza¢niho ¢inidla, pt. TMS. Reakce probiha v rozmezi teplot 60-115°C, po dobu 20-60
minut (19) (69) (96).

Kolony pouzivané pro stanoveni a kvantifikaci fenolickych slouc¢enin jsou kiemenné
kapilary v rozmezi délek 9-50 m, s vnitinim primérem 100 - 320 pm a tlouStkou filmu
stacionarni faze 0,1-0,5 um. K detekcei fenolickych sloucenin je mozné pouzivat FID (plameno-
ioniza¢ni detektor), avSak rozsifen¢jSim detektorem je MS (hmotnostni spektrometr). Plynova
chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii poskytuje citlivéjsi a selektivnéjsi
vysledky analyz (19) (92) .

Instrumentace

Plynovy chromatograf (Obr. 31) se sklada z tlakové lahve obsahujici nosny plyn,
regulatoru pratoku, davkovaciho zatizeni, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni.
Nosny plyn je inertni latka, ktera by se méla chovat idedlné. Helium ma blizko k chovani
idealniho plynu, nicméné je drahé. Pouzivané nosné plyny jsou uchovavany v tlakovych
lahvich, tyto lahve mohou byt naplnény dusikem, heliem, vodikem nebo argonem. Nosné plyny
by nemély obsahovat organické necistoty, vlhkost a kyslik, z toho divodu je tfeba Cistici

zatizeni. Pritok nosného plynu je zajistovan regulacnim systémem (98) (99).

[

Obrazek 31: Zakladni schéma plynového chromatografu (97).

Davkovaci zafizeni (injekéni stiikacky, autosamplery) maji za kol co nejrychleji
zavést vzorek do kolony. Davkovaci prostor je termostatovan, aby dochazelo K rychlému
zplynéni vzorku. Pouzita teplota je vy$$i, nez pracovni teplota kolony. Dulezitou casti

plynového chromatografu je chromatograficka kolona obsahujici stacionarni fazi. U kolon
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se rozeznavaji dva typy, a to kolony napliové (plnény sorbentem nebo nosi¢em se zakotvenou
fazi) nebo kapilarni (tenky film zakotveny na vnitinim povrchu kapilary — WCOT, SCOT,
PLOT). Material pouzivany k vyrobé kolon je bud’ sklo, nebo nerez, av§ak ¢asto pouzivanymi
kolonami v dnesni dobé jsou kiemenné kapilary kolony. Jak kolona, tak detektor jsou ulozeny
V termostatovaném prostoru, aby vzorek setrvaval v plynném stavu. Pfi urCitych analyzéach

se vyuzivaji teplotni rezimy, pfi nichz se pracovni teplota méni v zavislosti na ¢ase (99) (100).

Detektory se deli na zakladé rGznych kritérii, ptfikladem mohou byt detektory
koncentra¢ni a hmotnostni ¢i destruktivni a nedestruktivni. Slozky vychazejici z kolony maji
ur¢ité vlastnosti, na zakladé téchto vlastnosti (tepelnd vodivost, ionizace radioaktivnim
zafenim, atd.) jsou latky detekovany. PouZivanym detektorem pro svoji univerzalnost je tepelné
vodivostni detektor (TCD), plameno-ioniza¢ni detektor (FID) je univerzalnim detektorem
pro méteni organickych latek, avSak na slouceniny neobsahujici spalitelny uhlik je necitlivy,
detektor elektronového zachytu je obzvlasté citlivy k halogenovanym slou¢eninam (slou¢eniny
s vysokou afinitou k elektroniim). Ptikladem dalSich typt detektord mohou byt plameno-
ionizani detektory s alkalickym kovem (AFID), heliovy ioniza¢ni detektor (HeD)
nebo hmotnostni spektrometricky detektor (MS) (99).

Pti analyze jednotlivych sloZzek potravin se ¢asto vyuZiva spojeni GC-MS, hmotnostni
detektor je dostatecné citlivy a selektivni, ve srovnédni s konvenénimi detektory, dale poskytuje
nejvice kvalitativnich informaci o analyzovaném vzorku. V hmotnostni spektrometrii
se molekuly analyzovaného vzorku pfevadéji na ionty a na zakladé rozdilnych pomérti m/z
dochdzi k jejich separaci. Vysledné spektrum poskytuje zaznam relativnich intenzit
sledovanych iontl. Ionizace molekul probiha v iontovém zdroji, kde dochdzi k pifevodu
neutralnich molekul na ¢astice nesouci naboj. Ioniza¢ni techniky se déli na mékké (molekula
ziskava men$i mnozstvi energie, minimum fragmenti) a tvrdé (dostatek vnitini energie,
fragmentované ionty). Ionizace probihd jak za sniZzeného tlaku (El — elektronova ionizace, Cl —
chemicka ionizace, MALDI — ionizace laserem za icasti matrice), tak za tlaku atmosférického
(ESI — ionizace elektrosprejem, APPI — ionizace za atmosférického tlaku, APCI — chemicka
ionizace za atmosférického tlaku). Elektronova ionizace patfi mezi tvrdé ionizacni techniky,
molekula ziskava velky nadbytek vnitini energie a dochazi k fragmentaci iontd. Vyhodou tvrdé
ionizacni techniky je snadné zjisténi o jakou latku se jedna, protoze knihovny EI spekter

obsahuji pies 600 tisic spekter latek (95).
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K odd¢leni iontd dle jejich poméru m/z se pouzivaji hmotnostni analyzatory.
Kvadrupolovy analyzator pro svoji nizkou cenu a jednoduchost je obvykle spojovan s plynovou
chromatografii. Kvadrupo6l se sklada ze ctyf kovovych ty¢i surCitou polarizaci, na néz
je vkladano stfidavé napéti. Ton, ktery je pfivadén do kvadrupolu, zaéne oscilovat (v zavislosti
na poméru U/V) a pokud je oscilace pro dany ion stabilni, prochazi az do detektoru. Mezi dalsi
hmotnostni analyzatory patii pruletovy analyzator (TOF), iontova past (IT), orbitrap,

magneticky sektorovy analyzator a iontova cyklotronova rezonance (101) (102).

2.1.8 Derivatizace

Derivatizace je proces, pii kterém dochazi k modifikaci slouéeniny, pti némz vznika
nova sloucenina s vlastnostmi vhodné&jsimi k detekci v GC nebo jinych analytickych
instrumentalnich metodach. Derivatizace v GC muze byt definovana jako technika, jez v prvni
fad¢ modifikuje funkcionalitu analytu, aby byla umoznéna separace jednotlivych latek.
Modifikovany analyt je vtomto piipadé nazyvan derivatem. Derivat mize mit blizkou
¢i podobnou strukturu, ale ne stejnou jako pivodné modifikovana chemicka sloucenina.
Slouceniny termolabilni, s nizkou te€kavosti vykazuji nereprodukovatelné plochy pikt v GC.
Slouceniny, které poskytuji hor§i odezvu na ur€ity typ detektoru, mohou byt s jinymi funk¢énimi
skupinami 1épe detekovatelné. Piikladem je chlor, ktery zlepSuje odezvu ECD detektoru.
Kromé zlepseni odezvy detekce, derivatizace muize zlepsit rozliSeni pti koeluci slouceniny

a prekryvajicimi se piky (103).

PoZzadavkem pro analyzu pomoci GC je t€kavost vzorku. Derivatizace poskytuje
polarnim latkdm dostateCnou tékavost a eluci pii urcitych teplotach bez tepelného rozkladu
vzorku. Slouceniny obsahujici funkéni skupiny s aktivnimi atomy vodiku (-SH, -OH, -COOH,
-NH2) maji tendenci tvofit vodikové vazby, tyto vodikové vazby ovliviiuji t€kavost sloucenin,
interakci s materialem kolony a tepelnou stabilitu (104). GC se pouziva k separaci té€kavych
slou€enin a derivatizace umoziiuje modifikaci funk¢nich skupin analyzu vybranych sloucenin,
které¢ by pomoci GC nemohly byt stanoveny. Derivatizacni proces jak zvySuje, tak 1 snizuje
tékavost sloucenin, dale snizuje adsorpci analytu v systému, poskytuje lepsi odezvu detektoru

a pikovou symetrii (105).

Derivatizacni ¢inidla, jsou latky, které modifikuji slouceninu za vzniku nové slouc¢eniny

s vlastnostmi vhodnymi k analyze GC a LC. Vhodné¢ vybrana derivatiza¢ni ¢inidla by méla
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spliiovat nasledujici kritéria: reagenty by meély produkovat vice nez 95% derivatli, nemély
béhem reakce a méli by produkovat derivaty, které nebudou reagovat s chromatografickou

kolonou, navic by m¢ly vznikat derivaty, které jsou stabilni (103).

Derivatiza¢ni reakce pouzivané v plynové chromatografii se obecné dé€li na tfi typy,
a to na reakce alkylacni, acyla¢ni a silylacni. Prostfednictvim téchto reakci 1ze vysoce polarni
latky (organické kyseliny, hydroxyslouceniny...) pievést na slouceniny vhodné k analyze

plynovou chromatografii (104).

2.1.8.1 Alkylace

Alkylace je nejcastéji pouzivanym krokem derivatizace nebo se vyuziva jako ochrana
urcitych vodikovych atomi ve vzorku. Reakce predstavuje nahrazeni aktivniho atomu vodiku
alifatickym ¢i aromatickym zbytkem. Reakce probihd za pfitomnosti katalyzatoru,
jimz je anorganicka kyselina. Nize zminéna reakce (rovnice 1) ukazuje obecnou reakci
esterifikace (103).

Ph
R @] ; \
R Ph

Rovnice 1: Obecna reakce esterifikace, X = halogen, -OH, R = alkylova skupina (103).

Hlavni vyuZiti reakce je pfeména organickych kyselin na estery, které poskytuji lepsi
chromatogramy nez volné kyseliny. Alkylacni reakce mize byt také pouZzita pii ptiprave ethert,
thioeteri ¢i thioesterti atd. Obecné plati, Ze alkylacni produkty jsou méné polarni nez vychozi
latky, protoZe aktivni vodik byl nahrazen alkylovou skupinou. Vznikl¢ alkylové estery vynikaji

stabilitou, mohou byt izolovany a skladovany delsi dobu.

Bézné derivatizacni cCinidla pouZzivana pro alkylaéni reakci jsou dialkylacetal,
diazoalkan, pentafluorobenzyl bromid (PFBBr), benzylbromid, BFz v methanolu ¢i buthanolu

a tetrabutylamonium hydroxid (TBH). Alkyla¢ni Cinidla lze pouzit samostatné k vytvoireni
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pt. esterti, amidl nebo také mohou byt vyuzity ve spojeni s acylacnimi ¢i silylacnimi ¢inidly.
Reakéni podminky mohou byt jak silné kyselé, tak siln¢ bazické a reakce probihaji pii urcitych

teplotach a ¢asech. Nevyhodou téchto ¢inidel je jejich toxicita (104).

2.1.8.2 Silylace

Silylace je ptevladajici metodou derivatizace, kdy vznikaji t€kavé analyty a z toho
divodu je vhodnou reakci k analyze netékavych analyti pomoci GC. Silylace znamena
zavedeni silylové skupiny do molekuly, nidhradou za aktivni vodik dimethylsilylem
[SIH(CH3).], t-butyldimethylsilylem  [Si(CHs)2C(CHa)s], chloromethyldimethylsilylem
[SICH2CI(CH3)2] a zdaleka nejcastéji trimethylsilylem [Si(CH3)s]. Nahrada aktivniho atomu
vodiku silylovou skupinou snizuje polaritu slouc¢eniny. Mnoho hydroxy a amino sloucenin
jsou netekavé nebo nestabilni pii 200-300 °C, avsak po silylaci je mozné tyto latky analyzovat.
Vzniklé derivaty jsou t€kavejsi a stabilngjsi, tudiz jsou ziskavany uzsi a symetrické piky (103)

(106).

Silylaéni reakce je fizena dobife odstupujici skupinou, coz znamend, Ze skupina
ma nizkou bazicitu, schopnost stabilizace a negativni naboj v tranzitnim stavu. Silylace
zahrnuje nahrazeni aktivniho atomu vodiku (-OH, -COOH, -NH, -NH>, -SH) trimethylsilylovou

skupinou. Obecné schéma tvorby derivatu trialkylsilylu je zobrazeno rovnici 2 (107).

Bt CH; CHas CHa3
I By & |
Sample —O: * CH; —Si—X —> [Sample—O—S8i—X] —> Sample —O—S8i—CHgz *+ HX

CHs H CHa CHa

Rovnice 2: Obecny reakéni mechanismus pro vznik trialkylsilylového derivatu (103).
Pti derivatizaci je tfeba dbat na to, aby jak vzorky, tak rozpoustédla byla vysuSena

vvvvv

funkc¢nich skupin roste od alkoholt, fenold, karboxylli, aminti k amidim/hydroxyltim.
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Derivatiza¢ni c¢inidla pouzivand pii silylaci jsou hexamethyldisilazan (HMDS),
trimethylchlorosilan  (TMCS), trimethylsilylimidazol (TSMI), bistrimethylsilylacetamid
(BSA), bistrimethylsilyltrifluoroacetamid (BSTFA), N-methyl-N-t-butyldimethylsilyl-
trifluoroacetamid (MSTFA), trimethylsilyldiethylamin (TMS-DEA) a dalsi. Reak¢ni Cinidla
mohou reagovat jak s alkoholy, tak s kyselinami za vzniku trimethylsilyl estrti ¢i ethert.
Tyto derivaty jsou tékavé a vétSiné piipadi snadno oddélitelné. Reakce jsou ovlivnitelné
jak rozpoustédly, tak piidavanymi katalyzatory (pf. pyridin), jez zvySuji reaktivitu ¢inidla.

Silylace poskytuje derivatizaci v Sirokém vybéru sloucenin a naslednou analyzu v GC (104).

2.1.8.3 Acylace

Derivatizace acylaci je typem reakce, kdy je acylova skupina zavedena do organické
slouceniny. V pripad¢ karboxylové kyseliny reakce zahrnuje acylaci a ztratu hydroxylové
skupiny. Slou€eniny obsahujici aktivni atom vodiku mohou byt pfevedeny na estery, thioestery
¢i jiné derivaty. Acylace je vhodnou reakci pro vznik tékavych derivati z vysoce polarnich
latek (pf. cukry). Acylace zlepSuje stabilitu sloucenin, které jsou termolabilni. Rovnice 3

ukazuje acylacni reakci mezi acetanhydridem a alkoholem (103).

H™ ( Catalyst)

CH;OCOCOCH; + HOR > CH3;0COR + HOCOCH3

Rovnice 3: Reakce acetanhydridu s alkoholem (R=alkyl)reaguje za vzniku esteru a kyseliny octové
(103).

Acylace nabizi urcité benefity pifi GC analyze. ZlepSuje stabilitu analytu ochranou
nestabilnich skupin, poskytuje t€kavost latkam, jako jsou sacharidy ¢i aminokyseliny, jezZ maji
mnoho polarnich skupin a jsou netékavé a teplem rozlozitelné. Halogenované derivaty jsou

detekovatelné pti nizkych hladinach ECD detektorem (105).

Bézné pouzivana c¢inidla pro acylaci jsou fluoroacylimidazol, fluoroanhydridy, N-
methylbis(trifluoroacetamid) (MBTFA), pentafluorobenzoyl chlorid (PFBCI) a penta—
fluoropropanol (PFPOH) a dalsi. Cinidla jsou dostupna jako anhydridy, acyl derivaty nebo acyl

halidy. Acyl derivaty a halidy jsou vysoce reaktivnimi slou¢eninami (104).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pFistroje, pomiicky
Pouzita rozpoustédla a chemikalie, diethylether (Lach-Ner), pentan (Lach-Ner), hexan
(Lach-Ner), heptan (Lach-Ner), methanol (Lach-Ner), chloroform (Lach-Ner), aceton (Lach-
Ner), pyridin (Lach-Ner), N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamid (Merck), hydroxid draselny
(Lach-Ner) a kyselina sirova (Lach-Ner). Standardni latky byly zakoupeny ze Sigma-Aldrich,
K. vanilova, k. kumarova, k. protokatechova, k. syringova k. ferulova, k. gallova, k. kavova,

K. sinapova, resveratrol, a—tokoferolacetat, 6—tokferol, vitamin E, katechin, quercetin.

Analyzy byly provedeny plynovym chromatografem Agilent 7890A s hmotnostnim
detektorem Agilent 5975C (Agilent, Palo Alto, CA, USA) s kolonou HP5-MS, 30m x 0,25mm
X 0,25 um. Byly pouzity analytické vahy, SPE kolonky (Strata Si-1 Silica (55 um, 70 A), 500
mg/3 ml, Phenomenex, USA), dale blokovy termostat (Stuart SBH 130) a laboratorni centrifuga
(Eppendorf centrifuge 5702).

Pouzité pomiticky — centrifugacni zkumavky, pipety, kaddinky, vialky.

3.2 Pracovni postup

3.2.1 Piiprava, derivatizace a analyza vzorku

3.2.1.1 L-L extrakce

K navazenému vzorku oleje (1 g) v centrifugacni zkumavce bylo pfidano 2 ml heptanu.
Smés byla protfepana po dobu 1 minuty, nasledné bylo pfidano 1 ml methanolu. Smés byla
promichana a po dobu 5 minut dochazelo k ustavovani rovnovahy, nasledné¢ byla smés
centrifugovana (3 min, 4400 ot./min.), po skonceni centrifugace doslo k rozdéleni dvou fazi.
Horni, methanolova faze byla odebrana do vialky a odpafena do sucha pii 70 °C pod proudem

dusiku.
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3.2.1.2 SPE

1 gram oleje byl hydrolyzovan s 0,5 ml 50% KOH a 10 ml destilované vody pti 80°C
po dobu 30 minut. Vzorek po hydrolyze byl ochlazen a bylo piikapnuto fenolftaleinu
pro zkousku alkalického prostiedi, jez bylo zneutralizovano 26% H2>SO4. Po neutralizaci byl
pridan nadbytek 26% H>SOs4 (200 pL). Smés byla nasledné extrahovana 2 ml smési
diethylether-pentan v poméru 1:1. Smés byla po dobu 1 minuty protfepavana a dale
centifugovana po dobu 3 minut. Ze vzorku byla odebrana organicka faze a odpaiena. K odparku
bylo pfidano 5 ml chloroformu. SPE kolonka byla kondiciovana 5 ml smési
methanol:chloroform v poméru 1:4 ml. Na kolonku byl nanesen vzorek rozpustény
Vv chloroformu. Kolonka byla proplachnuta 1 ml methanolu. Eluce byla provedena 5 ml acetonu

a 5 ml methanolu. Eluét byl odpaten do sucha pti 70 °C pod proudem dusiku.

3.2.1.3 Derivatizace

Po odpateni organickych rozpoustédel bylo do vialek napipetovano 75 pL pyridinu a 75
puL BSTFA. Vialky byly zazatkovany a derivatizace probihala pti 90 °C po dobu 30 minut.
Po ochlazeni byly vzorky doplnény 850 uL hexanu a analyzovany GC—MS.

3.2.1.4 Analyza vzorki

Cilové analyty byly analyzovany v rezimu monitorovani celkového iontového proudu
v rozsahu m/z 29 — 800 (TIC) a v rezimu monitorovani selektivnich iontd (SIM). Data byla
zaznamenana od 6. minuty. Analyza byla rozdélena v rezimu SIM1 do 6 skupin. Ve skupinach
byly analyzovany fenolické kyseliny, resveratrol a tokoferoly (Tab. 8). V rezimu SIM2 byly
pouzity stejné parametry z tabulky 8 u 1. — 5. skupiny. Navic byly pfidany 2 skupiny, které maji
rozdil v iontech oproti SIM1. Nové piidané skupiny obsahujici katechin (m/z: 355, 368; analyza
od 27,00 min.) a quercetin (m/z: 559, 647, analyza od 28,50 min.) (Tab. 8).

Vzorky byly analyzovany za podminek 50°C - 2min - 10°C/min - 320°C - 20min, nastiik:
lul, davkovaci pulz 140 kPa, 0,2 min. Teplota néstfikového prostoru: 340 °C. Konstantni priitok
He: 0,9 ml/min.
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Tabulka 8: Parametry nastaveni SIM1 a SIM2

SIM1/SIM2
Skupina m/z Cas [min]

1 193, 297, 308 6,00
2 327, 338 19,00
3 308, 396, 458 19,60
4 338, 368, 396 20,50
5 429, 444 23,00

SIM1
6 | 430,474,488 | 27,00

SIM2
6 355, 368 27,00
7 559, 647 28,50
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

Analyza byla zaméfena na antioxidanty, latky spojované s prospéSnymi G¢inky na lidské
zdravi. Slouceniny zodpovédné za antioxidacni aktivitu jsou polyfenoly. Typickym zastupcem
polyfenolickych sloucenin je resveratrol. Pfi biosyntéze resveratrolu jsou hlavnimi prekurzory
fenolické kyseliny. Tyto fenolické kyseliny jsou velmi rozsifenymi latkami v lidské potravé.
Zminované kyseliny byly také zastoupeny v analyzovanych vzorcich oleji. Do studie byl dale
zatazen vitamin E, ktery patii mezi vyznamné lipofilni antioxidanty obsazené ve velké mife
Vv analyzovanych vzorcich. Vitamin E taktéz spada do skupiny fenolickych slou¢enin, protoze
obsahuje hydroxylové skupiny vdzané na aromatické jadro, které jsou pro skupinu

charakteristické.

4.1 L-L extrakce

Vhodnou metodou pro izolaci a stanoveni volnych forem fenolickych kyselin
a fenolickych sloucenin (vitamin E, resveratrol, katechin, quercetin) je kapalinova extrakce
methanol — heptan. Heptan byl pouzit k piecisténi vzorkll a odstranéni vétSiny nepolarnich
balastnich latek, pfedevsim triacylglycerolii, které zlstdvaji rozpuSténé v heptanové fazi,
zatimco polarné;si, (poly)fenolické latky prechazi ochotné do methanolové faze. Pti extrakci

dochazelo k ur€itym ztratdm, protoze nelze piesné odebrat methanolovou fazi z mezifazi.

Tabulka 9 charakterizuje jednotlivé fenolické kyseliny a resveratrol pomoci reten¢nich
¢ast a hodnot m/z dominantnich ionti pouzitych pro kvantifikaci, dale ukazuje navratnost
téchto kyselina a resveratrolu pii kapalinové extrakci vzorku ryzového oleje s pridavkem
standardd. Navratnost se pro vétSinu sledovanych latek pohybuje v rozmezi 90 — 113 %.
Gravimetricky bylo zjiSténo, ze uCinnost odstranéni nepolarnich slozek matrice
(triacylglycerolt) je 95,7 %. V heptanové fazi zustava 95,7 % balastu a v methanolové fazi

zustava 4,3 % balastu.
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Tabulka 9: Navratnost fenolickych sloucenin pfti kapalinové extrakci.

Nézev slouCeniny m/z t[min] | LLE %
K. Vanilova 297 17,96 97
K.Kumarova, cis 308 18,23 86
K. Protokatechova 193 18,52 96
K Syringova 327 19,23 91
K. Ferulova, cis 338 19,56 64
K. Kumarova 308 19,8 93
K. Gallova 458 19,86 93
K. Kavova, cis 396 20,13 56
K. Sinapova, cis 368 20,88 66
K. Ferulova 338 21,24 93
K. Kavova 396 21,61 90
K. Sinapova 368 2257 95
Resveratrol 444 26,31 113

V tabulce 10 jsou vypsany a charakterizovany pouzité standardy fenolickych sloucenin
pomoci reten¢nich ¢asti a pomé&rd m/z. Na obrazku 32 je chromatograficky zaznam standardu

fenolickych sloucenin.

Tabulka 10: Charakteristika standardnich latek.

Sloucenina tr [min] m/z
K. vanilova 17,96 297
K. kumarova, cis 18,23 308
K. protokatechova 18,52 193
K. syringové 19,33 327
K. ferulova, cis 19,56 338
K. kumarova 19,80 308
K. gallové 19,86 458
K. kavova, cis 20,13 396
K. sinapov4, cis 20,88 368
K. ferulova 21,24 338
K. kavova 21,61 396
K. sinapova 22 57 368
Resveratrol, cis 23,79 444
Resveratrol 26,31 444
Katechin 27,27 368
d-tokoferol 27,55 475
p-tokoferol 28,13 488
y-tokoferol 28,22 488
a-tokoferol 29,15 502
Quercetin 29,25 647

52



K. Kumarova
K. Kavova

K, Protokatechova
K. Gallova

K. Ferulova

1.52+07

K. Vanilova

e
]
+
o
=~
K. Syringova

1.32407
1.22+07
1.1e407
1e+07
9000000
8000000
7000000
6000000C
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

K. Sinapova

Resveratrol

K. Sinapova, cis

-
x

K. Kumarova, cis,

b— K. Ferulova, cis

@ 'S
] =
Nl [
3 B
G 2
7

Q0

J v
l |

A

19.00 20.00 2100 2200 2300 2400 2500 28.00 27.00 2800 20.00

(=5 2

16.00 17.00 18.0

Obrazek 32: Chromatograficky zdznam standardnich latek.

Ke stanoveni mnoZstvi jednotlivych fenolickych sloucenin byly pouzity kalibracni
zavislosti. Metodou standardnich ptidavkl 0 koncentracich 0; 0,01; 0,05 ng/ g u kyselina 0; 1;
5; 10 ug/ g u vitaminu E, 0; 0,01; 0,1; 1; 10 pg/ g u katechinu a quercetinu byly zjistény
koncentrace fenolickych slou€enin pfitomnych v ryZzovém oleji. Nalezené koncentrace a znamé
koncentrace standardnich ptidavkd byly vyuzity k sestrojeni kalibra¢ni zavislosti pro urceni
koncentraci jednotlivych latek v ostatnich vzorcich oleji. Na obrazku 33 je ukazka kalibra¢ni
zavislosti jedné z fenolickych kyselin, v tomto piipadé kyseliny vanilové a jeji rovnice ptimky
potiebna ke kvantifikaci slouceniny v olejich. V tabulce 11 jsou vypsany jednotlivé rovnice

ptimek potiebné ke kvantifikaci fenolickych slou¢enin v ostatnich vzorcich.
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Obrazek 33: Kalibracni zavislost kyseliny vanilové.

Tabulka 11: Rovnice kalibra¢nich ptimek fenolickych sloucenin.

Sloucenina Rovnice pfimky

K. Vanilova y = 289964x + 213,92
K.Kumarova, cis y = 216813x - 29,957
K. Protokatechova y =352771x + 541,48
K Syringova y = 245893x + 123,6
K. Ferulova, cis y =126639x + 1,8171
K. Kumarova y = 176455x - 9,018
K. Gallova y = 16180x - 30,952
K. Kavova, cis y = 60909x - 4,0909
K. Sinapova, cis y = 155588x + 51,204
K. Ferulova y = 211403x + 684,07
K. Kavova y =188271x - 304,24
K. Sinapova y = 155588x + 51,204
Resveratrol y =110485x + 272,7
a-Tokoferol y = 6733,2x + 255380
B-Tokoferol y =6733,2x + 255380
y-Tokoferol y = 6733,2x + 255380
d-Tokoferol y = 6733,2x + 255380
Katechin y = 138949x - 13677
Quercetin y =953x + 101,84

Tabulka 12 ukazuje koncentrace (ug/g) fenolickych slou¢enin ve vzorcich oleja. Mezi
analyzované vzorky oleju patii arasidovy a hroznovy (zn. Olitalia), olivovy (zn. Franz Josef)
a olivovy za studena lisovany, sezamovy (zn. Albert Bio), slune¢nicovy (zn. Vegetol), fepkovy

(zn. Lukana), kokosovy a ryzovy olej (zn. Basso). Olivovy a sezamovy olej obsahovaly vyssi
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koncentrace fenolickych sloucenin z analyzovanych oleji. Ze zjisténého mnozstvi fenolickych
sloucenin v jednotlivych olejich I1ze pozorovat znacnou citlivost analyz. Analyzované oleje
obsahovaly velké mnozstvi vitaminu E, obzvlasté a-tokoferolu a vy-tokoferolu, které jsou
Vv potravinach Casto roz$ifené. Slune¢nicovy olej obsahoval nejvétsi mnozstvi a-tokoferolu,

ato 1,36 g/kg. Repkovy olej obsahoval nejvétsi mnozstvi y-tokoferolu, a to 1,07 g/kg.

Tabulka 12: Mnozstvi fenolickych slou¢enin ve vzorcich oleja.

Arasidovy | Hroznovy | Olivovy | Sezamovy |Slunecnicovy
olej [ng/g] | olej [1ng/g] | olej [ug/g] | olej [ng/g] | olej [ug/g]
K. Vanilova 0,0037 0,0025 0,3335 0,3494 0,0048
K. Kumarova, cis | 0,0008 0,0009 0,0642 0,0017 0,0008
K. Kumarova 0,0018 0,0008 0,4444 0,0225 0,0017
K. Protokatechova| N.D. 0,0112 2,3689 0,1502 0,0095
K. Syringova 0,0020 0,0072 0,0104 0,0418 0,0055
K. Ferulova, cis 0,0040 0,0013 0,0440 0,0611 0,0019
K. Ferulova 0,0033 0,0025 0,0527 0,1210 0,0022
K. Sinapova, Cis 0,0022 0,0003 0,0010 0,0165 0,0039
K. Sinapova 0,0033 0,0053 0,0082 0,1977 0,0069
K. Gallova 0,0071 0,0031 0,0079 0,0286 0,0054
K. Kavova, cis N.D. 0,0001 0,0067 0,0020 0,0005
K. Kavova 0,0001 0,0004 0,0052 0,0053 0,0007
Resveratrol, cis 0,0077 0,0036 0,0119 0,0567 0,0116
Resveratrol 0,0014 0,0022 0,0041 0,0007 0,0010
a-tokoferol 302,9 321,1 4115 3,705 1363
p-tokoferol 20,88 7,316 9,598 1,115 75,64
y-tokoferol 513,5 1471 53,24 568,1 8,923
d-Tokoferol 45,48 24,56 3,103 25,48 2,231

Pokracovani tabulky 12: Mnozstvi fenolickych slou¢enin ve vzorcich oleja.

Slunecnicovy | Olivovy | Kokosovy | RyZovy Repkovy

olej [ug/g] | olej [ug/g] | olej [ng/g] | olej [ug/g] | olej [ug/g]
K. Vanilova 0,0019 0,3812 0,0105 0,0436 0,0146
K. Kumarova, cis 0,0009 0,2088 0,0010 0,0006 0,0021
K. Kumarova 0,0028 1,0482 0,0019 0,0021 0,0010
K. Protokatechova 0,0015 0,3144 0,0041 0,0012 0,0117
K Syringova 0,0003 0,0426 0,0069 0,0020 0,0497
K. Ferulovd, cis N. D. N. D. 0,0060 0,0711 0,0093
K. Ferulova N. D. N. D. 0,0065 0,2608 0,0071
K. Sinapova, cis 0,0060 N. D. 0,0067 0,0001 0,0235
K. Sinapova 0,0185 0,0010 0,0251 0,0048 0,1110
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K.Gallova 0,0009 0,0004 0,0007 0,0002 0,0086
K. Kavova, cis 0,0007 0,0020 0,0004 0,0005 0,0053
K. Kavova 0,0013 0,0028 0,0002 0,0011 0,0037
Resveratrol, cis 0,0010 0,6121 0,0024 0,0007 0,0021
Resveratrol N. D. 1,2233 0,0005 0,0007 0,4667
a-tokoferol 82,79 1,239 0,0147 34,54 425,0
B-tokoferol 0,0605 1,986 0,0163 3,206 4,520
vy -tokoferol 38,82 3,593 0,2195 44,99 1077

d-tokoferol 0,0078 0,0097 0,0453 3,266 34,34

Na obrazku 34 je chromatogram odpovidajici analyze realného vzorku ryzového oleje

s pridavkem 0,05 pg/g fenolickych kyselin a resveratrolu a 10 pg/g tokoferoli.
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Obrazek 34: Ryzovy olej s pridavky 0,05 ng/g kyselin a 10 ng/g tokoferol.

Do experimentu byly piibrany i hroznové oleje vylisované ze zrni¢ek odriadovych vin
(Ryzlink Rynsky, Rulandské Sedé, Palava, Frankovka, Zweigltreibe, Dornfelder) popsanych
v tabulce 13. U téchto hroznovych oleji bylo navic zjistovano mnozstvi katechinu, ktery byl

V nejveétsim mnozstvi obsazen v oleji ze zrni¢ek hroznového vina Rulandského Sedého (3,3

56



mg/kg) a quercetinu, obsazeného v nejveétsim mnozstvi v oleji ze zrnicek hroznového vina
Dornfelder (17,4 mg/kg). Hroznové oleje obsahovaly vétsi mnozstvi resveratrolu oproti vyse
zminénym olejim. Nejveétsi mnozstvi resveratrolu bylo nalezeno v olejich ze zrnicek

hroznového vina Rulandského Sedého a Frankovky.

Tabulka 13: Mnozstvi fenolickych slou¢enin v olejich ze zrni¢ek odradovych vin.

Ryzlink Rynsky |Rulandské Sedé¢| Palava

[ng/d] [ng/d] [ng/d]

K. Vanilova 0,0207 0,0363 0,0082
K. Kumarova, cis 0,0034 0,0019 0,0020
K. Kumarova 0,0462 0,0302 0,0155
K. Protokatechova 0,0303 0,0249 0,0111
K Syringova 0,0049 0,0224 0,0205
K. Ferulova, cis 0,0047 0,0039 0,0071
K. Ferulova 0,0061 0,0103 0,0086
K. Sinapova, cis 0,0012 0,0085 0,0016
K. Sinapova 0,0127 0,2003 0,0105
K.Gallova 0,0265 0,2103 0,0185
K. Kavova, cis N. D. 0,0008 0,0002
K. Kavova 0,0010 0,0023 0,0011
Resveratrol, cis 0,4370 0,0262 0,4469
Resveratrol 0,6182 1,4773 0,3117
a-tokoferol 24,50 66,96 102,4
B-tokoferol 0,6686 1,332 1,532
vy -tokoferol 13,04 16,98 36,73
d-tokoferol 0,8874 0,2363 2,216
Katechin 0,0603 3,303 0,1587
Quercetin 0,2298 0,1028 0,0409

Pokracovani tabulky 13: Mnozstvi fenolickych sloucenin v olejich ze zrni¢ek odridovych vin.

Frankovka Zweigeltreibe | Dornfelder

[ng/g] [ng/g] [ng/g]
K. Vanilova 0,2537 0,0244 0,3004
K. Kumarova, cis 0,0127 0,0021 0,0051
K. Kumarova 0,0742 0,0225 0,0469
K. Protokatechova 0,0723 0,0093 0,0437
K Syringova 0,2122 0,0188 0,1544
K. Ferulova, cis 0,0132 0,0048 0,0105
K. Ferulova 0,0280 0,0074 0,0301
K. Sinapova, cis 0,0051 0,0008 0,0046
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K. Sinapova 0,0914 0,0073 0,0428
K.Gallova 0,1257 0,0503 0,1452
K. Kavova, cis 0,0013 0,0003 0,0020
K. Kavova 0,0109 0,0006 0,0046
Resveratrol, cis 1,1297 0,2547 0,6600
Resveratrol 1,0034 0,2215 0,7410
a-tokoferol 70,39 46,69 110,5
-tokoferol 1,536 1,085 1,890
vy -tokoferol 28,66 10,29 54,18
d-tokoferol 2,071 0,8528 3,854
Katechin 0,0215 0,0588 0,1001
Quercetin 0,4092 0,1364 17,42

Na obrazku 35 je ukazany chromatogram oleje ze zrni¢ek odridového vina Dornfelder
naméfeny v rezimu SIMI1. V tomto reZimu byly naméfeny jednotlivé fenolické kyseliny,
resveratrol a tokoferoly. Obrazek 36 ukazuje chromatogram naméfeny v rezimu SIM2, kde je
rozdil v zadanych iontech oproti reZimu SIM1. V reZimu SIM2 byly naméfeny fenolické

kyseliny, resveratrol, katechin a quercetin.
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Obrazek 35: Chromatogram oleje ze zrnicek odridového vina Dornfelder (SIM1).
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Obrazek 36: Chromatogram oleje ze zrni¢ek odriidového vina Dornfelder (SIM2).

4.2 SPE

Pro uvolnéni fenolickych sloucenin z vazanych forem (glykosida, esterti, depsidi apod.)
byla navrzena alkalicka hydrolyza s naslednym oddélenim produktii hydrolyzy lipidové matrice
pomoci extrakce tuhou fazi dovolujici postupné vymyvani jednotlivych frakci ze silikagelové
kolonky. Postup lze aplikovat pouze na fenolické latky, které jsou dostatecné stabilni
za podminek hydrolyzy. Zejména Vv ptipadé nékterych fenolickych kyselin byly pii analyze
standardli pozorovany vyrazné ztraty analytti béhem zahtivani v alkalickém prostiedi. Typicky
se ztraty projevily v ptipadé 3,4-dihydroxy piipadné 3,4-hydroxy-methoxy disubstituovanych
fenolickych kyselin. V souboru sledovanych latek se jednalo o kyselinu kavovou,

protokatechovou a vanilovou a dale o 3,4,5-trisubstituovanou kyselinu syringovou.

Vytézky fenolickych latek zjisténé analyzou standardii byly za téchto podminek
relativné nizké (4 — 45 %). Presto byly celkové koncentrace nalezené metodou standardnich
pfidavkil vyrazn€ vysS§i nez nalezené koncentrace volnych fenolickych latek. Porovnani

celkového obsahu fenolickych latek a koncentrace volnych forem je spolu s faktorem
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vyjadfujicim pomér obou hodnot uvedeno v tabulce 14. Z tabulky je zfejmé, Ze mnozstvi
vazanych fenolickych latek v nékterych ptipadech az fddové prevysuje koncentrace volnych
forem. Vzhledem k nedostate¢né prostudované stabilité¢ sledovanych latek béhem hydrolyzy
a relativné nizkym vytézktim extrakce je ovSem nutné povazovat tyto vysledky za piredbézné.
Pro vyvozeni relevantnich zavért by bylo nutné metodu dale optimalizovat a podrobné&;ji
prostudovat chovani a sledovanych latek a riznych vazanych forem (estery, glykosidy, depsidy)

za podminek hydrolyzy a néasledné chromatografické (SPE) purifikace.

Tabulka 14: Porovnani LLE a SPE.

LLE [ug/g] SPE [ng/g] Pomér
Sloucenina (volna forma) | (celkova konc.) | (celkova/volna)
K. Kumarova, cis 0,009957 0,137943 13,9
K. Kumarova 0,011373 0,067541 6,0
K. Ferulova, cis 0,044184 0,087214 2,0
K. Ferulova 0,116373 0,193691 1,7
K. Sinapova, cis 0,003988 0,021429 54
K. Sinapova 0,059536 3,068605 51,5
K.Gallova 0,001461 0,063713 43,6
Resveratrol, cis 0,019580 0,197038 10,0
Resveratrol 0,003185 0,016546 5,2
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyva stanovenim fenolickych sloucenin v potravinach, zejména
Vv olejich. Tato prace shrnuje déleni fenolickych slouc¢enin, kam byl zafazen i vitamin E, ktery
obsahuje funkéni skupinu charakteristickou pro tyto slouceniny. V teoretické ¢asti je popsan
vyskyt fenolickych sloucenin, chemické vlastnosti, pozitivni Vliv slou¢enin na lidské zdravi
a moznost jejich stanoveni. V praktické ¢asti je pozornost vénovana resveratrolu, fenolickym

kyselinam, vitaminu E, katechinu, quercetinu - latkam velmi rozsitenym v lidské potrave.

K analyzovanym vzorkim oleju (arasidovy, hroznovy, olivovy, olivovy za studena
lisovany, sezamovy, slune¢nicovy, tepkovy, kokosovy, ryzovy) byly pfifazeny i oleje
ze zrniéek odridovych hroznovych vin (Ryzlink Rynsky, Rulandské Sedé, Palava, Frankovka,
Zweigeltrebe, Dornfelder). V praci je ukazana navratnost fenolickych slou¢enin. Metodou
standardnich piidavku bylo zjisténo mnozstvi jednotlivych latek v analyzovanych olejich. Oleje
ze zrni¢ek odrudovych vin obsahovaly vEtsi mnozstvi resveratrolu (0,22 — 1,47 mg/kg) oproti
vySe zminénym olejim, které obsahovaly az o dva fady niz$i koncentrace. Pouzitou extrakéni
metodou pro stanoveni mnozstvi jednotlivych fenolickych slouc¢enin byla kapalinova extrakce.
Kuvolnéni véazanych fenolickych kyselin byl pouzit hydrolyza¢ni krok a nasledné¢ SPE
K odstranéni produktd hydrolyzy. Pti hydrolyze dochazelo u ur¢itych kyselin k jejich rozkladu
a u n€kterych kyselin dochazelo k uvolnéni z vazanych forem. Byl pozorovan i nartst

Mrwe

skute¢nost mohla ovérit.
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