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ANOTACE

Tato bakalaiskd prace se zabyva resveratrolem, piceidem, piceatannolem
a astringinem. Prvni ¢ast prace je vénovana charakteristice téchto latek, jejich u¢inkiim na
organismus a jejich vyskytu v pfirod¢, predevsim pak Vv potravinach.

V druhé casti jsou popsany analytické metody, které slouzi ke stanoveni
resveratrolu a jeho derivati. Jsou zde uvedeny principy metod, popis ptisluSnych aparatur
a zpusoby vyhodnoceni vysledk.

Treti Cast se zabyva konkrétnimi analyzami uvedenych latek v potravinach. Jsou
zde uvedeny analyzy rtiznych vin, bobuli nebo bylin, ale i ¢okolady a chmelu. Ve vSech

ptipadech je popsana Uprava vzorkl, podminky analyzy i shrnuti vysledki.

Klic¢ova slova: Stilbeny, resveratrol, HPLC, vino, francouzsky paradox

ANNOTATION

This thesis deals with resveratrol, piceid, piceatannol and astringin. The first part is
devoted to the characteristics of these substances, their effects on the human organism and
their occurrence in nature, especially in foodstuffs.

The second part describes the analytical methods used to determine resveratrol
and its derivatives. There are presented the principles of methods, description of the
apparatus and methods of evaluation results.

The third part deals with the concrete analysis of these substances in food. There
are presented the analysis of different wines, berries or herbs, but also chocolate and hops.

In all cases is described the sample preparation, analysis and summary of the results.

Keywords: Stilbenes, Resveratrol, HPLC, Wine, French Paradox
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1 Uvod

Vzhledem ke zhorSujicimu se zivotnimu stylu lidi budi antioxidanty v dnesni dobé
mnohem vétSi pozornost nez diive. Tato bakalarska prace se proto zabyva resveratrolem
a jeho derivaty.

V dnesni dobé se setkavame s mnoha antioxidanty, pravé resveratrol a jeho
derivaty vsak piedstavuji velice zajimavé téma. Resveratrol je totiz znamy piedevs§im diky
pritomnosti ve viné. Tento napoj je diky rostouci kvalit¢ domacich vin stale Castéji
vyhledavan i lidmi v Ceské republice. Konzumenty zajima dopad na zdravi, ktery je
Vtomto piipadé¢ velmi pozitivni. Disledkem antioxida¢niho ucinku resveratrolu je
napf. zanik Skodlivych radikalt a zvySena odolnost organismu proti starnuti. Obzvlast’ ve
Francii jsou vina pravidelnou soucasti jidelnicku, coz v kombinaci s lep§im zdravotnim
stavem Francouzu vedlo k rozvoji studie tzv. ,,francouzského paradoxu®.

Antioxidanty jdou v dnesni dobé mddni zalezitosti, daji se tedy zakoupit ve formé
ruznych preparati. Kombinaci vhodnych potravin je vSak moZzné si jejich dostatecny piisun

zajistit i kazdodenni stravou.
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2 Resveratrol a jeho derivaty

2.1 Resveratrol

Resveratrol ~ je  trividlni  ndzev  pro polyfenolickou slouc¢eninu
3,4',5 —trihydroxystilben, jejiz struktura je znazornéna na obrazku 1. Z nazvu vyplyva, ze

jde o derivat stilbenu. V ptirod¢ se vsak Casto vyskytuje i ve formé glykosidu.

HO ! OH
HO OH
=3 O OH
) K
cis-Resveratrol

OH

trans-Resveratrol

Obrazek 1- Chemicka struktura isomeri resveratrolu [1]

Resveratrol se vyskytuje v obou isomernich formach, tedy jako cis- nebo
trans-resveratrol. Aktivni formou je praveé trans-resveratrol, ktery se vlivem tepla nebo
UV-zafeni pfeménuje na cis- formu. Pfeména cis- formy na trans- je zptisobena naopak
nizkym pH, vysokou teplotou nebo plisobenim viditelného svétla. Resveratrol je pevna
latka a jeho molekulova hmotnost je 228,243 g/mol. Jeho hustota je 1,36 g/cm?, tedy vétsi
nez hustota vody, a bod varu 261 °C.

Prekurzorem pro biosyntézu resveratrolu jsou glykosidy, ze kterych vznika
fenylalanin. Z toho po né¢kolika reakcich a diky plisobeni resveratrol synthasy vznika prave
resveratrol. Izolace Cistého resveratrolu je experimentalné naro¢na, protoze je vétSinou
doprovazen vétsim mnoZstvim sloucenin podobné struktury.

Resveratrol byl poprvé izolovan z kychavice velkokvété (Veratrum grandiflorum),
pozdéji byl vSak nalezen ve vice nez 72 rostlinnych druzich. Tento pocet se ovSem stale
zvysuje. Nékteré z téchto rostlin jsou odjakziva soucasti stravy Clovéka, jako napt. vinna

réva (Vitis vinifera) a vino, zelenina, ofechy a bylinky [2-5].
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2.1.1 Vyskyt v rostlinach

V rostlinach se vétSinou vyskytuje smés obou isomerd, v pfevaze vSak byva
trans- forma. Tato forma zaroven vykazuje vys§i antioxida¢ni ucinky na organismus.
Rostliny produkuji resveratrol pfedev§im pokud jsou ve stresu, pfi vystaveni UV- zéfeni,
nebo pii napadeni mikroorganismy, aby je ochranil. Napiiklad pfi napadeni vinné révy
plisnémi je dosazeno maximalni koncentrace trans-resveratrolu 24-96 hodin po napadeni,
pak zacne koncentrace klesat a asi po 16 dnech se vrati na piivodni hodnotu. Obsah
resveratrolu z&visi na druhu a odrd¢ rostliny, na podnebi a podminkach béhem rtstu. Lisi
se ovSem 1 v ruznych castech konkrétni rostliny. V misté napadeni je jeho koncentrace
nizka, v nejbliz§im okoli je maximalni a s rostouci vzdalenosti od mista nédkazy opét klesa.
Obecné tedy plati, Ze ¢im pfiznivéj§i podminky pro rist rostlina ma, tim je obsah
resveratrolu v ni niz§i. Rostliny vSak neprodukuji resveratrol pouze jsou-li vystaveny
nakaze, ale do jisté miry také preventivng.

Resveratrol se nachézi predevsim ve slupkach hroznt a grepu, v arasidech, cerném
rybizu, borGvkach, brusinkdch, moruSich a v bylinkdch. Jeho vysoky obsah je vSak
i v erveném zeli, fepé, brokolici, nebo ruzickové kapusté. V tabulce 1 jsou uvedeny

nékteré potraviny obsahujici resveratrol, véetné hodnot odpovidajicich jedné porci.

Tabulka 1- Priklady potravin obsahujicich resveratrol [6]

Food trans-Resveratrol cis-Resveratrol  Total Serving(g  Total
(pg/Lor pglkg) (wg/Lorpgfkg) resveratrol  orml) resveratrol
(pg/Lorkg) (jg/serving
Red wine 1810 440 8470 150 1270
White wine 100 160 740 150 m
Grapes, not specified 1560 - 2230 100 223
Grape juice 100 tr 890 250 222
Peanuts, toasted 60 - 60 30 1.8
Pistachios, toasted 70 - 70 30 2.1
Berries, not specified 80 - 80 50 40
Tomatoes® 11 1.7 126 100 1.3
Chocolate, not specified® 692 - 3325 10-40 88
Beer, not specified" 9 3.1 14.7 330 438
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Jednim =z nejbohatSich zdroji resveratrolu jsou kofeny kiidlatky kopinaté
(Polygonum cuspitadum). Mezi dal$i bohaté zdroje patii listy a kofinky kychavic
(Veratrum grandiflorum, V. formosanum). Vsechny tyto rostliny se pouzivaji predev§im
v Japonsku a Cing, jako vyznamné slozky tradiéni mediciny. V nizsich koncentracich se
resveratrol vyskytuje i ve chmelu a kakau.

Diky vysokému obsahu resveratrolu v hroznech vinné révy jsou casto predmétem
analyz pravé vina. V tomto pfipadé je resveratrol béhem vyroby extrahovan ze slupek
vinné révy, coz vysvétluje rozdilny obsah v &ervenych a bilych vinech. Cervené vino se
nechdva kvasit i se slupkami, umoziuje tedy extrakci vétStho mnozstvi resveratrolu.
Stfedni koncentrace resveratrolu v ¢ervenych vinech je 2—6 mg/l, v bilych vinech je jeho
koncentrace znatelné nizsi, a to ptiblizné 0,2-0,8 mg/l.

V dnes$ni dobé je resveratrol k dostani i ve formé& preparatt, které slouzi jako
dopliky stravy. Jejich vyhodou proti rostlinnym zdrojim je vysokd koncentrace
resveratrolu. Na rozdil od vina tyto preparaty neobsahuji alkohol a pro ziskéani
poZzadovaného mnoZstvi resveratrolu neni tedy nutné zatéZovat zbytek organismu,

predevsim jatra. Jejich nevyhodou je ovSem vysoka cena [2-5].

2.1.2 U&inKky na organismus

Resveratrol je pro organismus prospéSny piedev§im diky svym silnym
antioxida¢nim vlastnostem, ¢imZ chrani bunky pfed Skodlivymi kyslikovymi radikaly.
Po poziti resveratrolu dochazi k jeho vysoké absorpci, ale zaroven k velmi rychlému
odbourani. Jeho antioxidac¢ni Uc¢inek je 20x siln€jsi nez u vitaminu C, 5X siln&jsi nez
u beta karotenu a 50x silngjsi nez u vitaminu E [5].

Resveratrol pusobi na jednotlivé buiiky, ¢imZz chrani cely organismus clovéka.
Dokaze az 13x zvysit aktivitu urcité skupiny proteind, tzv. sirtuind, ¢imz dojde k aktivaci
enzym, které nésledné€ chrani dédi¢nou informaci v buiikach pied poSkozenim. Dilezité
geny pak vydrzi déle a odolavaji rakovinnému bujeni. Resveratrol navic dokaze
zpomalovat degenerativni procesy v mozku pii nékterych neurologickych onemocnénich.
Dale podporuje imunitu a obnovu tkani, zabranuje nadmérnému srazeni krve a ma pfiznivy
vliv na kardiovaskularni systém. Ma protizanétlivé ucinky, pti 1éceni rakoviny pak snizuje

negativni U¢inky chemoterapie. Pozitivn¢ plisobi i na plice, ovliviiuje metabolismus lipida
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a zabranuje usazovani cholesterolu v cévach, ¢imz snizuje riziko embolie, infarktu

a aterosklerozy. Resveratrol prokazatelné zvySuje odolnost bun¢k proti stresu [2-5,7].

2.1.3 Francouzsky paradox

V souvislosti s resveratrolem se C¢asto mluvi o tzv. francouzském paradoxu.
Zatimto oznacenim se skryva fakt, Ze Francouzi trpi asi o 40% niz§im vyskytem
kardiovaskularnich chorob, nez jaky by odpovidal mnozstvi tuku, ktery konzumuji
Vv potravé. Na rozdil od ostatnich konzumentt tukti vSak Francouzi piji ve zvySené mife
cervené vino.

Kazdy Francouz vypije ro¢né prumérné 67 litri vina, zatimco obyvatelé jinych
statl nékolikandsobné méné, naptf. na Americana piipadd pouhych 6 litrG. Pravidelnd
konzumace vina vede k prokazatelnym krevnim zménam, které pozitivné ovliviiuji cely
ob&hovy systém. Tato skutec¢nost vedla k domnénce, ze pozivani vina muze pusobit proti
ucinkiam diety s vysokym obsahem tukd, a omezit tak moznost vzniku a rozsah
onemocnéni véncitych tepen. Odbornici doporucuji muzim pit dva az ¢tyii decilitry vina
denné, zenam piiblizné o polovinu méné. Ctyfi decilitry Gerveného vina totiz obsahuji
Vv priméru 1 mg resveratrolu, coz je z dlouhodobého hlediska u¢inné mnozstvi, které
ovliviiyje zdravi ¢lovéka.

Za lepsi kvalitu zdravi Francouzli vSak nezodpovid4 jen piti vina, ale 1 dalsi
stravovaci navyky. Francouzi jsou zvykli jist pomalu, mensi porce a vyuzivaji kvalitni

suroviny[4,8].

2.2 Piceid

Piceid je nejvyznamngjSim derivatem resveratrolu, konkrétné jeho glykosidem
(3-O-p-D-glukosid). Jeho struktura je znazornéna na obrazku 2. Vyskytuje se predevsim
v kiife smrku a v kofenech kiidlatky. Piceid doprovazi resveratrol, vyskytuji se tedy ve
stejnych potravinach. Obé tyto latky maji podobné vlastnosti, piceid se tedy také podili na
ochrané organismu. Stejné€ jako u resveratrolu probiha jeho syntéza ve slupkach hroznu.

Vzhledem Kk technologickému postupu pii vyrobé vin je tedy i jeho obsah vyssi
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v Cervenych vinech. Dalsim zdrojem piceidu jsou arasidy, nékteré druhy rajcat a ¢okolada.
V jejich produktech je vSak jeho mnozstvi oproti vinu zanedbatelné [1,6,9].

H,OH

o
H

0 OH CH,OH
LA O -
OH HY—0 OH
QR vac®
OH OH
J L

OH cis-Piceid

trans-Piceid

Obriazek 2- Chemicka struktura isomeru piceidu [1]

2.3 Piceatannol

3',4',3,5-tetrahydroxy-trans-stilben, tedy piceatannol, je dalsi fenolickou latkou.
Svou strukturou je velmi podobny resveratrolu, jak je zfejmé z obrazku 3. Organismus
chrani pfedevsim proti rakoviné, protoZe bojuje proti nddorovym buitkdm. V tomto sméru
je piceatannol U¢inngj$i nez resveratrol. V pfirodé¢ se vSak vyskytuje pouze v nizkych
koncentracich, a to pfedev§im v kofenech smrku a bylin. Dale vSak doprovazi resveratrol

napiiklad ve vin¢ [10].

OH

SN
HO =

OH
Piceatannol

Obrazek 3- Chemicka struktura piceatannolu [10]
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2.4 Astringin

Astringin je dalsi latkou ze skupiny stilbenti, konkrétn¢ glykosid piceatannolu
(3-OH-piceid). Jeho struktura je znazornéna na obrazku 4. Astringin se vyskytuje
spolecné s ostatnimi fenolickymi latkami v hroznech a tedy 1 ve vin€. Déle je v piirodé
pfitomen napiiklad v kiife smrku. Stejné¢ jako resveratrol a piceid ma diky svym

antioxidacnim schopnostem pozitivni vliv na organismus [11].

« _OH

Obrazek 4- Struktura astringinu [11]

2.5 Pinosylvin

Pinosylvin je trivialni nazev pro latku 3,5-dihydroxy-trans-stilben, jejiz struktura je
znazornéna na obrazku 5. Patii mezi fungitoxiny a je produkovan rostlinami jako prevence

pted nakazou, jeho obsah se vsak zvysuje pisobenim UV-zateni. Nachazi se predev§im ve

dievé borovic, které chrani pted plisnovou infekei [3,12].

HO
o
OH

Obrazek 5- Struktura pinosylvinu [12]

2.6 Pterostilben

Pterostilben  (trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxystilben) je dalSim derivatem

resveratrolu a jeho struktura je znadzornéna na obrazku 6. Stejn¢ jako resveratrol ma vysoké
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antioxida¢ni uCinky, chrani organismus pfed starnutim a pomaha snizovat hladinu
cholesterolu a cukru v krvi. Oproti resveratrolu se vsak pterostilben pomaleji metabolizuje,

takze je jeho doba antioxida¢niho pisobeni delsi. Nachazi se v hroznech a bortvkach a je

OH
gg

produkovan jako ochrana pied nakazou [3,13].

H5CO E

OCHj

Obrazek 6- Struktura pterostilbenu [3]
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3 Analytické metody

3.1 Chromatografické separaéni metody

Chromatografie patii mezi separacni metody pouzivané k analyze slozitych smési,
obsahujicich latky podobnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Zékladnim principem
téchto separaci je odliSna interakce analytl se stacionarni a mobilni fazi. Analyty se po
ptechodu do stacionarni faze snazi dosdhnout termodynamické rovnovahy, kterd je ovSem
naruSovana pritokem mobilni fidze. Tvorba této rovnovdhy je tedy mnohondsobné
opakovana. Distribuce analytu mezi dvé faze je popisovana distribu¢ni konstantou Kp,
kterou rozumime pomér rovnovaznych koncentraci této slozky v obou fazich. Nejdéle jsou
Vv koloné¢ zadrzovany ty latky, které maji nejvyssi hodnotu Kp (silné se poutaji ke
stacionarni fazi). Naopak jako prvni opousti kolonu latky, které se stacionarni fazi reaguji
méné. Chromatografie umoziuje jak kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu smési.

Chromatograficka  separace probiha v chromatografu. Graficky vystup
z chromatografu se nazyva chromatogram, ktery zaznamenava zavislost signalu
z detektoru na ¢ase. Kazdému analytu odpovida na chromatogramu jeden pik, jehoz vrchol
definuje jeho retencni Cas (tr), ktery je za stejnych podminek konstantni. Identifikace smési
analyti na chromatogramu se tedy provadi porovndnim jejich retenCnich Casti S udaji
zZ analyzy standardq.

Chromatografické techniky rozdélujeme dle principu déleni (adsorpéni,
rozdélovaci, iontové-vyménnd, gelova, afinitni), dle skupenstvi mobilni faze (kapalinova,
plynova) a dle uspotradani stacionarni faze (kolonova, kapilarni, na tenké vrstvé, na papiie)

[14-16].

3.1.1. ZAkladni pojmy

e Mobilni fize: Jako mobilni faze byva oznaCovana ta faze, kterd se
v chromatografickém systému pohybuje. Tato faze vnasi do kolony vzorek
a nasledné odnasi separované slozky k detektoru. V plosné chromatografii

se mobilni faze nazyva vyvijeci ¢inidlo, v plynové pak nosny plyn.
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e Stacionarni faze: Jako stacionarni faze byva oznaCovana ta faze, ktera je

V systému nepohybliva. Miize ji tvofit jak pevna latka, tak film kapaliny
zakotveny na povrchu pevné latky.

e Retenéni as: Reten¢ni Cas (tr) je doba, za kterou se analyt dostane
k detektoru za kolonou. Nékdy byva nahrazen reten¢nim objemem (VR),

coz je objem mobilni faze, ktera proteCe kolonou za reten¢ni ¢as. Vztah
mezi tdmito veli¢inami je definovan vzorcem Vi =t,-F. kde Fn je

objemovy priitok mobilni faze.

e Retardacni faktor: Pojem retardacni faktor (Rg) se pouziva u ploSnych

technik chromatografie. Tato hodnota vyjadiuje pomér vzdalenosti ¢ela od
startu a vzdalenosti stfedu skvrny sledované latky od startu a pohybuje se
od 0 (latky ptfi danych podminkach stoji na startu) az po 1 (latky jsou

unasené s Celem).

3.1.2. Chromatografie v plosném uspoiadani

Tenkovrstva a papirova chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) se spolu s papirovou chromatografii (PC) fadi
mezi chromatografické techniky V plosném uspofadani. Principem téchto metod je
rozdéleni latek v zavislosti na jejich odlisné pohyblivosti v systému 2 fazi. Mohou byt
provadeény ve vzestupném nebo sestupném uspotadani, v druhém piipadé je vSak migrace
podpofena gravitaci. Pro zachovani konstantnich podminek, a tedy moznost porovnani
ziskanych dat, jsou vzdy stanovovany vzorky i standardy zéroven na jedné desti¢ce
Tenkovrstva chromatografie se provadi na tenké vrstvé sorbentu (silikagel, oxid hlinity),
ktera je nanesena na vhodnou desticku (sklo, kovova folie). Na této desticce je oznacen
start, kam se nana$i vzorky zaroven se standardy. Po zaschnuti nanesenych roztoku je
desticka umisténa do vyvijeci komory s rozpoustédlem (mobilni faze) tak, aby vzorky
nebyly ponofeny. Separace je ukoncena kdyz se celo zacne blizit okraji desticky. V tu
chvili se chromatogram vynda z vyvijeci komory, vysusi se a provede se detekce. Pro

zvyraznéni latek na chromatogramu se pouziva pfedevSim metoda obarveni vhodnym
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¢inidlem, které s pritomnymi latkami vytvoii barevny komplex. Dale je mozné pouzit
fluorescencni barviva, ktera jsou pfitomnymi latkami zhaSena. Po ozafeni UV lampou se
proto pfitomné latky projevi jako tmavé skvrny. Identifikace pfitomnych latek se provadi
porovnanim retarda¢nich faktorti, kvantifikace pomoci méfeni absorbance, fluorescence
nebo denzitometricky.

Modifikaci TLC je vysokouc¢inna tenkovrstva chromatografie (HPTLC), ktera je
vyhodnéjsi predevsim diky své miniaturizaci a diky snizenym pozadavkim na mnozstvi
pouzitych latek. Pti jedné analyze je tak mozné sledovat az pétkrat vice vzork nez u TLC.

Pfi  papirové chromatografii  dochdzi kdé€leni latek pifi  prichodu
chromatografickym papirem, ktery je vyrobeny z velmi Cisté celuldzy. Papir slouzi jako
nosi¢ zakotvené faze, kterou je vétSinou voda. V tomto piipad¢ se zakotvena faze oznacuje
jako komplex voda-celuloza, protoze jde o vlhkost vazanou celulozou. Papir v§ak muze byt
impregnovany, diky ¢emuz je mozné v ném zakotvit i jind nevodné polarni (formamid)
nebo nepolarni rozpoustédla (petrolej, parafinovy olej). Princip nandSeni vzorkd, separace
a vyhodnoceni je u papirové chromatografie stejny jako u tenkovrstvé chromatografie

[14-17].

3.1.3. Vysokoiuéinna kapalinova chromatografie

Mobilni fazi v kapalinové chromatografii (LC) tvofi kapalina. Separace zavisi
nejen na stacionarni, ale 1 mobilni fazi. Dle povahy separovanych latek miiZze byt pouZzita
chromatografie na normalnich (NP) nebo reverznich fazich (RP), ktera je vhodna k déleni
polarnich latek. Pfi NP-HPLC slouzi jako stacionarni faze polarni latka, nejcastéji

silikagel. Mobilni faze je pak nepolarni (pentan, hexan, heptan). Naopak u RP-HPLC je

smés vody a organickych rozpoustédel (acetonitril, methanol). Siln¢€ polarni analyty malo
reaguji se staciondrni fazi, a proto opousti kolonu jako prvni. Plati tedy, ze s klesajici
polaritou délenych latek roste jejich retenc¢ni Cas.

Vzhledem k ¢asové naro¢nosti separace malo polarnich latek byva separace
provadéna v rezimu gradientové eluce. Ta diky zméné sloZzeni béhem analyzy umozni

urychleni eluce slabé polarnich latek. Kolonou miize mobilni faze prochdzet stile ve
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stejném slozeni (izokraticka eluce), nebo se miize jeji slozeni ménit s casem (gradientova
eluce).

Schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na obrazku 7, sklada se ze
zasobnikl mobilni faze, Cerpadla, zafizeni pro davkovani vzorku (autosampler, injekéni

stiikacka), kolony a zatizeni pro detekci latek.

Cerpadlo davkovaci
zafizeni
fizeni slozeni

mobilni faze
vzorek

smeédovaci kolona
zafizeni

zasobniky vyhodnocovaci
mobilni faze zafizeni

detektor -_l m h \

Obrazek 7- Schéma kapalinového chromatografu [15]

Kolony tvofi nejastéji ocelova, sklenéna nebo plastova trubice, naplnéna
drobnymi c¢asticemi sorbentu, ktery slouzi jako stacionarni faze. Kolony maji délku
vétsinou 10, 15 nebo 25 cm, vnitini pramér 2 az 4 mm. Obvykly pritok eluentu je vétSinou
do 1 ml/min. Jako ochrana pied necistotami byva zapojena pied analytickou kolonou

ochranna kolonka [14,15,18,19].

Detektory v kapalinové chromatografii

V HPLC se pouzivaji spektrofotometrické a fluorescencni detektory, hmotnostni
spektrometry (MS), elektrochemické detektory, ale i refraktometrické detektory [15,16,20].
e Spektrofotometrické detektory méfi absorbanci eluatu, ktery opousti

kolonu. Jednoduché detektory méfi pii jedné vinové délce v UV oblasti.
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Naopak detektory s diodovym polem (DAD, PDA) méfi celé absorpéni
spektrum v rozmezi danych vinovych délek.

e Fluorescenéni detektory vyuzivaji schopnosti latek absorbovat UV zafeni
a nasledn¢ emitovat zafeni o vyssi vinové délce. Tento detektor je vysoce
selektivni a citlivy.

e MS méfi hmotnostni spektrum iontl analyti. Vstupujici eluat je ionizovan
(elektronova ionizace EI, chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI,
ionizace elektrosprejem ESI), vzniklé ionty jsou pak rozdéleny podle
poméru m/z a nakonec dochazi k vlastni detekci. Vyhodnoceni se provadi

predevsim v rezimu sledovani vybraného iontu (SIM) [21].

3.14. Plynova chromatografie

V plynové chromatografii (GC) slouzi jako mobilni faze plyn. Vyhodou této
metody je jeji rychlost, potfeba malého mnoZstvi vzorku a relativné jednoducha aparatura.
Plynova chromatografie je velmi vhodna pro t€kavé slozky, jeji vyuziti je vS8ak omezeno
pro tepeln€ malo stabilni latky.

Jako stacionarni faze muze v plynové chromatografii slouzit jak pevna latka, kdy je
separace zalozena na adsorpci analytu, tak kapalina, kdy separace zavisi na rozdéleni latek
tvofi dusik, helium nebo argon. V systému byvé piitomen regulacni systém, ktery udrzuje
konstantni pritok nosného plynu i pii zméné teploty nebo tlaku. Néstiik vzorku se provadi
pomoci injekéni stiikacky pfes septum, odd€lujici injektor od okolniho prostfedi.
V piipadé néplnovych kolon se nastiik provadi pfimo do kolony (on column), v ptipade
kapilarnich kolon pak pomoci déli¢e toku (split injection) nebo bez déliCe toku (splitless
injection).

V plynové chromatografii se pouzivaji jak naplnové, tak kapilarni kolony.
Napliiové kolony byvaji pfedevSim sklenéné, maji primér 2-3 mm a délku az nékolik
metri. Byvaji naplnény sorbentem (silikagel, oxid hlinity) nebo zakotvenou kapalnou fazi.
U kapilarnich kolon slouzi jako nosi¢ stacionarni faze pfimo sténa kapilary, které byvaji

prevazné kiemenné. Prumér kapilary je ptiblizn¢ 0,1-0,6 mm a délka az 150 m. Povrch
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kolony byva pokryt vrstvou polyimidu, ktery ji chrani pied poskozenim. Kolona je
umisténa v termostatu, ktery je temperovian na danou teplotu. Schéma plynového

chromatografu je znazornéno na obrazku 8 [14-16].

vzorek vystup plynu do atmosféry
| 4 signal detektoru
C j—@—j—l@
\ \ N vyhodnocovaci
zarizeni
davkovad Kolsha detektor
regulacni
systém
\\ termostat
Cistici zarizeni
zdroj nosného plynu

Obrazek 8- Schéma plynového chromatografu [15]

Detektory v plynové chromatografii

Jako detektory pro plynovou chromatografii se nejcastéji pouzivaji tepelné-
vodivostni detektor (TCD), plamenovy ioniza¢ni detektor (FID), detektor elektronového
zachytu (ECD) a hmotnostni spektrometr (MS) [14-16].

e Tepelné-vodivostni detektor je slozeny ze zhaveného odporového vlakna,
které je ochlazovéano pfichazejicim plynem. Pfitomnost analytu se projevi
zménou vodivosti odporového vlakna. Detektor byva vétSinou vybaveny
dvéma vlakny, jejichz odpor se porovnava. Pies jedno vlakno proudi Cisty
nosny plyn a pfes druhé plyn vychazejici z kolony. Tento detektor je
univerzalni.

e Plamenovy ioniza¢ni detektor funguje na principu zavadéni plynu
Z kolony do kyslikovodikového plamene, ¢imz dojde k ionizaci ¢astic. Tyto
molekuly pak vedou proud, jehoz narast detektor sleduje. FID je velmi

citlivy na uhlovodiky, ale naopak neumoziuje detekci anorganickych par

a plynii.
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e Detektor elektronového zachytu je selektivni detektor pro halogenované
latky. Vyuziva p-zareni, které ionizuje molekuly nosného plynu a vyvolava
tak ionizacni proud. Atomy halogenti zachycuji pomalé elektrony, coz

zpusobi pokles proudu, ktery je detekovan.

3.1.5. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CZE) funguje na principu rozdilné pohyblivosti iontil
Vv elektrickém poli. Separace probihéd v kiemenné kapilafe 0 priméru okolo 50 pm a délce
desitek cm, ktera je pokryta ochrannou vrstvou polyimidu. Silanolové skupiny ze stény
kapiléary pfi kontaktu s roztokem o vysokém pH disociuji, ¢imZ se vytvoii zaporny naboj.
Ten pak pfitahuje kladné ionty z elektrolytu a vznika elektrickd dvojvrstva. Po vlozeni
napéti migruji kationty ke katodé, coz vyvold tok celého roztoku. Nejrychleji putuji
kationty, které dorazi k detektoru jako prvni. Kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem,
ktery byva tvofen roztokem pufru. Oba jeji konce jsou ponofeny do zasobniki
s elektrolytem, ve kterych jsou zarovenl ponofeny i elektrody. Koncem kapilary, ktery je
vzdalengj$i od detektoru, se nasaje vzorek. Vzorek muze byt nadavkovan tlakem,
elektrokineticky nebo diky rozdilné vysSce hladin. Poté se kapilara vrati do zasobniku
s elektrolytem a po vlozZeni vysokého napéti mezi elektrody je zahdjena separace. Jako
detektor slouzi ptedev§im UV-VIS detektor, ktery je napojen piimo na kapilaru.
Usporadani kapilarni elektroforézy je znazornéno na obrazku 9. Jako vystup ziskdme

elektroforegram, ktery je podobny chromatogramu [14-16,22].

— — __Jvyhodnoceni
H signéalu
detektor
davkovani vzorku
(zacatek prace)
vzorek
lektrol f | I
elektrolyt (pufr) Zdro] napati elektrolyt (pufr)
30 kV

Obrazek 9- Schéma za¥izeni pro kapilarni elektroforézu [15]
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4 Konkrétni pripady stanoveni resveratrolu a jeho derivati

4.1 Stanoveni stilbenii pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie

Pro stanoveni stilbeni se nejcastéji pouziva systém RP-HPLC v rezimu
gradientové eluce. Kapalinové chromatografii casto predchazi SPE extrakce. NejCastéjSim

predmétem analyz jsou vina, bobule a byliny.

4.1.1. Stanoveni stilbent v pivé

Vyskyt resveratrolu a piceidu byl potvrzen v nékterych odriidach chmelu, které se
vyuzivaji pro vyrobu piva. Pro ovéfeni, zda se pii vyrobé do piva pienesou, byly
provedeny analyzy zahrnujici techniku extrakce SPE a nasledné separaci pomoci
LC-ESI-MS/MS [6].

K analyze bylo pouzito 110 piv z celého svéta (52 lezakd, 20 svrchné zkvaSenych
piv, 15 opatskych piv, 11 kvasni¢nych lezakd, 7 silnych piv a 5 piv bez alkoholu). Obsah
alkoholu ve vsech vzorcich byl mezi 0,05-14% (v/v).

VSechna piva byla analyzovana ihned po otevieni. Vzorky byly na
4 minuty umistény do ultrazvuku. VSechny operace byly provedeny na ledu, bez
pfitomnosti svétla a v atmosféte dusiku, aby se zabranilo oxidaci fenolickych latek. Pro
ziskani maximalni citlivosti analyzy byl optimalizovan zplsob extrakce a vyhodnocen
matricovy efekt. Optimalizace extrakce prob¢hla na zaklad€ analyzy s riznymi parametry,
napt. objem piva (1 a 5 ml) a predCisténi vzorkd. Pred¢isténi piv pfed SPE se sklada

z ¢isténi piv toluenem nésledovanym dvojitou extrakci cyklohexanem.

Extrakce

Vzorky (1 ml odplynéného piva zfedéného ultracistou vodou pro sniZeni obsahu
alkoholu na méné nez 5%) s vnitinim standardem (ethyl-galat) byly umistény do
96-jamkové desticky (Waters Oasis HLB), kterd byla kondicionovdna 1 ml methanolu
a zneutralizovana pomoci 1 ml kyseliny octové ve vodé. Pouzitd kyselina octovd méla

koncentraci 2 mol/l. Vzorky byly promyty 1 ml kyseliny octové ve vodé a 1 ml kyseliny
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octové ve smési voda/methanol (85/15; v/v). Ne&kolikastupiiova eluce probéhla
nejprve pomoci 0,5 ml kyseliny octové v methanolu a poté 2x 0,75 ml kyseliny octové
Vv ethylacetatu. Extrakt byl odpafen do sucha v mirném proudu dusiku. Zbytek byl

rozpustén ve 100 ul kyseliny octové v methanolu s piidavkem 1,64 umol/l taxifolinu.

Vlastni analyza

Analyzy byly provedeny pomoci systému Agilent 1100. K ziskani
spektrometrickych dat byl pouzit hmotnostni spektrometr. K chromatografické separaci
byla pouzita kolona C18 Phenomenex Luna (50 X 2 mm; 5S5um). Na gradientové eluci se
podilela zfedénd kyselina octova (mobilni fize A) a smés acetonu, acetonitrilu a kyseliny
octové (mobilni faze B). Teplota separace byla 40 °C, objem nastiiku byl 15 ul a pratok
mobilni faze 0,5 ml/min.

Celkem byly stilbeny nalezeny v detekovatelném mnozstvi v 92 vzorcich, a to
vrozmezi 1,99-81,22 pg/l. Nejcastéji a v nejvysSich koncentracich byl nalezen
trans-resveratrol. Ze 110 analyzovanych piv jich 88 obsahovalo volny resveratrol, zatimco
pouze 38 vzorkl obsahovalo piceid v detekovatelném mnozstvi. 59 piv obsahovalo
trans-resveratrol v koncentraci mezi 3,68-66,74 pg/l a 69 piv obsahovalo cis-resveratrol
Vv rozmezi 1,34-22,65 pg/l. 6 piv obsahovalo trans-piceid mezi 1,80 a 9,31 ng/l a 38 piv
obsahovalo cis-piceid v rozmezi koncentraci 1,80-24,24 pg/l. Pivo s nejvyssim obsahem
stilbeni (opatské pivo, Belgie) obsahovalo 66,74 pg/l trans-resveratrolu, 10,31 pg/l

cis-resveratrolu a 4,17 pg/l1 cis-piceidu.

4.1.2. Stanoveni stilbent ve vinech

Stanoveni trans-resveratrolu

Ke studii [23] bylo dodano 58 Ilahvovych cervenych vin, ro¢nik 1999,

pochézejicich ze sedmi oblasti Kanarskych ostrovi, a zaroven Sest bilych vin.
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Vlastni analyza

SPE kolonky byly nejdiive kondicionovany 4 ml methanolu a poté 4 ml vody. Poté
bylo aplikovano 5 ml vina, kolonka byla vysu$ena proudem dusiku a nakonec byly
slouceniny eluovany pomoci 3 ml methanolu. Tento roztok byl po prefiltrovani ptes
0,45 um filtr analyzovan.

Pro analyzu byl pouzit syst¢tm HPLC, vybaveny UV detektorem a detektorem
skenujicim fluorescenci. Byla pouzita analyticka kolona C18 Waters Nova-Pak
(150 % 3,9 mm; 4 pm) a ptedkolonka stejného typu. Jako mobilni faze A byla pouzita smés
methanolu, kyseliny octové a vody (10/2/88; v/v/v) a jako mobilni faze B stejna smés
(90/2/8; viviv).

Separace probéhla s vyuzitim tfistupfiového linearniho gradientu pii priatoku
mobilni faze 1 ml/min. UV detektor byl nastaven na vinovou délku 280 nm. Fluorescenéni
detektor pracoval pfi Aex = 360 nm a Aem = 374 NM

Porovnanim zaznami z obou detektort se ukazalo, ze fluorescen¢ni detektor je pro
stanoveni resveratrolu citlivéj$i. Detekeni limit pro fluorimetrickou detekci byl 0,003 mg/1,
zatimco pro UV-VIS detekci 0,02 mg/l. VSechna analyzovana vina obsahovala
trans-resveratrol a 82% z nich mélo jeho obsah mezi 1,5-4,5 mg/l. Cervena vina maji vyssi
obsah nez bila. Obsah trans-resveratrolu ve vinech z Kanarskych ostrovli je podobny jako
ve vinech z Francie [24] a centralni Evropy a vys$$i nez ve vinech z Kalifornie, Australie,

Italie, Spanélska a Portugalska a jizni Ameriky.

Stanoveni resveratrolu a piceidu

K analyze [25] bylo dodano 22 komeréné dostupnych ¢ervenych vin, ro¢nik 2002.
Vsechna vina byla uchovéna v temnu pfi teploté 4 °C a oteviena tésné pred analyzou. Pied

HPLC analyzou byl zfiltrovan 1 ml vzorku ptes 0,45 um filtr.

Vlastni analyza

Analyzy byly provedeny pomoci syst¢ému Shimadzu, vybavenym PDA detektorem
a MS detektorem, vybavenym ESI rozhranim. K separaci byla pouZita kolona C18 Supelco
Discovery (150 x 2,1 mm; 5 um) a ptredkolonka stejného typu. Mobilni faze A byla
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kyselina mravenci ve vod¢ a mobilni faze B kyselina mravenci v acetonitrilu. Analyza byla
provedena pfi laboratorni teploté a pii pratoku mobilni faze 0,2 ml/min. Do kolony bylo
nadavkovéno 5 pl vzorku vin.

Na obrazku 10 je chromatogram HPLC-PDA s detekci pti 278 nm, ktery
znazoriiuje piky 24 fenolickych latek. Pii této vinové délce vSak nebyly vSechny latky
dokonale oddé€leny, a pro analytické stanoveni byly proto pofizeny chromatogramy pii
vinovych délkach, které odpovidaly absorpénim maximim vSech latek. Pro identifikaci
pikit byla provedena detekce dle hodnot m/z, odpovidajicich molekulové hmotnosti
fenolickych latek. ESI/MS analyzy byly provedeny v negativnim ionizaénim rezimu se

dvéma rtiznymi hodnotami napéti, aby bylo mozné rozd¢lit fenolické latky na fragmenty

vhodné k detekci.
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Fig. 2. HPLC-PDA chromatogram of a wine sample detected at 278 nm. Peak identification: 1, gallic acid; 2, protocatechuic acid; 3, tyrosol; 4,
vanillic acid: 5, procyanidin B1: 6. (+)-catechin: 7. caffeic acid: 8. syringic acid: 9. procyvanidin B2: 10, (—)-epicatechin: 11, ethylgallate: 12, ferulic
acid; 13, matin; 14, isoquercitrin; 15, kaempferol-3-O-glucoside; 16, isorhamnetin-3-C-glucoside; 17, p-coumaric acid; 18, myricetin; 19, rrans-
resveratrol: 20, guercetin: 21, cis-resveratrol: 22, kaempferol: 23, isorhamnetin: 24, rhamnetin: A, rrans-piceid: B, cis-piceid: C. caftaric acid.

Obrazek 10- Chromatogram HPLC-PDA vzorku vina ze Sicilie p#i 278 nm [25]

Piky na chromatogramu byly identifikovany porovnanim jejich reten¢nich cast
s udaji ze smési standardd, dale pak pomoci dat z PDA detektoru a nakonec porovnanim

ESI-MS dat pro jednoznacné oznaceni latek s podobnymi UV-VIS spektry.
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Nejvyssi obsah trans- a cis-resveratrolu byl nalezen ve vinech z hroznti Merlot, a to
prumémé 1,37 a 0,75 mg/l. Ve vinech z hrozni Nero d’Avola byl jejich obsah
0,35a 0,11 mg/l a v ostatnich vinech 0,35 a 0,13 mg/1.

Maximalni obsah trans a cis-piceidu byl nalezen opét ve vinech z hrozni Merlot,

3,74 mg/l a 0,36 mg/I.

Stanoveni trans-astringinu

K analyze [11] bylo dodano 5 bilych a 5 ¢ervenych vin z jizni Francie. Vzorky byly
ziedény dvakrat destilovanou vodou v poméru 1:3 a zfiltrovany.

Separace probéhla pomoci syst¢ému HPLC, vybavenym fluorescen¢nim detektorem
pracujicim pifi Aex = 298 nm Aey = 400 nm, na koloné¢ C18 Hewlett-Packard
(250 x 4 mm; 5 um). Mobilni faze A byla tvofena vodnym roztokem Kkyseliny octové
a mobilni faze B methanolem. Priitok mobilni faze byl 0,5 ml/min.

Obsah trans-astringinu v ¢ervenych vinech byl vrozmezi koncentraci
0,09 mg/lI-0,29 mg/l, v bilych vinech pak 0,1 mg/1-0,22 mg/l. Rozdil mezi obsahem
trans-astringinu v bilych a ¢ervenych vinech je tedy minimalni. Ziskany chromatogram je

na obrazku 11.

=578 trans-Astrngin

U |

10 20 30 40 © 50 80 70 min

m j_.J\_,_.._.,H»_,LJL uum

0]

Obrazek 11-Chromatogram vzorku vina se zvyraznénim astringinu [11]
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Stanoveni resveratrolu, piceidu a astringinu

K analyze [26] bylo doddno 12 cervenych vin z Brazilie. Vzorky pochazely ze
vSech vinafskych oblasti Rio Grande Do Sul a ze sklizni 1999-2003. VSechna vina byla
pied analyzou zfiltrovéna ptes 0,45 um filtr.

Separace probehla v syst¢ému HPLC, vybaveném DAD, na kolon¢ C18 Hewlett-
Packard (250 X 4 mm; 5 pm). Detektor byl nastaven na 280, 286, 306 a 321 nm a separace
probéhla pfi laboratorni teploté. Mobilni faze A byla tvofena kyselinou octovou ve vodé
(pH = 2,4), mobilni faze B obsahovala z 20% mobilni fazi A, a z 80% acetonitril. Pratok
mobilni faze byl 0,5 ml/min.

Porovnanim celkového obsahu stilbenii bylo zjisténo, ze jejich nejvyssi obsah je

Trans-astringin byl nalezen pouze ve 4 vzorcich, a to pfedevS§im v odriildach
Merlot. Rozmezi nalezenych koncentraci trans-astringinu bylo 4,35-25,72 mgll.
Trans-piceid byl nalezen v 7 vzorcich v rozmezi koncentraci 5,30-20 mg/l. Nejvyssi obsah
byl nalezen v odridé Merlot. Cis-resveratrol byl nalezen ve vSech vzorcich, a to v rozmezi
koncentraci 1,70-23,23 mg/l. Trans-resveratrol byl nalezen v 8 vinech v rozmezi

koncentraci 1,77-5,34 mg/I.

Stanoveni resveratrolu a piceidu pomoci fotochemické derivatizace

Analyzovéna byla 2 Cervena vina, 1 bilé vino a 1 bilé vino z botrytického sbéru.
Jako botryticky sbér se oznacuji vina napadena uSlechtilou plisni Botrytis cinerea, ktera
pro svuj rust vyuziva vodu z hrozni [27]. Obsah vody Vv hroznech tedy klesa az na
polovinu piivodni hodnoty. VSechny vzorky pro analyzu [28] byly zakoupeny v béznych
obchodech, uchovany pii 4 °C a ochranény pied pfimym svétlem. Pied analyzou byly
vzorky zfiltrovany pfes 0,2 pm fluorpolymerovy membranovy filtr.

Analyza byla provedena pomoci kapalinového chromatografu, vybaveném
spektrofotometrickym detektorem DAD a fluorescencnim detektorem. Separace latek
probéhla na analytické koloné¢ C18 Nova-Pak (150 x 3,9 mm; 4 pum). Teplota separace byla
regulovana na 15 °C pomoci spiraly s cirkulujici vodou. Fotoreaktor za chromatografickou

kolonou, slozeny z fluorpolymerové trubice (PTFE, 3 m x 0,3 mm i.d. x 1,6 mm e.d.),
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sto¢ené okolo 4 W xenonové zarovky, byl umistén mezi DAD a fluorescencni detektor.
Mobilni faze byla tvofena smési acetonitrilu a kyseliny fosforeéné. Jeji slozky byly pred
pouzitim zfiltrovany ptes 0,22 um nylonovy membranovy filtr a odplynény pomoci
ultrazvuku. Pritok mobilni faze byl 0,9 ml/min. Detektor fluorescence pracoval pii
Xem= 364 nm a hex = 260 nm, DAD pak v rozmezi 200-500 nm.

Cervenad vina obsahovala 1,2 pg/ml a 6,5 pg/ml trans-piceidu, 1,5 pg/ml
a2,9 ug/ml cis-piceidu. Obsah trans-resveratrolu byl 0,07 pug/ml a 1,4 pg/ml a obsah
cis-resveratrolu 0,06 pg/ml a 0,21 pg/ml. Bilé vino obsahovalo 0,099 ug/ml trans-piceidu,
0,42 pg/ml cis-piceidu, 0,054 pg/ml trans-resveratrolu a 0,068 pg/ml cis-resveratrolu. Bilé
vino z hroznt s uslechtilou plisni obsahovalo vyssi hladiny stilbend neZz klasické bilé vino,
plisen B. cinerea tedy pozitivné ovliviiuje jejich produkci. Obsah trans-piceidu v tomto
viné byl 0,29 pug/ml, cis-piceidu 0,70 pg/ml, trans-resveratrolu 0,07 pg/ml

a cis-resveratrolu 0,064 pg/ml.

Stanoveni resveratrolu

K analyze [29] bylo dodano 8 vyrobku z brusinek a hroznti (Ocean Spray) ve formé
Stav, koncentratti nebo prask. Hroznova §t'ava byla zakoupena v obchodé s potravinami.
Brusinkova S§tdva byla pfipravena hydraulickym lisovanim zmrazenych brusinek,
smichanych s ryZovymi slupkami pro usnadnéni procesu. Déle bylo analyzovéano 7 riznych
cervenych italskych vin.

10 ml kazdého vzorku vina bylo pro odstranéni ethanolu odpafeno pomoci vakua.
Zbytek byl natedén 6 ml deionizované vody a upraven pomoci 0,1 M NaOH tak, aby
hodnota pH byla 6,0. Do vSech roztoka bylo pfidano 30 mg f-D-glukosidasy, a poté byly
ponechany inkubovat 18 hodin pifi 37 °C. Po enzymatické hydrolyze byly vzorky
4x extrahovany 7 ml ethylacetatu nasyceného vodou. Smés extraktli byla odpatfena do
sucha pomoci vakua a zbytek byl poté rozpuStén ve 250 pl smeési methanol/voda
(6/4; viv).

0,1 g kazdého vzorku prasku bylo nafedéno 1 ml deionizované vody, zamichdno na
wortexu, a poté¢ doplnéno 20 ml methanolu. Stejny objem methanolu byl pfidan 1 ke
kazdému vzorku stavy. Smés byla michéna ptes noc, a poté probéhla 5 minut centrifugace.

Po odebrani supernatantu byl pevny zbytek promyt pomoci 10 ml methanolu a znovu

33



odstfedén. Po smichdni supernatanti byl roztok pro odstranéni methanolu odpafen na
rotac¢ni odparce. Odparek byl rozpustén v 10 ml deionizované vody. Nakonec byl kazdy

extrakt nafedén 2 ml smési methanol/0.5% kyselina mravenci (3/7; v/v).

Vlastni analyza

Separace latek probéhla na kolon¢ C18 Hypersil ODS (100 x 2,1 mm; 5 um) pii
teploté 25 °C. Mobilni faze byla tvofena smési methanolu a kyseliny mravenci ve vode
ajeji prutok byl 250 ul/min. Teplota néstfiku vzorku byla 4 °C. Jako detektor slouzil
hmotnostni spektrometr pracujici v rezimu APCI v pozitivnim modu. Vysledky byly
zaznamenany pomoci SIM.

Vzorky vin obsahovaly cis-resveratrol v rozmezi koncentraci 1,26-3,65 mg/I,
obsah trans-resveratrolu byl 0,72-3,18 mg/l. Brusinkova a hroznova §tava obsahovaly
ptiblizn¢ stejné mnozstvi resveratrolu (1,07 a 1,56 nmol/g). Obsah resveratrolu zlstava
zachovan 1 v prascich, které se pouzivaji na vyrobu $tav. V nekterych byl dokonce nalezen
obsah odpovidajici cervenym vinim. Konkrétni vysledky analyz produkti z hroznt

a brusinek jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2-Obsah trans-, cis-resveratrolu a celkového resveratrolu v produktech z hrozni a brusinek
[29]

Table 2. Resveratrol in Grape and Cranberry Samples

trans- cis- total
resveratrol resveratrol resveratrol

sample (nmaol/g) (nmol/g) (nmol/g)
1. Concord grape powder 1185.00 216.92 1401.92
2. Concord grape powder 108.63 46.16 154.79
3. Concord grape powder 69.96 16.20 86.16
4. Concord grape powder 2.35 2.69 5.04
5. Concord grape 4.89 3.05 1.94

concentrate

6. Concord grape extract 1.9 1.87 3.78
1. cranberry raw juice 0.93 0.14 1.07
8. Concord grape juice 1.13 0.43 1.56
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4.1.3. Stanoveni stilbenii v bylinkach

K analyze byly pouzity cerstvé vzorky thunbergovy révy (Vitis thunbergii)
a loubince kratkostope¢ného (Ampelopsis brevipedunculaata), posbirané¢ v kampusu
National Chiayi University. Obé tyto rostliny jsou na Tchai-wanu pouZzivany jako 1é¢ivé
byliny. K analyze [10] byly pouzity jejich kofeny, stonky i listy. Dale byly analyzovany
komeréné dostupné suché koteny kiidlatky, révy a loubince.

Na zékladé analyzy podzemnice olejné (Arachis hypogaea) a thunbergovy révy
bylo zjisténo, ze pro stanoveni stilbenil je nejvhodnéjs$i upravou vzorku ponofeni do
kapalného dusiku a naslednéd extrakce rozpoustédlem. Vzorky tedy byly ptfed analyzou
ponofeny do tekutého dusiku a rozemlety na jemno. Extrakce vzorkd obsahujicich
chlorofyl (listy révy) probéhla smichanim 0,5 g vzorku s 2,5 ml 100% methanolu. SPE
kolonka C18 stimto extraktem byla promyta 1 ml smési methanol/voda (60/40; v/v)
a ziskany eluat byl odebran. Vsechny eluaty byly smichany a doplnény 60% vodnym
roztokem methanolu na 10 mi.

Pro vzorky neobsahujici chlorofyl (podzemnice) nebylo ptedcisténi pred HPLC
analyzou nutné. Vzorek byl rozmélnén a smichan s methanolem, zfiltrovan, a poté jesté
2x extrahovan 2 ml methanolu. Ziskan¢ extrakty byly smichany a doplnény methanolem na
objem 5 ml. VSechny operace byly vzhledem k nizké stabilité stilbent na svétle provedeny

pod fluorescen¢ni lampou.

Vlastni analyza

Pro analyzu byl pouzit syst¢tm HPLC, vybaveny UV-VIS a fluorescen¢nim
detektorem. Separace probéhla na koloné C18 Mightysil (250 x 4,6 mm). UV-VIS detektor
byl nastaven na vlnovou délku 306 nm, detektor fluorescence pracoval pii Aex = 343 nm
a Aem = 395 nm. Mobilni faze byla tvofena smési acetonitrilu a deionizované vody, ktera
méla pfedem upravené pH kyselinou mravenci na 2,1. Pratok mobilni faze byl 1 ml/min.
K analyze bylo pouZito 20 pul vzorku.

Z Cerstvych rostlin byl nejvyssi obsah piceatannolu a resveratrolu v thunbergové
réveé. V jejich korenech byl obsah piceatannolu okolo 5 pg/g Cerstvého vzorku a obsah

resveratrolu 314 ug/g. Naopak nejnizsi obsah byl nalezen v loubinci. Porovnéanim obsahu
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piceatannolu a resveratrolu v riznych ¢astech rostlin bylo zjisténo, Ze jejich nejvyssi obsah
je pravé v korenech. Naopak napiiklad ve stoncich loubince nebyl nalezen zadny
resveratrol ani piceatannol.

Obsah piceatannolu v susenych kotfenech byl od 17 ug/g (loubinec, réva) do
66 ng/g suchého vzorku (ktidlatka). Obsah resveratrolu byl od 0,5 mg/g (loubinec, réva)

do vice nez 1 mg/g suchého vzorku (k¥idlatka).

4.1.4. Stanoveni stilbent v kakau a ¢okoladé

Ve studii [4] byla analyzovana hotka ¢okolada a kakaovy likér z Pobtezi slonoviny
(Belcolade-Puratos Group, Belgie).

Pted analyzou byly ze vzorkli nejprve odstranény tuky. Tmava cokoldda byla
rozdrcena na prasek, stejné jako kakaovy likér, a vlozena do extrakéni vialky. Delipidizace
probéhla pii laboratorni teplot¢ mirnym michanim s 50 ml toluenu (3x) a s50 ml
cyklohexanu (3x), vZzdy v desetiminutovych intervalech. Po kazdém kroku byla smés
odstfedéna. Nakonec byly supernatanty vysuSeny pomoci vakua a zbaveny zbytkd
rozpoustédel. Vzorky zbavené tukd byly tfikrat extrahovany 40 ml 80% ethanolu, vzdy
10 minut pii 60 °C za mirného michéani. Po extrakci byl vzorek odstfedén 10 minut a poté
byl odebran supernatant. Ten byl zfiltrovan a ziskané filtraty byly odpafeny na odparce pfi

35 °C do sucha. Odparek byl nakonec rozpustén ve 2 ml 50% ethanolu.

Vlastni analyza

Analyzy byly provedeny na koloné¢ C18 Prevail (150 % 2,1 mm; 2 um) s linearni
gradientovou eluci sestavujici se zmobilni faze A (voda s 1% acetonitrilem
a 0,1% kyselinou octovou) a mobilni faze B (acetonitril). Pritok mobilni faze byl
200 pl/min. 10 pl vzorku bylo nadavkovano na kolonu. Teplota separace byla 30°C a jako
detektor slouzil hmotnostni spektrometr vybaveny zdrojem APCIL

V extraktu tmavé Cokolady i v kakaovém likéru byl nalezen trans-resveratrol
a trans-piceid. Extrakt tmavé Cokolady obsahoval 2 ppm trans-resveratrolu
a 5 ppm trans-piceidu. Extrakt kakaového likéru obsahoval 1,3 ppm trans-resveratrolu

a 3 ppm trans-piceidu. Plvodni vzorek tmavé cokolady tedy obsahoval nejméné
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0,4 ppm trans-resveratrolu a 1 ppm trans-piceidu a  pavodni  likér
0,5 ppm trans-resveratrolu a 1,2 ppm trans-piceidu. Na obrazku 12 je chromatogram
RP-HPLC-APCI(+)-MS/MS, znazornujici analyzu standardt a vzorkd.
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Fig. 2. RP-HPLC-APCI(+)-MS/MS chromatogram (a) of a 5 ppm standard solution of rrans-piceid (retention time = 16.04) and frans-resveratrol

(retention time = 20.87), (b) of the cocoa liquor extract and (c) of the dark chocolate extract. A, rrans-resveratrol; B, frams-piceid; C, unknown.

Obrazek 12 — Chromatogram RP-HPLC-APCI(+)-MS/MS [4]

4.2 Stanoveni stilbent pomoci plynové chromatografie

Plynovéa chromatografie patii mezi mén¢ Cast¢ metody, pouzivané ke stanoveni
stilbend. Jako detektor vétSinou slouzi hmotnostni spektrometr.

K analyze [30] byly pouzity vzorky rtiznych bobuli z rodu brusnic (Vaccinium)
z Kanady a USA, posbirané jak volné rostouci, tak komeréné vypéstované. Bobule byly
umistény do chlazenych kontejnerti pro transport a poté lyofilizovany. Pied vlastni
analyzou byly vSechny tyto vzorky 6 mésicti uchovany pii 4 °C.

Extrakce bobuli zoblasti v USA: 1 g lyofilizovanych bobuli byl smichan
s 10 g precisténého pisku a vloZzen do ASE extrakéni kolonky. Extrakce probéhla 100 ml
smési methanol/aceton/voda/kyselina octova (40:40:20:0.1; v/viviv) pii teploté¢ 40 °C

a za tlaku 1000 psi. Extrakt byl odpafen pomoci vakua, aby se zbavil rozpoustédel.
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Vysledny vodny roztok byl tfikrat extrahovan 1 ml ethylacetatu a poté vysusen proudem
dusiku do sucha.

Extrakce bobuli z oblasti v Kanadé: 50 g zmrazenych bobuli bylo smichdno se
ttemi objemy smési methanol/aceton/voda/kyselina mraven¢i (40:40:20:0.1; v/iVIVIV),
a ponechdno 30 minut v klidu. Poté byla smés rozemleta pomoci homogenizatoru. Extrakt
byl zfiltrovan, poté opét 30 minut extrahovan 60 ml extrakéniho rozpoustédla, rozemlet
a zfiltrovan. Zbyvajici vodna c¢ast byla lyofilizovana, suspendovana v 10 ml vody a poté
piivedena do SPE kolonky C18 Waters, kde byla eluovana 50 ml smési
methanol/aceton/voda/kyselina mravenéi (40:40:20:0.1; v/v/vlv). Organicka faze byla
odpatena pomoci vakua, vodna faze byla lyofilizovana.

1 mg extraktu byl derivatizovan 100 ul smé&si bis-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid/
dimethylformamid/methanol (3,5/1/0,5; v/viv) ve 2 ml vialce. Vialka byla poté uzaviena
a zahfivana 1 hodinu pfi 70 °C. Po ochlazeni vialky na laboratorni teplotu byly odebrany

2 pl vzorku pro vlastni analyzu.

Analyza vzorku

Separace prob¢hla v kapilarni koloné Phenomenex (3m % 0,25 mm; 0,25 um). Jako
nosny plyn slouZilo helium a jeho pritok byl 1 ml/min. Separace probé&hla za teplotniho
gradientu 150-320 °C, teplota nastiiku a detektoru byla 250 °C. Detektor pracoval
Vv rezimu SIM.

Resveratrol byl nalezen ve vSech analyzovanych vzorcich bobuli, a to v rozmezi
koncentraci 7-5884 ng/g suchého vzorku. Nejvys§i obsah resveratrolu byl nalezen
Vv brusinkach. Na rozdilny v obsahu resveratrolu v bobulich mohlo mit vliv ptfedevS§im
UV-zareni, mikrobialni infekce nebo doba sklizné.

Piceatannol byl nalezen pouze ve 4 vzorcich v rozmezi 138422 ng/g suchého

vzorku.
4.3 Stanoveni stilbenti pomoci kapilarni elektroforézy

Pokud je kapilarni elektroforéza zapojena v systému s elektrochemickou detekci,
dosahuje velmi nizkych detek¢nich limith a je tedy velice citliva. Jeji dalsi vyhodou je

opakovatelnost a rychlost.
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Analyza trans-resveratrolu ve vinech a bylinkach

K analyze [31] byla dodédna 4 cervena vina, 1 bilé vino a kiidlatka kopinata
z 1ékarny v Sanghaji.

Vzorky vin byly zfiltrovany pfes 0,22 um nylonovy filtr. Poté bylo odebrano
1,5 ml filtratu, ktery byl nafedén boratovym pufrem (0,1 mol/l, pH = 9,24) na objem 2 ml.
1 g suché kiidlatky byl rozemlet na prasek a pfesné zvazen. Zvazeny vzorek byl
40 minut extrahovan 25 ml bezvodého ethanolu a boratového pufru v ultrazvukové lazni.
Nakonec byly vSechny vzorky =zfiltrovany nejprve pies papirovy filtr, poté pies
0,22 um stiikackovy filtr a doplnény na objem 10 ml. Ziskané roztoky vzorka byly pied

analyzovanim uchovany v temnu.

Vlastni analyza

Analyza probc¢hla pomoci systému CZE-ECD. KudrZzeni napéti mezi konci
kapilary, umozZiiujici separaci, slouZil zdroj vysokého napéti (+30 kV). Na konci kapilary,
kde dochazelo k nasati vzorku, byl udrZzovan kladny potencial. Druhy konec kapilary byl
uzemnén. Separace probéhla v kiemikové kapilafe Phoenix (65 cm X% 25 pm id. X
360 um e.d.). Jako pracovni elektroda slouzila uhlikovd diskovéa elektroda o priméru
300 um. Pfed pouzitim byl jeji povrch obrouSen smirkovym papirem a sonikovan
Vv deionizované vodé. Nakonec byla elektroda umisténa naproti vystupnimu konci kapilary.
CZE byla zapojena jako 3-elektrodovy systém, slozeny z uhlikové diskové elektrody
(pracovni), platinové elektrody (pomocnd) a nasycené kalomelové elektrody SKE
(referentni). Tento systém byl doplnén amperometrem. VSechny vzorky byly vsttiknuty
elektrokineticky za pouziti napéti 10 kV po dobu 6 sekund.

Analyza prokazala pfitomnost trans-resveratrolu v ¢ervenych vinech, a to
v rozmezi koncentraci 1,084-3,156 mg/l. Stejn¢ tak byl trans-resveratrol nalezen
I vkiidlatce (1,556 mg/g). Naopak ve vzorku bilého vina nebyl trans-resveratrol

detekovan.

K dali analyze [32] byla dod4na 3 ¢ervena vina z obchodu v Sanghaji, vyrobena

z riznych odrid a pochdzejici z riznych sklizni.
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Z kazdého vzorku byl odebran 1 ml, ten byl zneutralizovan pomoci roztoku NaOH
a poté ziedeén boratovym pufrem na objem 2 ml. Takto upravené vzorky byly po zfiltrovani

ptes 0,22 um nylonovy filtr pfipraveny k analyze.

Analyza vzorku

Podminky analyzy byly stejné jako v pfedchozim ptipad€, pouze s pouzitim jiné
kapilary. Separace probéhla v kiemikové kapilafe Phoenix (70 cm % 25 pm i.d. X 360 pum
e.d.). Analyza probé¢hla v boratovém pufru pti napéti 12 kV. Potencial pracovni elektrody
byl 0,85V (vs. SKE).

Pfitomnost trans-resveratrolu byla prokdzana ve vSech vzorcich, a to v rozmezi

koncentraci 2,12-2,5 pg/ml.

Podobnych vysledki bylo dosazeno i1 v dal§i analyze [33]. Kt¢ bylo dodano
7 bilych a 3 Cervend vina riznych odrid z Francie. VSechna vina byla chranéna pied

svétlem.

Analyza vzorku

K SPE extrakci slouzily kolonky typu CI18. Kolonky byly kondicionovany
2 ml 100% methanolu a 2 ml vody. Poté byly aplikovany 2 ml vzorku vina a promyty
4 ml vody. Nakonec byl resveratrol eluovan 0,3 ml 100% methanolu a tento extrakt byl
nasledné pouZit k analyze.

Separace probéhla v kiemikové kapiladte (43 cm x 75 pum i.d., efektivni délka
36,5 cm). Kapilara byla kondicionovana 5 minut pomoci 0,1 M NaOH, poté dvakrat
5 minut destilovanou vodou a nakonec 5 minut pufrem. Systém byl vybaveny
UV-VIS detektorem, pracujicim v rozmezi vinovych délek 190-600 nm. Jako zakladni
elektrolyt slouzil tetraborat sodny (hodnota pH = 9,5) a teplota separace byla 25 °C.

Obsah trans-resveratrolu Vv testovanych vinech byl vrozmezi koncentraci
0,05-2,93 pg/ml. Vyrazné vyssi obsah byl ve vinech cervenych (1,85-2,93 ng/ml),
zatimco nejvyssi nalezeny obsah v bilém ving byl 0,34 pg/ml. Obsah cis-resveratrolu nebyl

prokazan v jednom vzorku bilého vina, v ostatnich vzorcich byl v rozmezi koncentraci
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0,05-2,68 pug/ml. Vyssi obsah byl opét v Cervenych vinech. Na obrazku 13 je znazornén

ziskany elektroforegram.

cis-resveratrol

0.08 -
trans-resveratrol *.H
%
]
€ \‘ B: after SPE
0 white wine
3
@ cis-resveratrol
2 0.04f \
E trans-resveratrol II
5] i
(7]
2 002} \
A: after SPE
red wine
0.00
L) L) L) L) L] L] L]
0 1 2 3 4 5 ]

Migration time (min)

Obrazek 13- Elektroforegram ¢erveného a bilého vina [33]

4.4 Stanoveni resveratrolu pomoci planarnich chromatografickych
technik

K analyze [34] byly dodany 3 rGzné extrakty kofenli kiidlatky kopinaté,
3 tablety a 2 kapsle s trans-resveratrolem.

Do 100 ml odmérmé nadobky, obsahujici 50 ml methanolu, bylo ptidano
50 mg bylinkového extraktu. Smés byla 10 minut sonikovana a poté doplnéna methanolem
na 100 ml a zfiltrovéna pfes papirovy filtr. K analyze bylo pouzito 5 ul tohoto filtratu.

Pro urceni primérné hmotnosti bylo zvazeno 20 tablet (kapsli), které byly nasledné
rozemlety na jemny prasek. Davka prasku, odpovidajici mnoZstvi resveratrolu uvedenému
na tabletach, byla pfidana k 50 ml methanolu ve 100 ml odmérné nadobé. Po 10-ti
minutové sonikaci byla smes doplnéna methanolem na objem 100 ml. Po zfiltrovani bylo

k analyze pouzito 5 pl filtratu.
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Analyza vzorku

Vzorky byly naneseny ve formé¢ prouzkii na hlinikovou desticku potazenou
silikagelem (20 x 10 cm; tloustka 250 pm). Desticka byla pfed pouzitim promyta
methanolem a aktivovana 5 minut pti 60 °C. Separace prob¢hla ve sklenéné komote a jako
mobilni faze byla pouzita smés chloroformu, ethylacetditu a kyseliny mravenci
(2,5/1/0,1; vivIv). Celo bylo ve vyice 8 cm. Po separaci byly TLC desticky vysuSeny
vzduchem a probéhlo vyhodnoceni za pomoci denzitometru pti 313 nm.

Ve vSech vzorcich byla potvrzena pfitomnost trans-resveratrolu. V extraktech
kiidlatky byl stanoven jeho obsah v rozmezi koncentraci 53,3-56,5 mg/100 mg extraktu.
V tabletich byl  obsah  trans-resveratrolu  4,56-18,93 mg a v kapslich
9,7 a 14,14 mg. Tyto hodnoty byly téméf shodné s udaji uvedenymi na obalech.
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S5 Zavér

Cilem této prace bylo poskytnout informace o resveratrolu, piceidu, astringinu
a piceatannolu. ReSerse tedy zahrnuje popis struktury, vlastnosti i vyskytu téchto latek.
Vzhledem K analytickému zaméfeni prace, jsou zde dale popsany pouzivané metody
planarni  chromatografie, = vysokoucinné  kapalinové chromatografie, plynové
chromatografie a kapilarni elektroforézy.

V hlavni ¢asti jsou pak zpracovany konkrétni analyzy téchto latek, rozdélené podle
aplikované metody a podle analyzovanych potravin. Prace je zaméfena na popis piipravy
vzorku k analyze, podminky vlastnich analyz a souhrn vysledki.

Resveratrol a jeho derivaty jsou nejcastéji stanovovany ve vinech, a pravé na ty je
zameéfena vétSina uvedenych analyz. Mezi naméfenymi hodnotami jsou patrné rozdily,
produkce resveratrolu tedy zavisi na mnoha faktorech. VysS§i obsah maji vina
z botrytického sbéru a vina z hrozntl, rostoucich pii neptiznivych podminkach. Dale pak
plati, Ze vyssi obsah resveratrolu maji ¢ervena vina, protoze pfi jejich vyrob¢ je most déle
v kontaktu se slupkami, ve kterych dochédzi k syntéze resveratrolu. Dale je popsano
stanoveni resveratrolu a jeho derivati v kiidlatce kopinaté, loubinci kratkostopecném,
kychavici velkokvété a thunbergové révé. Tyto byliny jsou b&zné pouzivany v Ciné
a Japonsku jako soucast lidové mediciny a nejvyssi obsah resveratrolu je v jejich kotfenech.
Resveratrol se vyskytuje i v mnoha bobulich, ze kterych se dostava do $tav, nebo ve
chmelu, ze kterého se pii vyrobé extrahuje do piva. Je v8ak pfitomen i v kakaovych

bobech, ze kterych se pak dostava do ¢okolady.
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