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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni jednotlivych fenolickych latek s antioxidaéni
aktivitou v medovinach. Vzorky medovin byly analyzovany bez tUpravy nebo byly
extrahovany do smési ethylacetat:diethylether. Pro kvantitativni stanoveni byla zvolena
vysokoucinna kapalinova chromatografie v systému s obracenymi fazemi ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem. Vybrané fenolické latky byly kvantifikovany a jejich obsah
v extraktech byl porovnan s obsahem pfi analyze neupravenych vzorkii medovin. Zastoupeni
fenolickych latek v medovinach bylo podobné, liSilo se jejich mnozstvi v zavislosti

na pouzitém medu ¢i technologii vyroby.

KLICOVA SLOVA
Fenolické latky, antioxida¢ni aktivita, medoviny, kapalinovd chromatografie, hmotnostni

spektrometrie, extrakce

TITLE

Analysis of compounds with antioxidant activity in meads

ANNOTATION

The goal of this thesis was the determination of individual phenolic compounds with
antioxidant aktivity in meads. Samples of meads were analyzed either directly without any
pretreatments or with extraction step in ethyl acetate:diethyl ether extraction solution.
Phenolics were analyzed by high performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry. Selected phenolic compounds were quantified and ther amount found both in
the non-treated samples and in the extraction-treated samples was compared. Phenolic
compound profile in analyzed samples was quite similar; their amount depends on honey used

and on production technology of mead.
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Phenolic compounds, antioxidant activity, meads, liquid chromatography, mass spektrometry,
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UvVoD

Fenolické latky jsou slouceniny, odvozené od sekundarni metabolitl rostlin, které jsou
charakteristické svymi antioxida¢nimi vlastnostmi. Zakladni struktrura fenolickych latek
obsahuje alespon jeden aromaticky kruh, na kterém je jedna nebo vice hydroxylovych skupin,
které jsou vazany na alifatické nebo aromatické skelety. Mohou byt rozdéleny podle jejich
zakladni struktury do 10 hlavnich skupin: jednoduché fenoly, fenolické kyseliny, kumariny
a isokumariny, naftochinony, xantony, stilbeny, antrachinony, flavonoidy a ligniny. Mezi
do dalsich skupin. Flavonoidy se d¢li na flavony, flavany, antokyany, flavanony a dalsi.
Fenolické latky se rozd¢€luji na derivaty kyseliny benzoové a derivaty kyseliny skoticové.
Fenolické slouceniny maji riiznou biologickou aktivitu, ale nejdilezitéjsi je pfedevsim jejich
antioxidacni aktivita. Jsou schopny zachycovat reaktivni formy kysliku v dasledku toho,
ze se vyznacuji jako donory elektronti. Jejich antioxidac¢ni ucinnost zavisi nejen na poctu
a umisténi hydroxylovych skupin, ale také na faktorech, jako je fyzické umisténi, interakce
sostatnimi slozkami a na podminkach prostfedi (napiiklad pH). Stanoveni latek
s antioxidac¢ni aktivitou v medovinach slouzi jako parametr kvality medovin. Pokud
se Vv medoviné vyskytuje minimalni mnozstvi fenolickych latek, znamena to, ze pii vyrobé
této medoviny nebyl pouzit med. Fenolické latky lze ziskat pfimo ze vzorkd medovin
nebo extrakci do vodné-organickych rozpoustédel. Nejcastéji se vyuziva vysokoucinné
kapalinové chromatografie s elektrochemickou, spektrofotometrickou nebo hmotnostné

spektrometrickou detekei.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou heterogenni skupina sloucenin, odvozenych od sekundarniho
metabolismu rostlin. Ukazuji rozmanitost od pomérn¢ jednoduchych struktur jako jsou
antokyany, kumariny a tfisloviny [1]. Fenolické latky tvofi jednu z nejvyznamnéjsich skupin
sloucenin, jez se vyskytuje ptedevsim v rostlinach a zahrnuje az 8000 zndmych rtiznorodych
strukturnich variant [2]. Obecné plati, Ze fenolické latky mohou byt rozdéleny podle jejich
zékladni struktury do 10 hlavnich skupin: jednoduché fenoly (naptiklad fenol, kresol, thymol
a orcinol), fenolické kyseliny (naptiklad kyselina galova, 3,4-dihydroxybenzoova (3,4-DHB),
vanilova a syringova), kumariny a isokumariny, naftochinony, xantony, stilbeny,
sloueninami patii ptfedev§im flavonoidy a fenolové kyseliny (derivaty kyseliny skoficové
a benzoové) [3,4].

Fenolické slouceniny maji alespon jeden aromaticky kruh, na kterém je jedna nebo vice
hydroxylovych skupin, které jsou vdzany na alifatické nebo aromatické skelety. Fenolové
slou¢eniny mohou byt rozdéleny na flavonoidy a nonflavonoidy. Flavonoidy jsou slozeny
ze dvou aromatickych kruhti spojenych prostfednictvim kysliku v heterocyklu. V zavislosti
na stupni hydrogenace a nahrazeni heterocyklu mohou byt dale ¢lenény jako flavonoly,
flavony, isoflavony, antokyany, flavanoly, flavanony atd. Flavonoidy se obvykle vyskytuji
v ptirodé jako glykosidy. Dvé nejvice typické slouceniny z tfidy nonflavonoidi jsou kyselina
benzoova a kyselina skoficova, které jsou bézn€ oznafovany jako fenolové kyseliny.
Mezi dalsi bézné fenolové kyseliny patii naptiklad stilbeny, taniny a ligniny [5].

Hlavnimi tématy vetfejného z4jmu v oblasti analyzy fenolickych latek jsou zejména
nutri¢ni hodnoty, sledovani nebezpecnych komponenti v potravinach a kontrola kvality [6].
Dalsimi dilezitymi problémy v oblasti vyzivy jsou efekty rastovych podminek, zpracovani,
skladovani, pfeprava, genetika a dalsi faktory, které se tykaji chemickych a biochemickych
slozek Vv potravinach [7]. V poslednich letech doSlo ke vzristajicimu zajmu o funkéni
potraviny, coz jsou potraviny, které poskytuji nejen zakladni nutricni a energetické
pozadavky, ale i dalsi fyziologické benefity [8]. Tento vyraz byl poprvé pouzit v Japonsku
vroce 1980 abyl aplikovan na potraviny, které obsahovaly slozky vykazujici nékteré
fyziologické vyhody. V soucasné dobé je funkéni potravina definovana jako potravina,

ktera vyvolava ptiznivy Gc¢inek na jednu nebo vice fyziologickych funkci, zvysuje psychickou
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pohodu a snizuje riziko vzniku chorob. Funk¢nost potraviny se obvykle vztahuje k nckteré
ze slozek, které obsahuje. V soucasné dobé se upfednostiiuji komponenty, které maji spise
piirozeny ptivod nez synteticky. Proto jsou tyto slozky bézn¢ extrahovany z rostlin, vedlejSich
produktt potravin nebo z dalsich odlisnych pfirodnich zdroja [9]. Mezi funkéni slozky patii
I obsahla skupina antioxidanti. Tento druh sloucenin hraje velmi dilezitou roli v nutri¢nich
hodnotach potravin (chrani proti oxida¢ni degradaci) [10]. Zajem o antioxida¢ni slouceniny
se stale zvysuje, ato prfedevsim kvuli jejich dulezité roli v lidském zdravi. Ve skutecnosti
slouzi jako prevence proti riznym onemocnénim jako je rakovina, koronarni choroby, zanéty,
neurologické degenerace, starnuti a mnoho dalsich [3]. U nékterych fenolickych sloucenin
byly prokazany i protizanétlivé vlastnosti. Ackoli pfesny mechanismus této protizanétlivé
aktivity nebyl zcela objasnén, existuje vzajemny vztah mezi vysokym piijmem potravy bohaté
prave na tyto slouceniny a potlaceni pribéhu zanétlivé reakce [1,5].

Fenolické slouceniny jsou dilezité pro kvalitu potravin rostlinného piivodu a hraji
dalezitou roli pfi utvareni organoleptickych vlastnosti potravin a napoja (barva, chut’ a ving).
Tyto latky jsou odpovédné za barvu Cerveného ovoce, dzust, vina, hnédych pigmenth
na potravinach prostrednictvim enzymi a chutovych vlastnostech. Zejména trpkost
je pfipisovana srazenim proteini ve slinaich pomoci polyfenoli. Tento mechanismus
je pravdépodobné zapojen proti jejich antinutricnim efektam. Pfi skladovani a zpracovani
se rostlinné fenolické latky rozkladaji na rizné derivaty. Zatimco metody analyzujici
tyto slouceniny s niz§i molekulovou hmotnosti jsou objeveny, analyza polymernich slouc¢enin
zUstava stale vyzvou [1].
jejich antioxidacni aktivita. Jsou schopny zachycovat reaktivni formy kysliku v disledku
toho, Ze se vyznacuji jako donory elektronil. Jejich antioxida¢ni u€innost v potraving zavisi
nejen napoctu a umisténi hydroxylovych skupin, ale také na faktorech, jako je fyzické
umisténi, interakce s ostatnimi slozkami potravin a na podminkach prostiedi (naptiklad pH).
V mnoha studiich prokdzaly fenolické slouceniny vyssi antioxidacni aktivitu, ve Srovnani

s vitaminy a karotenoidy. Studie prokazaly dikaz antioxidacni aktivity ve vitaminu E [11-13].

1.1.1 Fenolické latky v rostlinach

Fenoly jsou skupina jednoduchych chemickych sloucenin Siroce rozsitenych v ptirode¢.
Pro rostliny maji strukturni a stavebni funkci. Jejich pfitomnost zaznamenavadme ve vétSiné
cerstvého ovoce a zeleniny, nebo v komplexnich slouceninach pfitomnych v kife, kotfenech

a listech rostlin a jejich pfitomnost chrani rostlinu pied utokem bylozravcl a mikroorganismu.
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Maji zodpovédnost i za chut, vini a barvu kvétl, plodt, zaroven ale slouzi jako obranné
latky, které chrani pred Skidci, infekci, chladem ¢i mechanickym poskozenim. Téz jsou
to signalni latky pro rostlinnou reprodukci, podileji se na mechanismu reakce proti stresu
a na produkci kotenovych nodulii, hraji roli v patogenezi, symbidze, davaji rostlindm barvu
a maji obrovskou roli v interakcich se hmyzem [14]. Mezi fenolické latky v rostlinach patii
skupina polyfenolti, znamych jako antokyany, ktera je odpovédna za barvu mnoha druhd
ovoce, zeleniny a kvétin. Predpokldda se, Ze 40 % vSech organicky vézanych uhlikd,
které se nachazi v biosféte, tvoii praveé fenolické struktury. Mohou se vyskytovat jak v zivych,
tak 1 odumfelych organismech, jez tvofi zasobarnu zivin pro mikroorganismy. EXistuje

nékolik dulezitych tiid fenolickych latek, které jsou uvedené v tabulce 1 [15].

Tabulka 1: Nejdulezitgjsi tiidy fenolickych latek v rostlinach.

Trida Priklad

Jednoduché Fenoly
Benzochinony
Hydroxybenzoové Kyseliny

fenol, guajakol
2,6- dimethoxybenzochinon
k. galova, 4-hydroxybenzoova, salicylova

Acetofenony 3-acetyl-6-ethoxybenzaldehyd
Fenyloctové Kyseliny kyselina p-hydroxyfenyloctova
Hydroxyskoticové Kyseliny k. kdvova, ferulova, p-kumarova
Fenylpropeny myristicin

Koumariny eskuletin

Isokumariny bergenon

Chromony eugenin

Naftochinony juglon

Xantony mangiferin

Stilbeny resveratrol

Anthrachinoidy emodin

Flavonoidy kvercetin, katechin
Isoflavonoidy genistein

Lignany pinoresinol

Neolignany eusiderin

Biflavonoidy amentoflavon

Ligniny

Katecholové Melaniny
Kondenzované Tanniny

Fenoly patii mezi fytochemikalie, které hraji vyznamnou roli pfi ochran€ oxidacnich
procest. Antioxida¢ni vlastnosti fenolickych latek mohou putisobit jako lapace volnych
radikali, vodikové donory, chelaty kovi a ,,zhasece singletového kysliku. Je tfeba zdaraznit,

ze vétSina informaci o fenolickém antioxida¢nim potencidlu pochdzi ze studii in vitro.
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Bohuzel, tyto in vitro metody casto nedostate¢né koreluji se schopnosti slouc¢enin inhibovat
oxidaéni poskozeni potravin, protoze u in vitro testl nejsou brany v uvahu faktory,
jako je fyzické umisténi antioxidantu, jeho interakce s jinymi slozkami potravin a podminky
okolniho prostiedi [11-13].

Podle zakladniho skeletu se struktura ptirodnich polyfenoli pohybuje od jednoduchych
molekul, jako jsou napiiklad jednoduché fenoly (t€kavé fenoly) po vysoce polymerizované

latky, jako jsou kondenzované tfisloviny (viz tab. 1) [15].

1.1.1.1 Tékavé fenoly

Jednoduché fenoly, jako je fenol, o-kresol, 4-ethylfenol, guajakol, 4-vinylguajakol
aeugenol, byly nalezeny mezi tékavymi latkach z ovoce a zeleniny. 4-vinylguaiacol
je zodpovédny za chut’ citrusovych plodu a podili se také na ptichuti pomerancového dzusu.
4-ethylguajakol, eugenol, a 4-ethylfenol patii do skupiny odoranti s vysokym zied’'ovacim
faktorem prichuté (flavour dilution, FD), které mohou slouzit k posouzeni rozdilu

mezi mladymi a star§imi viny [16].

1.1.1.2 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny obsahuji v molekule jeden benzenovy kruh, na néjz jsou navazany
hydroxylové a karboxylové skupiny. Tato skupina latek mize byt rozdélena
do dvou podskupin, podle jejich struktury, na hydroxybenzoové a hydroxyskoficové
kyseliny. Do hydroxybenzoovych kyselin se nejcastéji zahrnuje kyselina galova,
4-hydroxybenzoova (4-HBA), 3,4-dihydroxybenzoova, vanilova a syringova, pficemz mezi
hydroxyskoficové kyseliny se fadi kyselina kavova, ferulova, p-kumarova a sinapova. Rozdily
mezi jejich derivaty spocivaji v rlznych vzorech hydroxylaci a methoxylaci jejich
aromatickych kruhti. Jednoduché fenolické kyseliny maji schopnost siln¢ se spojovat

s primarnimi metabolity, jako jsou proteiny a sacharidy [1,4].

Hydroxybenzoové kyseliny

Hydroxybenzoové kyseliny maji obecnou strukturu uvedenou na obrazku 1. Jsou bézné
pfitomny ve vazané formé€ a mohou byt soucasti slozitych struktur, jako jsou hydrolyzované
taniny a ligniny. Jejich vyskyt je moZny 1 ve form¢ derivati cukrii. V niZ§i koncentraci
je zaznamenan obsah kyseliny hydroxybenzoové v potravinach a rostlinach. Kyselina galova

je jednim z nejbéznéjSich derivati této slouCeniny. Mezi dalsi patii naptiklad kyselina
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gentisova, vanillova, salicylova, 3,4-dihydroxybenzoovéa a 4-hydroxybenzoova (obrazek 1).

Dimerni produkt kondenzace kyseliny hydroxybenzoové a jeji souvisejici dilakton je kyselina

ellagova, ktera se bézné¢ vyskytuje Vrostlinach a wvzrista o ni zajem diky

jejim antikarcinogennim a antioxida¢nim ucinkam [17,18].
Kyselina R! R? R? R*
Galova H OH OH OH
Gentisova OH H OH H
4-hydroxybenzoova H H OH H
3,4-hydroxybenzoova H OH OH H
Salicylova OH H H H
Syringova H OCHs OH OCHs
Vanilova H OCHs OH H
Veratrova H OCHjs OCH; H

Obrazek 1: Struktura kyselin odvozenych od benzoové.

Hydroxyskoricové kyseliny

Hydroxyskoficové kyseliny maji obecnou strukturu uvedenou na obrazku 2 a bézné

se vyskytuji v potravinach rostlinného piivodu. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou kyselina,

p-kumarova, kavova, ferulova a sinapova (obrazek 2). Vyskyt téchto latek zaznamenavame

nejcastéji v ovoci. Hydroxyskoticové kyseliny jsou pfitomny pfevazné ve vazané formé.

Je pro né¢ obvykly vyskyt v riznych konjugacich. Tyto konjugované formy jsou estery

hydroxykyselin, jako je kyselina chinova, shikimova, vinna a jejich cukerné derivaty. Volné

hydroxyskoficové kyseliny mohou byt uvolnény pomoci chemické nebo enzymatické

hydrolyzy béhem extrakce [17,19].

Obrazek 2: Struktura kyselin odvozenych od skoficové.
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Kyselina R! R? R3 R*
Ferulova H OCH3 OH H
Kavova H OH OH H
0-kumarova OH H H H
m-kumarova H OH H H
p-kumarova OH H OH H
Sinapova H OCHs OH OCHs



1.1.1.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejbéznéjSimi a nejrozSifenéjSimi piedstaviteli rostlinnych fenoli.
Jejich spolecna struktura, ktera je uvedena na obrazku 3 se sklada ze dvou aromatickych
kruhti (kruh A a kruh B) spojenych prostfednictvim tii uhlikovych mitstk a kyslikového
heterocyklu (C kruh). Nazev je odvozen od latinského slova flavus, coz znamena zluty,
protoze flavonoidy poskytuji rostlindAm barevné zabarveni. Mezi hlavni zdstupce tiidy
flavonoidi patéi antokyanidiny, chalkony, flavanoly, flavanony, flavony, flavonoly
aisoflavony. Variabilita flavonoidii je zaloZzena na hydroxylaci pyronového kruhu,
ptitomnosti nebo nepfitomnosti dvojné vazby, poctu hydroxylovych skupin v kruhu A a kruhu
B, a nebo atomem kysliku navazanym dvojnou vazbou k poloze 4 v kruhu C. Flavonoidy
mohou byt monomerni, dimerni nebo oligomerni. Polymerické flavonoidy, znamé
jako taniny, jsou rozd€leny do dvou skupin: kondenzované a hydrolyzovatelné.
Kondenzované taniny jsou polymery flavonoidl, zatimco hydrolyzovatelné taniny obsahuji

kyselinu galovou.

Obrazek 3: Zakladni struktura flavanoidu.

Flavonoidy jsou povazovany za uZitecné potencionalni markery pro medy botanického
pivodu a maji znaény vyznam vzhledem k jejich potencionalnimu terapeutickému pouziti
v alternativni mediciné. Pfitomnost konkrétnich fenolickych latek a flavonoida v medu
dokaze ovlivnit jeho barvu, chut a vini. Tyto slouceniny maji pfiznivé zdravotni G¢inky

na lidsky organismus [20,21].

Flavanoly a flavonoly

Flavanoly (katechiny) jsou znamé také jako flavan-3-oly (obrazek 4) a patfi mezi
podskupinu proantokyanidint, které maji hydroxylovou skupinu pfipojenou na uhlikovém
kruhu v poloze 3, zadny kladny naboj na atomu kysliku a Zadnou dvojnou vazbu v kruhu C.

Struktury flavonoll (obrazek 4) jsou velmi podobné flavanolim (obrazek 5). Kromé toho,
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ze je atom kysliku dvojité vazany a pfipojeny v poloze 4 na kruhu C, tak je i samotna dvojna

vazba v kruhu C. Flavanoly maji antioxida¢ni G¢inky a béznym zastupcem flavanold je rutin.

OH

Pozice 5, 7, 3¢, 4°: OH — Katechin
Pozice 5,7,3¢,4°,5:OH ——> Epikatechin

Obriazek 4: Zakladni struktura flavanolu.

(0]
| OH
(0]
Pozice 5, 7, 4°: OH —_— Kaempferol

Pozice 5,7,3,4:OH ——> Kvercetin

Obrazek 5: Zakladni struktura flavonolu.

Flavanony a flavony

Flavanony (obrazek 6) a flavony (obrazek 7) maji struktury podobné flavanolum
respektive flavonoltim, ale 1isi se tim, Ze hydroxylova skupina jiz neni pfipojena v poloze
3 na uhlikovém kruhu. Flavanony se vytvafti z chalkonu, ktery se vytvatfi pomoci Kyseliny
p-kumarové. Mezi jejich hlavni zastupce patii hesperetin a naringenin. Flavony maji funkci
pfirodniho inhibitoru, ktery brani pied vlivem Skodlivych oxida¢nich zmén potravin. Znadmy

zastupce flavont je chrysin [21].
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@)

Pozice 5, 7, 4‘: OH — Naringenin
Pozice 5,7,3°,4:OH ——> Eriodiktyol

Obrazek 6: Zakladni struktura flavanonu.

O
Pozice 5, 7,4‘: OH — Apigenin
Pozice 5,7,3,4:OH ——> Luteolin

Obrazek 7: Zakladni struktura flavonu.

Antokyaniny a antokyanidiny

Antokyaniny, jejichz struktura je znazornéna na obrazku 8, patii mezi jednu z hlavnich
tiid flavanoidid. Vyznamné pfispivaji k antioxidaénim ¢innostem flavanoidi. Antokyaniny
jsou rozpustné ve vode a jejich pigmenty nesou odpovédnost za Cervena, modra a fialova
zbarveni. Antokyaniny jsou glykosylované antokyanidiny s cukernou slozkou ptipojenou
hlavné k 3-hydroxylu antokyanidini. V né¢kterych pfipadech se cukerné zbytky acyluji
kyselinou 4-hydroxybenzoovou, p-kumarovou, kavovou, ferulovou, sinapovou, octovou,
Stavelovou, jable¢nou, nebo jantarovou. Antokyanidiny, jejichz struktura je znazornéna
na obrazku 9, patii mezi aglykony, neobsahuji cukernou slozku pfipojenou flavanovému

jadru. Atom kysliku na uhlikovém kruhu ma kladny néboj a dvé dvojné vazby v kruhu C [22].

21



+

0]
N

=

O - sacharid

Obrazek 8: Zakladni struktura antokyaninu.

+
o

AN

=

OH
Pozice 5, 7, 4¢: OH —>  Pelargonidin
Pozice 5,7,3¢,4:Oh ——> Kyanidin

Obrazek 9: Zakladni struktura antokyanidinu.

1.2 Med
1.2.1 Historie

Historie medu saha az k obyvatelim Egypta a Recka, ktefi piidavali med a propolis
do obvazi nebo jej uzivali jako 1ék napiiklad na zalude¢ni viedy nebo kozni rany [23,24].
V novodobé¢ historii byl pouzivan béhem prvni svétové valky jako regenerace ran pii zranéni
v boji. Antimikrobialni vlastnosti medu poprvé zaznamenal v roce 1892 Van Ketel.
Prvni zminka o vyznamné roli medu v hojeni infikovanych ran, byla v Evropé a USA
Vv poloving 20. stoleti [25,26]. I pfes prokazané antibiotické vlastnosti medu je jeho uplatnéni
v mediciné dosud pomérné nizké. Ptfichodem antibiotikim rezistentnich bakterii a silné
aktivité medu proti témto bakteriim se obnovil zajem o med v medicinalnich aplikacich [26].
V mnoha studiich bylo prokdzano, Ze med ma nékolik 1é¢ivych vlastnosti. Napiiklad med
slouzi jako antimikrobidlni ¢inidlo, podporuje hojeni pfi autolytickém odstrafiovani mrtvych

7 w1

ktery rychleji snizuje bolest a otoky [27-29].
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1.2.2 Terapeutické vlastnosti medu
Med diky svym antimikrobidlnim, protizdnétlivym vlastnostem a antioxidacni aktivité

zesiluje uCinky na imunitni systém. Vyznamné piispiva pfi procesech hojeni ran.

1.2.2.1 Antimikrobiilni a antibakterialni aktivita

Pokud neni imunitni systém schopen vypoiadat se s infekci v téle, podstupujeme
antimikrobialni terapii [30]. Obvaz s nanocCasticemi stiibra se pouziva kvili jeho
antibakterialni vlastnosti zejména na infekci pfi popaleninéch, nicméné komponenty jako jsou
stiibrné Castice sulfadiazinu, midzou hojeni ran zpozdit [31]. Pfedpoklada se, ze med muze
byt pouzit jako vhodna alternativni moznost 1é¢by infikované rany [32,33]. Nicméné nesmi
byt zapomenuto, ze vCely mohou vytvaret ruzné typy medi. [24,34]. Kompozi¢ni rozdily
medi mohou ovlivnit jejich 1é¢ivou hodnotu.

Zajem o med stoupa i kviili jeho Gi¢inkiim na antibiotikiim rezistentni organismy. Spatné
pouziti antibiotik a jejich rezistence k nékterym kmenim, ma znacny vliv na Gmrtnost
pacienta [34-36]. Antibakterialni vlastnosti medu souvisi S hladinou peroxidu vodiku
a dalsimi neperoxidovymi faktory, jako je mnozstvi fenolovych kyselin, flavonoida
alysozymu v medu. Med ma diky témto faktorim jedinecné funkce: rychlé odstranéni
infekci, ¢isténi ran, redukce zjizveni na minimum, potlaceni zanétu, stimulace angiogeneze
arist epitelu. Dnes vzristd zajem o apiterapii, jakozto lidovou a preventivni medicinu,
ktera by méla napomaéhat pti 1€cbé urcitych typt nemoci, ptipadné se také uziva na podporu
zdravi organismu apohody. Jeho uc¢inkti se vyuziva zejména pii gastrointestinalnich
poruchéach, pifi hojeni ran a popdalenin a poskytuje ochranu zaludecni stény proti akutnim
i chronickym 1ézim. Med je, diky své barveé, chuti a sladkosti, Casto uzivan nejen
jako nahrazka cukru, ale u mnoha vyrabénych potravin byva vyuzit i jako pfirodni
konzervacni c¢inidlo, coZ znamend, ze brani pifed oxida¢nimi reakcemi v potravinach,
napf. pied oxidaci lipidi v mase, pfi enzymatickém hnédnuti ovoce a zeleniny a zpomaluje
proces zluknuti nebo zmény barvy v dusledku oxidace svétlem, teplem a nékterymi
kovy [37-39]. Bakterialni bunéc¢né stény u medu hraji zasadni roli v udrzovani tvaru bunék
audrzeni rastu bakterii. Inhibici syntézy bunétné stény, je med schopen indukovat
strukturalni zmény v bakteridlni bunééné sténé€. Vzhledem k 1yze buiky muize byt med
povazovan jako vhodna latka s antibakterialni aktivitou [40]. Dalsi slozky medu,
jako je glukoza, fruktoza a Siroka skala fytochemikalii, maji vyznamnou roli pfi potlaceni
tvorby biofilmu u bakterii [41]. Krom¢& antimikrobialni aktivity byla potvrzena i antifungalni
aktivita medu. Med nejen inhibuje rist plisni, ale také snizuje produkci mykotoxini [42-44].
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Mechanismy antimikrobialni aktivity medu

Mechanismy antimikrobialni aktivity medu jsou klasifikovany do pfimych a neptimych
skupin. Piima akce je zaloZena na pfimém odstranéni bakterii pomoci komponent v medu
a nepfima akce je antibakterialni reakce celého organismu vuci bakteriim. Faktory, které maji
pfimy vliv na bakterie a jsou toxické pro patogeny, zahrnuji peroxid vodiku, faktory vysoké
osmolality, kyselosti, neperoxidové faktory a fenoly. Nepifimé antimikrobialni akce zahrnuji

lymfocyty a produkci protilatek, cytokint, imunomodulaci a produkci oxidu dusnatého.

1.2.2.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H202) se bézn¢ pouziva k dezinfekci a dezinfikovani Iékaiského
vybaveni v nemocnici. Reaguje s myeloperoxidazou v blizkosti bakteric s fagocytujici
vakuolou [24,30]. Peroxid vodiku je jednou ze slozek medu, ktery ma dualezitou tlohu
Vv antimikrobidlni aktivit¢ a pomalu se uvoliiuje z medu v dusledku interakce exsudétu v ran¢,
coz je zéanétlivy vypotek, ktery se tvoii v télesnych dutindch s glukézooxidézou
medu [26,45,46]. Gluk6zooxidaza se dostava do medu z nektaru pomoci vcel a je schopna
pfeménit za aerobnich podminek glukozu na peroxid vodiku a kyselinu
glukonovou [26,32,47]. Z dtivodu vétsiho vyskytu peroxidu vodiku jsou méné koncentrované
medy vhodngjsi piihojeni ran, nezty vice koncentrované [48]. Jest¢ dulezitéjsi je fakt,
ze je med po nafedéni schopen odstranit patogeny rezistentni vacéi antibiotikim [49,50].
V prubéhu zrani medu je gluk6zooxidaza inaktivovana, ale pfi fedéni medu znovu ziskava
svou aktivitu, coz muze byt disledkem nizkého pH [48]. Kyselina benzoova, jedna
ze sloucenin vyskytujici se v medu, miiZze reagovat s peroxidem vodiku a vytvaret
peroxokyseliny, které jsou vice stabilni a sSilngjsi antimikrobidlni ¢inidla nez peroxid
vodiku [30]. Ptitomnost kyseliny askorbové v medu mize podporovat baktericidni aktivitu
peroxidu vodiku. V gramnegativnich bakteriich smés peroxidu vodiku a kyseliny askorbové
zvySuje lyzu bunky a smrt organismu pomoci lysozymi [24]. Ptiakutni zanétlivé fazi,
kdy neutrofilni granulocyty uvoliuji baktericidni reaktivni kyslik, je H202 schopny zabijet
bakterie a zabranit infekci [24,45].

Peroxid vodiku neni obecné ptiznivy pro hojeni ran, protoze zpiisobuje nadmérny zanét
a poskozeni tkan¢. Nicméné med deaktivuje volné zelezo, které katalyzuje tvorbu volnych
kyslikovych radikalti produkovanych peroxidem vodiku a snizuje $kodlivé Uc¢inky peroxidu
vodiku. Navic hladina peroxidu vodiku v medu je nizka, jeho koncentrace je asi 1000 x mensi
nez v3 % roztoku peroxidu vodiku, ktery se bézné pouziva jako antiseptikum [51].

Je zajimavé, Zze i1 pres vysokou hladinu antioxidant, muze med chranit tkan¢ v rané
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prostiednictvim kyslikovych radikald produkovanych H2O» [30]. Krom¢ antimikrobidlni
aktivity, stimuluje peroxid vodiku proliferaci fibroblastti a angiogenezi [52,53].

1.2.2.3 Osmolarita

Vysokéd osmolarita je povazovana za cenny faktor, ktery omezuje mnozeni bakterii
a proliferaci [24,30,46,54-56]. Mezi roztoky s vysokou osmolaritou patii med a glukéza [57].
Med jako viskozni tekutina poskytuje ochrannou bariéru a zabranuje pienosu infekce
v rané [58]. Kdyz je med topicky aplikovan, coz je aplikace pfimo na postizené misto
pokozky, tak vzhledem k jeho vysoké osmolarité nemaji bakterie dostatecny ptistup k vode
poticbné projejich rast [57,54,59]. V diasledku toho mize dojit k dehydrataci
mikroorganismi a nasledné ik jejich thynu [50,59]. Za vysokou osmolaritu medu
je zodpovédné vysoké mnozstvi sacharidi [30]. I kdyz je osmolarita medu dulezitym
antimikrobialnim faktorem, neni antimikrobialni aktivita medu zcela potlacena, kdyz je med
fedén [32]. Ve studii provedené u pacientii s otevienou nebo infikovanou ranou, byl

pfi snizovani bakterialni kontaminace a hojeni ran med G¢innéj$i nez cukr.

1.2.2.4 Kyselost

Rozsah pH medu se pohybuje v rozmezi od 3,2 do 4,5. Tato nizkd hodnota pH
je dasledek tvorby kyseliny glukonové [46,55]. Glukoézooxidaza pii fedéni medu katalyzuje
rozklad glukézy na kyselinu glukonovou a peroxid vodiku, kde pficinou kyselosti je kyselina
glukonova [28,60]. Med poskytuje kyselé prostiedi, které je nepiiznivé pro rust bakterii
a inhibuje aktivitu mnoha mikroorganismu [30,33,46,47,55,56,60,61]. Ve vétsin¢ ptipadi
patogenni bakterie upfednostiiuji pro sviij rust neutralni nebo mirné zasadité prostedi [60],
ve kterém jsou optimalni podminky pro vysokou aktivitu jejich proteolytickych enzymi
(optimalni pH pro aktivitu proteazy je kolem 7,3) [28]. ZvySena aktivita proteazy muze znicit
rastové faktory, nové regenerované kolagenové matrice a fibronektin u ran,
které jsou nezbytné pro aktivitu fibroblasti a reepitelizaci, coz vede k dodateCnym zanétlivym
reakcim [33]. Kyselost medu ovliviiuje snizeni proteazové aktivity, zvySeni aktivity
fibroblastt, uvolnovani kysliku z hemoglobinu v kapilarach, snizeni velikosti rany
a v kone¢ném disledku podporuje i hojeni ran [28,33,51,53,62]. Acidifikace také napomaha
pii antibakteridlnim ptisobeni makrofagl a zabraiiuje amoniaku, produkovanému bakterialnim

metabolismem, poskodit télesné tkané [66,67].
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1.2.2.5 Antioxidacni aktivita

Antioxidacni aktivita medu je dusledkem ptitomnosti polyfenolii, zejména v podobé
fenolickych kyselin (chlorogenové, ferulové, kavove, ellagové, vanilové, kyseliné benzoové,
kyseliné skoficové, kyselin¢ kumarové atd.) a flavonoida (pinocembrin, apigenin, hesperetin,
chrysin, kvercetin, luteolin, myricetin, pinobanksin, galangin, kaempferol atd) [68]. U téchto
polyfenolti je znamo, ze maji zdravi prospésné vlastnosti, jako je antiaterogenita (ptisobici
proti vzniku aterosklerdzy), antikarcinogenita, antitromboticita a protizanétlivost. Rozptyl
Vv antioxida¢nich vlastnostech mezi medy pochézejicimi z rtznych zdroji je zplsoben
rozdilem v zastoupeni jednotlivych polyfenolti. Barva medu se pohybuje od svétle zluté
az po tmavé Cervenohnédou na tmavé hnédou. Odstin je zavisly na teploté a dobé skladovani.
Medy stmavou barvou maji vys$si obsah fenolickych latek a v dusledku toho i1 vyssi
antioxidacni aktivitu ve srovnani s medy svétlé barvy [69-71]. Med miZe zabranit zhorSujicim
se oxidacnim reakcim v potravinach, jako je napiiklad oxidace lipidd v mase
¢i enzymatickému hnédnuti ovoce a zeleniny [72,73]. Med ma proto velky potencial slouzit
jako ptirodni antioxidant v potravinach. Bylo prokazano pomoci metody zalozené na zhéaseni
kyslikovych radikalti (ORAC), Ze antioxida¢ni kapacita medu je obdobna jako u mnoha druhti
ovoce a Cerstvé zeleniny. Antioxidacni aktivita medu se méni v zavislosti na zdroji rostlin
¢i stromt, ze kterych med pochazi. Rozdily v téchto zdrojich mohou ovlivnit rozdilné

schopnosti medt v ochrané proti oxida¢nim reakcim [74,75].

1.2.2.6 ZvySena lymfocytarni a fagocytarni aktivita

Imunitni systém je stimulovan k imunizaci téla proti riznym infekcim a vyuziti medu
miZe mit vice nez jen antibakterialni vlastnosti. Med je schopen stimulovat B-lymfocyty
a T-lymfocyty a aktivovat fagocytézu pomoci neutrofilti [33,55,76,77]. Med také stimuluje
monocyty (MM6 buiky) k sekreci cytokint, tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a),
interleukin-1 (IL-1) a IL-6, které¢ aktivuji imunitni reakci na infekci [47,63,76,78,79]. Sekrece
TNF-a, cytokinu, ktery indukuje proces hojeni rany, mohou byt vyvolany glykosylovanymi
proteiny. Snizovanim uvoliovani reaktivnich meziproduktd, které jsou aktivovany makrofagy
béhem hojeni ran, je med schopny degradovat kolagen IV prostiednictvim stimulace
matrixové metaloproteinazy 9 (MMP-9) v prub¢hu reepitelizace procesu hojeni rany [80,81].
In vitro studie ukazaly, ze toxicita medu na keratinocyty a fibroblasty je extrémné nizka.
Predpoklada se, ze takovy imunomodulacni Uc¢inek dale zvySuje antimikrobidlni aktivitu

medu [25].
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1.2.2.7 Oxid dusnaty a jeho metabolity v medu

Oxid dusnaty (NO) je plyn radikdlového charakteru (ma ve své molekule nesparovany
elektron), ktery ma vliv napf. na regulaci angiogeneze, urychleni syntézy kolagenu,
reepitelizaci pii hojeni ran [29,82-85].

Zahtivani a dlouhodobé skladovani medu mize snizit jeho obsah metaboliti oxidu
dusnatého, coz vede ke snizeni antimikrobidlni aktivity medu [54,86]. Bylo testovano
sedm druhti medu, které se liSily svym ptivodem (tfi z Jemenu, dva ze Spojenych arabskych
emiratl,, jeden z Némecka a jeden z Indie), barvou a dobou uchovavéani na piitomnost
dusitand, dusi¢nanti a stabilnich metaboliti oxidu dusnatého. VSechny vzorky medu mély
ruzné koncentrace NO metabolitd, ale tmavsi a Cerstvé medy obsahovaly vice metabolitil
oxidu dusnatého, nez svétlejsi nebo déle uchovavané medy. Tmavsi medy, které byly

skladované delsi dobu, byly odolngjsi pfi zahtivani a vystaveni ultrafialovém zafeni [87].

1.2.2.8 Prostaglandiny

Prostaglandiny jsou medidtory zanétu a bolesti, které mohou snizit funkce
B- a T-lymfocytli. Jsou povazované za imunosupresiva, coz jsou latky potlacujici funkci
imunitniho systému [54,83]. Med miZe snizovat koncentraci prostaglandinu v plazmeé a jeho
inhibi¢ni efekt se zvySuje s ¢asem [24,54]. Med indukuje snizeni koncentrace prostaglandini
amiliZze snizit otoky, zanéty a aktivaci lymfocytd k produkci protilatek proti patogeniim
v rang [83]. Fenolické slouceniny medu maji vyznamnou tulohu v inhibici prostaglandinu
E2 (PGE2), ktery se vyskytuje Vv tkanich zanétu. Kyselina ellagova jako hlavni fenolicka
sloucenina v medu, brani uvoliiovani PGE2 z monocytl a jinych fenolickych sloucenin jako
jsou kvercetin, chrysin a luteolin, jez maji inhibi¢ni G¢inky na interleukin 1b a expresi
COX-2, syntézu PGE2 a stimulaci nuklearni faktor kappa-beta (NF- kB) [83,88]. Bylo
prokazano, ze uzivani zfedéného piirodniho medu u béznych spotiebitelii, mize snizit
koncentraci prostaglandinu PGE2, véetné prostaglandinu F2a (PGF2a) a tromboxanu
B2 v plazmé [29,89,90].

1.2.2.9 Tvorba protilatek
Med zvysuje produkci protilatek, v priabéhu primarni a sekundarni imunitni odpovédi,
vluc¢i antigenim zavislym a nezévislym na thymu [55]. M4 1 vliv na produkci protilatek

pomoci riznych mechanismii. Nicméné pfesny mechanismus nebyl dosud definovan [54].
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Med je schopen stimulovat lymfocyty k produkci cytokind, TNF-a, IL-1 a IL-16 a miZze

ovliviiovat imunitu zvySenim NO [91].

1.2.3 SloZeni medu

Med je ptirodni presyceny roztok cukru, jenz se skldda hlavné z fruktozy a glukozy,
které spolu tvoii 65-80 % celkovych cukri v medu [92] a také obsahuje nékteré dulezité
minoritni slozky, jako jsou enzymy (amyldza a invertdzy), organické kyseliny
(kyselina glukonova, kyselina octova atd.), vitaminy, tékavé slouceniny, fenolové slouceniny
a mineralni latky [93]. Med je hodnotna potravina pfirodniho charakteru, ktera je vytvoiena
spoleCenstvim vcel ze sesbiranych sladkych §t4v rostlin-nektaru, nebo medovice na zivych
¢astech rostlin (stromil), kterou véely ptetvareji, kombinuji a obohacuji svymi specifickymi
latkami, ukladaji a nechéavaji zrat v plastech. Propolis vznikd z rostlinnych pryskyfic,
obohacenych o slinné enzymatické sekrety a obsahuje polyfenoly, éterické oleje, aromatické
kyseliny a vosky. Dal$i méné bézny produkt vcel je mateii kaSi¢ka. Tato latka je vylucovana
Z hypofaryngealnich a mandibularnich Zlaz v¢elich délnic jako vyziva pro krdlovnu a larvy.
Mateii kasicka je bohata pfedev§im na sacharidy, lipidy, vitaminy a proteiny [94].

Med se sklada ze 17 % vody a 82 % sacharidG. Ma nizky obsah tuku, vlakniny
a bilkovin [92,95]. Jeho glykemicky index se pohybuje v rozmezi od 31 do 78, v zavislosti
natypu medu [96]. Konkrétni slozeni, barva, aroma a chut kazdé slozky medu zavisi
na rostlinach, které byly pro dany med opylovany véelami [23]. Hustota medu se pohybuje
okolo 1,36 kg/dm? (0 36 % hustsi nez voda) [97].

Tabulka 2: SloZeni medu [98].

Slozka Obsah
fruktoza 28-41 %
glukoza 22-35%
ostatni cukry (sacharéza, maltoza) 1-14 %

voda 17 %

ostatni latky (pyly, proteiny, vitaminy, AMK) méné nez 5 %

1.2.4 Kilasifikace medu

Med se déli na dva zékladni typy, kvétovy a medovicovy. Kvétovy med pochdzi
z nektaru rostlin a medovicovy ze sekretli zivych ¢asti rostlin nebo z vyméskt hmyzu,
ktery saje nektar zrostlin. U medovicového medu jsou antioxida¢ni a antibakterialni
vlastnosti vy$§i nez u medu kvétového. Medovicovy med je také charakterizovan vysSimi

hodnotami elektrické vodivosti, pH, acidity, tmavsi barvou, vy$§im obsahem oligosacharida

28


https://en.wikipedia.org/wiki/Honey#cite_note-NHB_carbs-1

a niz§im obsahem monosacharidii nez med kvétovy. Tmavsi zbarveni u medovicového medu
vlastnostmi medu jsou chut a aroma. Chut medovicového medu je vyraznéjSi nez
u kvétového, ovsem medovicovy med neni zdaleka tak sladky jako med kvétovy. Hlavni
disacharidy v kvétovém medu jsou sachardza, maltéza, trehaléza a turandza,
kdezto medovicové medy obsahuji vice oligosacharidd, hlavné trisacharidy, melezitozu
arafinozu, které¢ v kvétovém medu chybi. Kvétovy med obsahuje také vétsSi mnozstvi
jednoduchych cukrt, jako je glukéza a fruktoza, které zapiicinuji jeho snadnou krystalizaci
alepsi stravitelnost. Medy se mohou také délit na michané, polyfloralni a monofloralni.
Michany med je smés dvou nebo vice medi, které se 1isi kvétinovym zdrojem, barvou, chuti,
hustotou nebo geografickym pivodem. Polyflordlni med pochézi z nektaru vice druhi kvétin

a monofloralni pouze z jednoho druhu [99,100].

1.25 Vyroba medu

Med, pochézejici od vcelate, ve vétSiné piipadi nebyvd nijak vyrazné tepelné
upravovan. V piipadé¢ krystalizace medu béhem uskladnéni, miize byt med lehce zahiivan.
Je vSak nutné dodrzet teplotu max 50 °C, z divodu zachovéni vSech zdravi prospésnych latek.
Tepelné zpracovani medu ma znaény negativni vliv na obsah rtznych slozek medu,
jako jsou enzymy, t€kavé slouceniny a cukry.

Mezi parametry, které nam poskytuji nejvice informaci, patii pii vyhodnocovani
kvality medu obsah 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF) a obsah fenolickych latek v medoving.
HMF (obrazek 10) je cyklicky aldehyd, ktery je vytvofeny degradaci cukrq,
coz ma zandsledek sniZeni nutriéni hodnoty vyrobku. Je to sloucenina, vznikajici
jako vysledek dehydratace hexos v kyselém prostiedi, jejiz vznik souvisi s tepelnou upravou
medu nebo medového zakvasu. Pasobi také jako indikator piehtati a skladovani ve $patnych

podminkach [101-103].

0
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Obrazek 10: Zakladni struktura HMF.
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Pouziti HMF jako indexu kvality je zaloZzeno na skute¢nosti, ze jako sloucenina neni
ptitomen v Cerstvém medu a jeho konec¢né koncentrace v medu je pouze disledek skladovani
nebo zahiivani. To je dulezité zejména pro vicekvété medy, jelikoz maji ve srovnani
s témi jednokvétymi velmi odlisné chemické slozeni. Pfitomnost HMF piimo ovliviiuje barvu,
chut’ a vini, proto se také pouziva jako kriticky parametr kvality medu. Koncentrace HMF
v medu by nemé¢la piekrocit 40 mg/kg a u tropického medu 80 mg/kg. Vyssi koncentrace
HMF v medu indikuji jeho piehtati, Spatné skladovaci podminky, dlouhodobé skladovani,
nebo ze je med starSiho ptivodu.

Med neni na trh dodavan ve svém surovém stavu. Obvykle probéhne proces
industrializace z divodu pozadavki spotiebitelii na tekuty, nevykrystalizovany produkt.
Dulezitymi faktory pro krystalizaci jsou teplota, ptivod (geograficky a botanicky), obsah vody
a cukrl. Primyslova vyroba medu mé dvé¢ faze, které se tykaji tepelné tpravy. Prvni faze
je zkapalnéni (cca 55 °C), pro zajisténi nizsi viskozity a tim i lepsi manipulaci s produktem.
Druha faze je pasterizace (cca 80 °C), jez se provadi z diavodu destrukce kvasinek,
rozpusténi krystalizacnich jader, které jsou pfi¢inou tuhnuti medu (tim se zajisti, ze med

zUstane ve své tekuté formé€, co mozna nejdéle) [101-107].

1.3 Medoviny
Medovina je tradi¢ni alkoholicky napoj, ktery obsahuje od 8 do 18% ethanolu (v/v).

Navzdory tomu, ze medovina je fermentovana smés medu a vody, existuje mnoho jejich
variaci od tradi¢nich az po slozité smési ovocnych §t'av a kotfeni [108-111]. Dle zahrani¢ni
literatury [111] se medoviny dé¢li na né€kolik druhti. Nejbézné&jsim druhem je ,,metheglin®,
coz je sladkd medovina obsahujici kofeni nebo byliny. Viné a chut této medoviny
je ovlivnéna mnozstvim a druhem kofeni, které mize potlacovat i chut’ samotného medu.
Dalsi varianta medoviny je ,melomela®, v niz se misto vody pouZziva ovocna $tava. Tento
druh je vyhodny pfedevsim z hlediska vyrobni ceny, jelikoZ ovocna §t'ava je levnéjsi neZ med.
Melomela v niz se misto vody pouziva hroznovy most, se nazyva ,,Pyment“. Medoviny
1ze také délit na Hippocras - pyment s bylinkami a kofenim a medovinu s vysokym obsahem
medu, ktera je extrémné sladka [108-111].

Dale se mohou medoviny délit podle zplsobu pfipravy na varené a nevafené. Vaiené
vznikaji vafenim medu s vodou. Medovy roztok se naplni do dvou tfetin vySky nadoby

a mirné se vari. Pti vafeni se sbira péna, ktera obsahuje vyplavené neéistoty, tim se z roztoku
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odstrani bilkoviny a nezddouci zakaleni. Délka procesu zavisi na tom, kdy se péna piestane
tvorit. Nevafené medoviny se vyrabi smisenim panenského medu, vody a kvasinek za chladu
nebo zamirn¢ zvySenych teplot, kdy nedochazi k tepelné degradaci slozek medu.
Pfi tomto zpracovani se pouzivaji medy vys$i kvality zhlediska chuti a viné,
u kterych si medovina zachova vsechny jakostni parametry medu, které by se jinak pfi
zvyseni teploty odstranily [112].

Tradi¢ni vyrobni proces zahrnuje zahtivani nebo var medového zakvasu (nezkvaseny
roztok medu a vody), za ucelem odstranéni proteini a eliminaci mikroorganismd. Tento krok
snizuje nebezpeci nekontrolovaného prubéhu fermentace, ale mize také zpusobit degradaci
termolabilnich latek. Mezi tyto latky patii napiiklad nékteré fenolické kyseliny a flavonoidy
pochazejici z medu. Dalsim negativnim dusledkem téchto Gprav je mozné zvySeni obsahu
5-hydroxymethylfurfuralu, ke kterému dochazi v piipadé tepelného zpracovani [113].

Fermentace medu probiha v porovnani s jinym alkoholovym kvasenim delsi dobu, ¢asto
i né€kolik mésici. Doba fermentace zavisi na druhu medu, respektive na jeho slozeni
a pouzitém kvasinkovém kmeni. V pribéhu kvaSeni se mize vyskytnout nékolik problémii,
ato zejména V disledku neschopnosti kvasinek reagovat a pfizplsobit se nepfiznivym
stresovym ristovym podminkam v medu. Komplikace, jako je nejednotnost finalniho
produktu, vznika pravdépodobné kvuli variabilit¢ slozeni medu a vyskytu opakovanych
fermentaci. Tyto fermentace, zpisobené octovym nebo mléénym kvasenim, mohou zvysit
obsah tékavych kyselin a podporovat produkci abnormalniho mnozstvi esterd, jez ovliviuji
senzorické vlastnosti kone¢ného produktu [108,109,114].

I ptesto, ze je medovina jeden z nejstarSich fermentovanych népoji na svété, jeji vyroba
utrpéla v poslednich letech pokles, a to castecné¢ kvuli nedostatku védeckych pokrokl

Vv této oblasti [108,109].

1.3.1 Historie vyroby medoviny

Archeologické nalezy dokladaji zminky o vyrobé medoviny jiz témét pied 3000 lety.
Pocatky tohoto napoje lze objevit uz v africkych zemich. Pozdéji byla medovina vyrabéna
v celé¢ sttedomotiské oblasti a Evropé, kde hrala dilezitou roli v ranych starovékych
civilizacich. Medovina byla dilezitou soucasti rituala Keltl, Anglosasi a Vikingt,
ktefi ji oznaCovali za napoj Slechtici a bohd, poskytujici nesmrtelnost a moudrost. Véfili,
Ze muze mit magické a lé¢ivé tcinky, dokonce Ze mize zvysit silu, muznost a plodnost. Prvni,

kdo se zabyval podrobnym popisem pouziti medu pro vyrobu medoviny, byl Lucius Junius
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Moderatus Columella a Plinius star$i. Zajem o vyrobu medoviny s ¢asem klesl. Dnes se

tradice vyroby medoviny udrzuje nejvice v Polsku [108,111,115].

1.3.2 Kvasinky pouzivané ve vyrobé medovin

Kvasinky, které metabolizuji cukry, jako je gluk6za a fruktoza alkoholovym kvasenim,
maji podil na tvorbé ethanolu a oxidu uhli¢itého. Vybér kmene kvasinek pii vyrobé hraje
klicovou roli, jelikoz ma vliv na u¢innost pfemény cukru na alkohol. V prvnich studiich
tykajicich se vybéru kvasinek pro vyrobu medoviny bylo navrzeno, ze vzhledem k nizké
podobnosti mezi medem a vinem, pokud jde o cukry a koncentraci dusikatych latek, neni
vhodny pro vyrobu medovin kmen Saccharomyces cerevisiae [108,116,117].

Kvasinky izolované z medu neprokazaly vyhody oproti snadno dostupnym komerénim
kmentim, a to navzdory identifikované odolnosti vuc¢i etanolu, oxidim siry a vysoké
koncentraci cukrd [109]. Vzhledem k vyhodam komer¢nich kvasinek, jez plynou
Z jejich stability a snadné&j$i dostupnosti pro vyrobce medovin, se doporucuje ockovani
medového zékvasu komerénimi kvasinkami, které se pouzivaji pfi vyrobé bilych vin.
Nejvhodnéjsi kmen kvasinek je D47 ICV, jelikoZ vykazuje vysokou rychlost kvaSeni a nizkou
produkci tékavych kyselin a acetaldehydu [110]. Acetaldehyd neptiznivé ovliviiuje chut’
a je podeziely z vyvolani dlouhodobého neptiznivého ucinku na spotiebitele [118]. | pres
pouziti startovacich kultur pro vyrobu medovin nékolik probléml ve vyrob¢ stale pietrvava,
pfi¢ina by mohla byt v disledku pouziti kvasinkovych kmend, které nejsou vhodné pro
konkrétni slozeni medu nebo v souvislosti se stresovymi podminkami, mezi néz patii vysoka
hodnota osmolality, nizka koncentrace zakladnich zivin s nizkym obsahem mineralti, nizké
pH a nizkad pufracni kapacita. Z tohoto divodu je nutné najit a izolovat kmeny kvasinek
se zvySenou odolnosti a lepSim vykonem kvaSeni v drsnych podminkach vyroby

medovin [108,109,114,118,119].

1.3.3 Zakladni kroky vyroby medovin

Vyroba medovin se skladd z nékolika zékladnich kroki (viz obrazek 11). Obecné plati,
Ze prvni stupenn zahrnuje piipravu medového zakvasu nasledovanou tpravou pH. V dal§im
kroku byva zakvas vétSinou pasterovan a naockovan kvasinkami a néasledné dojde postupné
k fermentaci a dokvasovani. Ziskana medovina se odstfedi kvili odstranéni nezadouciho

materialu [108,110].
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Obrazek 11: Zakladni schéma moderni vyroby medoviny [108].

1.3.3.1 Smés med-voda a aditiva

Pfiprava zakvasu spociva v ptipravé smési vody a medu; i kdyz se podil vody mize
nahradit ovocnou §tavou v zavislosti na typu medoviny, ktera ma byt vyrobena. Med
je stéZejni surovinou pro vyrobu medoviny. V disledku toho vyrazné ovliviiuje vyrobu
avlastnosti medoviny [114]. Jeho kvalita je ovlivnéna mnozstvim mikroorganismi,
jejichz mnozstvi zavisi na druhu medu a obsahu vody, protoze nizky obsah vody inhibuje rist
mikroorganismi [120]. Kromé toho ma med bakteriostatickou nebo baktericidni aktivitu,
nizké pH a vysoky obsah redukujicich cukri, mizZe zabréanit ristu mnoha mikroorganismd.
Chemické sloZzeni tohoto pfirodniho produktu je komplex, zahrnujici vic nez 180 latek
s hlavnim podilem sacharidu (viz kap. 1.2.3) [108,121,122].

Obrazek 11 ukazuje, Ze se med nejdiive zfedi vodou a nasledné se pfida smés Zivin.
Stupen fedéni, na ktery je med fedén, urCuje typ medoviny, kterou potiebujeme vyrobit.
Nejlepsi je podil 2:1 (med: voda), dalsi mozné varianty jsou 1:1, 1:2 a 1:3. Smési, obsahujici
nejvyssi koncentrace cukru v medu (2:1 a 1:1 typ), se ziskavaji postupnym piidavanim medu,

aby se zabranilo zastaveé kvaseni nadmérnym osmotickym tlakem [119].
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Pted nebo po fermentaci mohou byt pfidany dalsi pfisady, jako jsou ovocna vladknina
nebo §t'avy, kyselina citronova a pyl. Tyto pfisady se pouZzivaji zejména k urychleni kvaseni,
snizeni ceny fermentace, zvySeni mnozstvi alkoholu a k ovlivnéni charakteru kone¢nych
vlastnosti medoviny. Mezi dal$i obvyklé pfisady patii: siran amonny, fosforeCnan draselny,
chlorid hofecnaty, kyselina citronova, citrat sodny, biotin, pyridoxin, myoinositol, pantotenat
vapenaty, thiamin a pepton. Tabulka 3 ukazuje pfisady, které byly nalezeny v medovinach,

pochazejicich z riznych zemi [108,123].

Tabulka 3: Pfidavky pouzivané pfi vyrobé medovin béhem ptipravy zakvasu (podle [108]).

Zemé Prisady Délka fermentace
(dny)
Indie glukdza, kvasinkovy extrakt, pepton, siran hofecnaty, 90
dihydrogenfosfore¢nan draselny, siran zine¢naty
Portugalsko hydrogenfosfore¢nan amonny, kyselina vinna, 5-14

dihydrogenfosfore¢nan amonny, vinan sodno-draselny,
siran hofe¢naty, siran vapenaty, oxid siti¢ity, bentonit
sodny, vinan draselny, kyselina jable¢na
Slovinsko siran amonny, chlorid hofecnaty,
dihydrogenfosforecnan draselny, kyselina citronova,
citran sodny, vitamin. By, vitamin Bs, myoinositol, -
vitamin Bs, vitamin By, pepton

Slovensko bez piisad 60-90
Polsko hydrogenfosfore¢nan amonny, kyselina citronova 25-30
USA Med (38% fruktozy, 30% glukoza, 10% maltozy, a 2% 28-42

sacharosy) ziedény
vodou a ethanolem
Nigérie oxid sificity 21
Spanélsko disifi¢itan draselny, pyl -

Dalsi krok spociva v ptidavku pufru, coz je dilezité pro udrZzeni pH, v rozmezi 3,7-4,0
behem pribéhu fermentace. Tuto funkci nejlépe splituji uhlicitan vapenaty, uhli¢itan draselny,
hydrogenuhli¢itan draselny a kyselina vinna. Neékdy se muze pridat i kyselina citronova
nebo kyselina mlééna. Dale se redukuje mikrobiadlni zatéz, ktera je pfitomna v médiu,
aby se zabranilo interferenci s fermentaénim procesem. Pro dosazeni nizkého zatizeni
nezadoucimi mikroorganismy v kone¢ném produktu, je medovy zakvas pied zacatkem
kvasenim sterilizovan varem. Bylo prokdzano, ze tepelnd uprava je schopna ménit
antioxidacni kapacitu produktu zménou svého fenolického profilu [108,123,124].

V dal$ich studiich jsou uvedeny i méné agresivni techniky pro snizeni mikrobidlni

.....
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sifi¢ity, ktery inhibuje nebo eliminuje vétSinu mikroorganismt. Také pii pouziti oxidu
sifiitého Vv plynném stavu béhem procesii pasterizace a ultrafiltrace Sse prokazalo snizeni
mikrobialni zatéze. Tyto metody maji i nevyhody, které jsou spojeny s odstranénim proteina
pii denaturaci a koagulaci. Po pasterizaci se medovy zékvas naockuje piedem zvolenymi
kvasinkami. Po naockovani kvasinkami se pravidelné¢ odebira asepticky vzorek a probiha
monitorovani fermentace a ristovych parametri. Na konci se provede filtrace a centrifugace,

aby se ziskal kone¢ny produkt v podobé medoviny [108-110,114,123].

1.3.3.2 Proces fermentace a postfermenta¢ni uprava

KvaSeni a zrani medoviny je ¢asové naro¢ny proces, ktery probiha od nékolika tydnt
do n¢kolika mésict (az let), pfi¢emz kvalita vysledného produktu je velmi variabilni.
Fermentace roztoku medu se muize stat obtiznou z divodu vysoké koncentrace cukru
ze sladiny a vysledného vysokého osmotického tlaku nebo z divodu piitomnosti nékterych
inhibi¢nich latek. OvSem v Africe a Jizni Americe se produkuje i tropicky druh medu,
ktery je velmi tekuty a rychle podléhd fermentaci. Priibéh kvaSeni medovin zévisi
na né¢kolika faktorech, jako jsou optimalni pH, michani béhem procesu a dostatek
zakladnich Zivin (dostatek dostupného dusiku a odpovidajici koncentrace mineralnich
Zivin [108-110.114,119,125].

Na konci kvaseni je nutné provést tpravy podminek zrani, a to navzdory nartstu

vyrobnich nakladu. Pro tyto ucely je ¢asto pouzivan bentonit a zelatina [109,125].

1.3.4 Ovlivnéni kvality p¥i vyrobé medovin

Pokud jde o hodnoceni kvality medovin, vysoké koncentrace HMF a absence vétSiny
béznych fenolickych sloucenin, indikuji nadmérné zahtivani medu béhem vyroby. Také
je velmi pravdépodobné, ze nékteré fenolické slouceniny mohou byt pouzity jako indikatory
slozeni a kvality medovin. Detekce abnormalné vysoké koncentrace nékterych latek
jako je vanilin, nebo jejich ptitomnosti v jinych pfipadech, miize svéd¢it o Sizeni kvality medu
viz kap. 1.2.5 [114].

1.3.5 Problémy p¥i vyrobé medovin

V  pribéhu fermentaéniho procesu miZze dojit k nékolika problémim,
pficemz nejéastéjsi problém je neschopnost dosahnout pozadovaného obsahu alkoholu,
pomala fermentace a heterogenita kone¢ného produktu. V nékterych piipadech, mize

vzniknout re-fermentace kvasinkami nebo bakterialni sekundarni fermentace, coz vede
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Kk produkci kyseliny mlécné a kyseliny octové a tim ke zvyseni produkce tékavych estert,
vyvolavajicich nezadouci aroma. Mezi nejcastéjsi slouceniny, které zptsobuji nezadouci vini,
patii ethylacetat, oktanova a hexanova kyselina. Kombinace téchto slou¢enin méni senzorické
vlastnosti medoviny, konkrétné¢ aroma a chut, takze se medovina stava nepozivatelnou.
Kvasinky, které ztustanou na produktu po fermentaci v disledku neucinnych technik filtrace,
produkuji nezddouci aroma. Mezi slouceniny zpiisobujici tento zapach patii estery, kyseliny,
fenoly a sirovodik (zapach zkazenych vajec) [17,111,114,126].

Na proces vyroby medovin mé znacny vliv druh medu a piidand aditiva. Nejlepsi med
pro vyrobu medovin je tmavy, jelikoz je bohatSi na minerdly a ma vyssi pH. Svétly
med obsahuje méné minerald, coz zpusobuje interference pii fermentaci. Dalsi vyznamny
faktor ovliviiyjici vyrobu medovin je teplota. Nizka teplota kvaSeni pfispivd k dosazeni
stalosti prab¢hu kvaseni a lepsi transformaci aromatickych a chutovych vlastnosti koneéného
produktu. Pfi teploté nad 25 °C a vyssi koncentraci cukrt (glukéza a fruktdza) a dalsich zivin
je fermentace velmi rychla. V =zavislosti na podminkdch fermentace a fedéni medu
se medovina obvykle fermentuje 2 az 3 mésice. Pro Saccharomyces cerevisiae se vyssi
rychlost kvaseni ziska pfii teplotach mezi 20 a 30 °C, zatimco teplota nizsi nez 15 °C snizuje
fermentacni vykon a v dusledku toho i prodluzuje dobu fermentace. Nizsi teplota pomaha
udrzovat stabilni pribéh fermentace a zarucuje lepsi ptechod aromatickych a vonnych latek
do finalniho produktu. Je vSak dulezité poznamenat, Zze se rychlost fermentace také snizuje,

pokud je teplota vyssi nez 30 °C [108,109,127,128].

1.4 Separacni a detekéni techniky vyuzivané pro analyzu fenolickych latek
vV medu a medovinach
1.4.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny
Patii mezi jednu z prvnich separa¢nich technik a je zalozena na principu rozdélovani
analytu mezi dvé nemisitelné nebo omezené misitelné kapalné faze. I kdyz se jedna
0 historicky velice starou separa¢ni techniku, stale ma své Siroké uplatnéni pii ipraveé vzork,
kdy slouzi jako pfedseparacni a koncentracni metoda. Podstatou této techniky jsou rozdilné
fyzikaln¢é-chemické vlastnosti extrahovanych latek, zejména velikost jejich rozd€lovaciho
koeficientu. Vyhody této techniky jsou jednoduchost, odstranéni matricovych efektt
pii HPLC/MS analyzach, nenaro¢nost na provedeni a na slozitost vybaveni. Naopak mezi
nevyhody patii tvorba emulzi, vysoka spotieba organickych rozpoustédel, nepouzitelnost

pro polarni latky, Casova naro¢nost a nutnost odpafreni rozpoustédla. [129].
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1.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejrozsifenéjSich
separacnich a analytickych metod, pifi které dochazi ke vzniku rovnovaznych stavi
separovanych latek mezi stacionarni fazi a mobilni fazi. Jako mobilni faze se pouziva
kapalina a staciondrni fazi pfedstavuje sorbent, ktery je imobilizovan Vv koloné. Tato metoda
dosahuje vysoké t€innosti a rychlosti déleni latek a je vhodna pro analyzu organickych méné
tékavych latek, latek tepelné nestalych, nepolarnich az iontovych. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie ma Siroké uplatnéni v riznych oborech naptiklad biochemie, analyza potravin,

monitorovani zivotniho prostiedi a analyzy 1é¢iv. [130,131].

1.42.1 Instrumentace v HPLC

Zakladni technické vybaveni HPLC se sklada ze zasobniku mobilni faze, ddvkovaciho
zafizeni, vysokotlakého cerpadla, separacni kolony se stacionarni fazi, detektoru
a zafizeni pro zaznam a vyhodnoceni naméfenych dat (obrazek 12). Jako zasobnik mobilni
faze se pouzivaji sklenéné lahve. Jako mobilni faze v HPLC se obvykle pouZzivaji smési
polarnich a nepolarnich kapalin s riznymi aditivy. Davkovani vzorku muze byt manualni
s vyuzitim vicecestného ventilu s davkovaci smyckou nebo automatické pomoci
autosampleru. Po nadavkovani je vzorek unaSen mobilni fazi na kolonu, kde dochazi
k separaci. HPLC ¢erpadla ¢erpaji mobilni fazi do systému pod vysokym tlakem 30 — 60 MPa
a musi byt vyrobena z chemicky i mechanicky odolného materidlu (ocel, titan). Pfi Cerpani
mobilni faze se klade diraz na piesnost a reprodukovatelnost pratoku v celém rozsahu
pracovnich tlakii. Na konci chromatografického systému je detektor, ktery detekuje
separované latky vychazejici z kolony a poskytuje elektricky signal jako odezvu,
ktera je umérna zméné vlastnosti eluatu. Detektor by mél mit Sirokou linearitu odezvy,

specifitu a dostate¢nou citlivost pro dany analyt. [130,132].
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Obrazek 12: Zakladni schéma HPLC systému [131].

Chromatograficka kolona

Vysledek chromatografické separace je ovlivnén typem kolony a jeji naplni
(sorbentem), proto ma volba vhodné kolony se stacionarni fazi velky vyznam.
Chromatograficka kolona je rovna trubice nebo kapildra, kterd je rovnomérné naplnéna
nebo pokryta stacionarni fazi. Klasicka HPLC kolona, ktera je znazornéna na obrazku 13,
se sklada z kovového plasté (1), jehoz hlavni cil je udrzet uvnitf stacionarni fazi. Material
kolony musi byt chemicky inertni a odolny vici vysokym tlakim (60 MPa i vice). Vnitini
povrch plasté kolony by mél byt dostatecné hladky a byva uzavien na koncich porézni
kovovou fritou (2). Frita zabranuje uvolovani stacionarni faze (3). Kolona je pomoci

koncového Sroubeni (4,5) spojena se vstupem pro kapilaru se Sroubem (6). [129,133]

Obrazek 13: Schéma chromatografické kolony [133].
1- plast’ kolony, 2- vstupni (vystupni) frita, 3- stacionarni faze, 4, 5- koncové Sroubeni kolony,

6- kapilara se Sroubem
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Podle velikosti se déli kolony na preparativni, semipreparativni, analytické kolony
a mikrokolony. Pro analytické ucely se dnes vyuziva analytickych kolon o vnitinim priméru
2-4,6 mm a délce 10-300 mm. Chromatografick¢é kolony se dodéavaji v soucasné dobé
jako klasické kovové kolony skoncovkami nebo jako kolony typu ,cartridge®,
které se upevinuji do univerzalnich koncovek, k tomu dodavanych. Pii skladovani a transportu

jsou plnéné mobilni fazi (tabulka 4) [129,133,134].

Tabulka 4: Typy kolon a jejich uchovavani [132].

Kolona Mobilni faze

Silica hexan/acetonitril

Cs, Cis acetonitril/voda (methanol/voda)
NH, dichlormethan/methanol

CN (normalni faze) hexan

CN (reverzni faze) acetonitril/siran amonny (0,05 mol/I)
Fenyl acetonitril/voda

Dle typu matrice se kolony déli na plné porézni a povrchové porézni. Matrice slouzi
vétsinou k zakotveni vhodné stacionarni faze. Nejcastéji se jako matrice pouziva silikagel,
oxid hlinity nebo oxid titani¢ity, ale mohou byt pouzity i rdzné organické polymery.
Na matrici je chemicky navazana vlastni staciondrni faze, ktera ovlivituje vysledné vlastnosti
sorbentu. V soucasnosti je standardni velikost &astic sorbentu 1,7 — 5 um. Uginnost separace
roste se snizovanim priaméru Céstic sorbentu v koloné€, zarovenn se vSak zvySuji naroky
na jednotlivé ¢asti chromatografického systému (tlakovd odolnost, maly davkovany objem,
velikost detekéni cely,...). Snaha urychlit pfenos hmoty ve stacionarni fazi, ptispéla k rozvoji
povrchové poréznich materidld. Povrchov€ porézni cCéstice jsou tvofeny pevnym
silikagelovym jadrem (d = 1,7 pm) a tenkou vrstvou (0,5 — 0,6 um) porézniho silikagelu
na povrchu, vjehoz poérech dochazi k difuzi analytu. Jelikoz analyt nemusi difundovat
tak hluboko, zkrati se Cas jeho pobytu v kolon¢ a nastane zrychleni celé analyzy. Povrchové

porézni vrstva odpovida az 75 % celkového objemu ¢astice [129,133,135,136].

1.4.2.1.1 Detektory v HPLC

Mezi zakladni technickou cast vybaveni chromatografu patii detektor, ktery detekuje
latky eluujici z kolony. Detektory délime na selektivni, které poskytuji odezvu pro omezenou
skupinu latek a univerzalni, jejichZz odezva neni ovlivnéna typem analyzovanych latek. Mezi
nejpouzivanéjsi detektory patii fotometricky (UV, VIS), detektor s diodovym polem (DAD),

fluorimetricky, elektrochemicky, vodivostni a hmotnostni spektrometr pouzity jako detektor.
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Fotometrické detektory jsou zalozené na principu toho, ze vétSina organickych latek
absorbuje v oblasti ultrafialového zateni (UV), nékteré i ve viditelné oblasti svétla (VIS).
Detektory tohoto typu mohou pracovat s fixni vinovou délkou (velmi ¢asto 254 nm),
S moznosti vybéru nekolika vlnovych délek (filtrové) nebo jsou
opatfeny monochromatorem a funguji na principu spektrofotometru v rozsahu 190-800 nm.
Modifikaci tohoto typu detektoru je detektor s diodovym polem, ktery je schopen v jednom
okamziku zaznamenavat signal (spektrum) v celém vybraném rozsahu vinovych

délek [129,130,135].

1.4.2.2 Fazové systémy v kapalinové chromatografii

Fazové systémy v kapalinové chromatografii délime podle relativni polarity staciondrni
a mobilni faze na systémy s normdlnimi fdzemi (NP), kde je staciondrni faze polarnéjsi
nez taze mobilni a na systémy s obracenymi fazemi (RP), kde ma mobilni faze vétsi polaritu

nez faze stacionarni [129].

Chromatografie v systémech s normdlnimi fazemi

Chromatografie, Vv systémech snormalnimi fazemi (NP-HPLC), separuje latky
na zéklad¢ rozdilné sily interakce analyzovaného vzorku s polarni stacionarni fazi. Jako
stacionarni faze se pouziva anorganicky polarni adsorbent — silikagel (Al2O3, ZrO,, TiO2)
nebo chemicky vazané stacionarni faze, které jsou stiedné az silné polarni. U NP-HPLC
dochazi k separaci latek podle jejich polarity, ¢im je latka vice polarni, tim se vice zadrzuje.
Jako mobilni faze se pouziva smés nepolarniho (napf. hexan, heptan) a polarniho organického
rozpoustédla (naptf. propanol, dichlormethan). Pfi pouziti polarnéjSich mobilnich fazi
se snizuje retencni Cas analytu. Velmi polarni rozpoustédla (voda) silné interaguji
se stacionarni fazi atase deaktivuje a dochéazi ke zhorSeni reprodukovatelnosti. Naopak
pouzitim méné polarni mobilni faze se diky malé elucni sile rozpoustédla prodlouZi retencni

Casy latek [129,130].

Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi

Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (RP-HPLC) vyuZiva k separaci
disperzni interakce mezi analyzovanym vzorkem a stacionarni fazi. RP-HPLC je pouzivana
Castéji nez NP-HPLC. Lze ji vyuzit pro mensi molekuly i pro komplikovangjsi smési.

Stacionarni fze jsou nepolarni, nej€astéji na bazi chemicky modifikovaného silikagelu. Mezi
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hlavni zastupce patii oktadecylové chemicky vazané stacionarni fdze (C18), oktylové (C8)
a dalsi alkylové (C4, C30), hydrofobni polymery, pérovity grafiticky uhlik bez mikropora,
fenylalkylové a nitrilové stacionarni faze. Jako mobilni faze se pouziva smés vody a polarnich
rozpoustédel (acetonitril, metanol, isopropanol). Muze obsahovat i dal§i vhodné modifikatory.
Nepolarni latky jsou v takovém systému déle zadrzovany a maji del$i retencni ¢as oproti
polarnéjsim latkdm. Systémy RP-HPLC jsou vhodné pro separaci latek odlisnych velikosti
hydrofobnich ¢asti molekul. Retence latek se snizuje s rostouci koncentraci organické slozky

vV mobilni fazi a s rostouci polaritou stacionarni faze [129,130,137].

1.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je moderni instrumentalni technika, ktera je schopna
analyzovat organicky i anorganicky material. Slouzi k pifevedeni molekul na jednotlivé
charakteristické ionty, k rozdéleni téchto iontli podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z)
a nakonec zaznamu relativnich intenzit jednotlivych iontd. Zaznam hmotnostniho spektra
(relativnich intenzit) je charakteristicky pro danou latku a poskytuje informace o struktuie
této latky. Vyhody metody jsou vysokd citlivost, minimalni spotieba vzorku a mozZnost
pracovat s Cistymi latkami i smésmi. Mezi nevyhody patii pfedevSim destrukce vzorku
a vysoké provozni i pofizovaci néklady. Princip analyzy se zaklada na métfeni hmotnostnich

spekter [138,139].

1.4.3.1 Zakladni instrumentace v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometr (obrazek 14) se sklada ze tii zakladnich ¢asti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Iontovy zdroj pfevadi neutralni molekuly analytu
na Castice s nabojem (tzv. ionizace), konstrukce se 1i$i podle pouzité ionizacni techniky.
Hmotnostni analyzator slouzi k separaci iontii v plynné fazi za vakua podle poméru jejich
hmotnosti a ndboje m/z. Dé&leni iontfi v analyzatoru probiha za vakua 103-10! Pa, vzdy podle
typu pouzitého analyzatoru. Detektor slouzi k detekci iontd po jejich rozdéleni podle poméru
m/z ak ureni relativni intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontd. Zavadéni vzorku muize byt
pfimé nebo spojené se separacni technikou. Mezi dalsi dlleZité c¢asti hmotnostniho
spektrometru patii vakuovy systém, iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontd
a pocita¢ na ovladani a ladéni pfistroje, sbér, ukladani a zpracovani dat a porovnani spekter

s databazemi spekter [139,140].
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Obrazek 14: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru [141].

Na zékladé mnozstvi dodané energie, kterd na molekulu pfi ionizaci pisobi, rozdélujeme
ionizacni techniky na mékké a tvrdé. Neexistuje univerzalni ionizacni technika pro vSechny
latky, proto je nutné vzdy vybrat optimalni zpisob ionizace pro danou latku a ucel. Vybér je
zavisly na vlastnostech ionizované latky. Zplsob ionizace se voli podle polarity latky,
molekulové hmotnosti, tékavosti a tepelné stability (obrazek 15). U tvrdych ionizaénich
technik ionizovand molekula pfi ionizaci ziskda nadbytek vnitini energie, coz se projevi

fragmentaci molekulového iontu na men$i Casti (tzv. fragmentové ionty). Mezi tyto

100 000
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Obrazek 15: Moznosti aplikace ioniza¢nich technik, které pracuji za atmosférického tlaku v zavislosti
na polarité¢ a molekulové hmotnosti ionizovanych latek [139].
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techniky patii hlavné elektronova ionizace (EI). M&kké ioniza¢ni techniky jsou Setrnéjsi
a ionizovana molekula ziskd mnohem mensi mnozstvi energie oproti ptredchozi varianté,
proto ve spektrech pozorujeme zejména protonované a deprotonované molekuly a minimum
fragmentovych iontd. Do této skupiny fadime chemickou ionizaci (CI), ionizaci
elektrosprejem  (ESI), desorpni ionizaci elektrosprejem (DESI), fotoionizaci
za atmosférického tlaku (APPI), ionizaci laserem za ucasti matrice (MALDI) a chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Ionizac¢ni techniky se dale d€li na techniky,
které pracuji pfi tlaku snizeném (EI, CI a MALDI) a atmosférickém (ESI, APPI, APCI).
Vhodnost jednotlivych ioniza¢nich technik pro rizné typy analyzovanych latek je zndzornéna
na obrazku 15 [139,140].

Mezi zékladni parametry hmotnostnich analyzatorii patii rozliSovaci schopnost,
spravnost urCeni m/z, hmotnostni rozsah, dynamicky rozsah a rychlost. Hmotnostni
analyzatory rozliSujeme podle zplsobu déleni iontd na skenujici, pruletové, iontové pasti
a analyzatory pohyblivosti iontd.

Skenujici analyzatory postupné méni skenovanou veli€inu a propousti ionty o urcité m/z
k detektoru. Mezi hlavni zastupce patii kvadrupdlovy analyzétor (Q), ktery se sklada ze ctyt
stejnych ty¢i kruhového prufezu o délce 20-30 cm. Vyuziva se dvou slozek elektrického pole,
a to stejnosmérné a stiidavé. Na dvé protilehlé tyce je vlozeno kladné stejnosmérné napéti,
na zbyvajici dvé zdporné stejnosmérné napéti a na vSechny tyce vysokofrekvenéni stfidavé
napé¢ti. lonty jsou pfivadény ziontového zdroje do stfedu osy kvadrupolu, kde zacinaji
oscilovat. Oscilace jsou stabilni pouze pro ion surcitou hodnotou m/z, ktery projde
pres analyzator na detektor podle poméru stejnosmérné a sttidavé slozky. VSechny ostatni
ionty jsou zachyceny na ty€ich kvadrup6lu. Vyhody tohoto analyzatoru spocivaji
v jednoduchosti a nizké cené.

Priletové analyzatory méfi cas iontl potiebny pro piekonani urcité vzdalenosti.
Hlavnim zéastupcem je analyzator doby letu (TOF), kde jsou ionty urychleny napétovym
pulsem do letové trubice a dochazi zde k jejich separaci na zakladé rozdilné doby letu
k detektoru. lonty s mensi hmotnosti se pohybuji rychleji a dostanou se diive na detektor.
Me¢teni spekter probihd velmi rychle. Hlavni vyhodou je teoreticky neomezeny hmotnostni
rozsah.

Iontové pasti zadrzuji ionty pomoci napéti na elektrodach a nésledné je analyzuji. Mezi
hlavni zastupce patii prostorova iontova past, kterd je tvofena prstencovou elektrodou
a dvéma koncovymi elektrodami, na které je vloZeno napéti. Ionty jsou kratkym napétovym

pulzem ptivedeny do pasti a vhodnymi poméry napéti, vloZeného na kruhovou a dvé koncové
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elektrody, jsou ionty zadrzeny uvniti pasti. Postupnou zménou napéti jsou ionty vypuzovany
na detektor podle jejich hodnoty m/z. Mezi vyhody tohoto analyzatoru patii niz$i cena
a moznost ziskani vicenasobnych spekter (MS"). Vedle prostorové iontové pasti se pouziva
i tzv. linearni iontova past (IT).

Posledni skupinu tvofi analyzatory, Z nichz nékteré ptedstavuji kombinaci analyzatoru
a detektoru soucasn€. Hlavnimi zastupci jsou orbitralni past (Orbitrap) nebo iontova
cyklotronova rezonance (ICR). Iontova cyklotronova rezonance a orbitrap vyuzivaji K analyze
ziskanych spekter Fourierovu transformaci.

Detektory rozdélujeme do dvou zdkladnich skupin na detektory, které zaznamenaji
vSechny ionty bez ohledu na pomér m/z a detektory, které zaznamenaji i ionty ve vztahu
k velikosti m/z. Princip prvni skupiny je zalozen na méfeni elektrického proudu,
ktery vznikne pii srazce s elektrodou a ktery je zesilen pomoci soustavy dynod. Hlavnimi
zastupci jsou elektronovy nasobi¢, fotondsobi¢ a Faradayova klec. Nejbézngj$im je
elektronovy nasobic, u kterého ionty dopadaji na povrch elektrody, ze které vyrazi elektrony
a ty jsou zesileny opakovanymi kolizemi ¢i systémem dynod. U fotondsobic¢e ionty dopadaji
na konverzni dynodu, nasledné se uvolni elektrony, které dopadem na fosforovou desticku
uvolni fotony, jez se zesili ve fotonasobi¢i. Ve Faradayové kleci dopadajici ionty narazeji
na povrch dynody, kterd emituje elektrony a indukuje se zde proud, ktery je nasledné zesilen
a zaznamendn. Mezi detektory, které zaznamendavaji ionty i ve vztahu k velikosti m/z, patii
orbitrap a ICR. lonty se detekuji jako proudovy obraz veskerych iontd s odlisnymi hodnotami
m/z, pomoci indukce proudu, kterda vznika v dusledku pohybu iontd v hmotnostnim

analyzatoru [139,140,142].

1.4.4 Spojeni hmotnostni spektrometrie a vysokoucinné kapalinové chromatografie
Vyhodou vyuZziti spojeni hmotnostni spektrometrie a vysokouinné kapalinové
u kterych je tfeba analyzovat minoritni slozky vedle majoritnich. Vyuziva se vyhod z obou
technik. U HPLC vysoké schopnosti a G¢innosti separace a MS ma funkci velmi citlivého
detektoru. Diky témto vyhodam je docileno moznosti analyzovat netékavé, velmi polarni
a termicky nestabilni latky. Problém pifi pfimém spojeni HPLC/MS je vysoky rozdil tlakt
mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim analyzatorem. Zpusob ionizace se voli podle typu
analyzovaného vzorku. NejpouZivanéj§imi ionizacnimi technikami jsou ESI, APCI a APPL
Technicky je toto spojeni daleko néaro¢néjs§i neZz spojeni plynové chromatografie

a hmotnostniho spektrometru (GC/MS), jelikoz je nutno odstranit kapalnou mobilni fazi
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pted vstupem do vakuové casti piistroje. Toto bylo uspésné vyieSeno pouzitim ionizacnich
technik za atmosférického tlaku, jelikoz se zde mobilni faze pfimo ucastni ionizace.
Po zavedeni téchto technik se stalo spojeni HPLC/MS rutinni. Vysledek analyzy je zaznam
intenzity vybranych m/z v Case.

Vysledkem jedné HPLC/MS analyzy muze byt chromatogram celkového iontového
proudu (TIC), rekonstruovany iontovy chromatogram (RIC) nebo MS spektra pika [131].

Kapalinovy chromatograf uv 2 HPLC-UV

] — detektor systém
Pumpa '@ko@—’ Kolona

Hmotnostni spektrometr

Y

lont. | Analyza-
zdroj |[Eeron

(ESI, APCI) (Q, IT,TOF)

v

»| Detektor

Obrazek 16: Schéma spojeni HPLC/MS [139].

1.5 Stanoveni fenolickych latek v medu respektive v medovinach pomoci
chromatografickych a elektromigra¢nich metod

Zakladem pro stanoveni jednotlivych fenolickych sloucenin je jejich izolace (extrakce)
z matrice vzorku, separace, identifikace a kvantifikace [37,38].

Vzhledem k nizké koncentraci latek, které jsou stanovovany, je nezbytné pted vlastni
instrumentalni analyzou medu vzorek obohatit a pfecistit. Béhem tohoto kroku, ktery je
Casové narocny, muize dojit ke ztrat€¢ né&kterych stopovych analyti. Obecné plati,
Ze pro analyzu fenolickych kyselin a flavonolt v medu, musi byt odstranény cukry [37,143].
Nejpouzivangj$i obohacovaci metodou Vvtomto piipadé je extrakce v systému
kapalina-kapalina, kde se jako rozpoustédlo obvykle pouziva ethylacetat, ethanol [37]
nebo diethyl ether [144]. Tato metoda je obvykle zamétena na izolaci aglykonu [37]. Dalsi
metoda, ktera se pouziva pro stanoveni fenolickych latek je extrakce tuhou fazi (SPE), mezi
jejiz vyhody patii univerzalnost, rychlost separace, nizka spotieba reakcnich ¢inidel, nizka
cena, vysoky obohacovaci faktor, jednoduchost a vysoka ucinnost. SPE ma dulezitou roli
v predbézné upraveé vzorku medu a medoviny [37,145,146]. Pii této metodé se pouzivaji

extrakéni  patronky  (kolonky) s polystyrénovymi, neiontovymi  sorbenty typu
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Amberlite XAD [38] nebo Bond Elut C18 [146], ¢i silné kyselymi ionexovymi pryskyficemi,
jako je naptiklad Dowex SOWXS8 [146]. Vzorek se smisi s péti dily vody, okyseli se kyselinou
chlorovodikovou na pH 2, Zzfiltruje se pfes vatu, aby doslo k odstranéni pevnych ¢astic
a nasledn¢ se aplikuje do patronky se sorbentem, kde dojde k oddéleni analytu od matrice.
Fenolické slouceniny zlstanou na kolonce, zatimco cukry a jiné polarni slouc¢eniny se eluuji
s vodnym rozpoustédlem, coz vede k zachytu flavonoida z vice nez 95 %. Kolona se promyje
okyselenou vodou (pH 2, s kyselinou chlorovodikovou) a nasledné destilovanou vodou. Cela
fenolicka frakce se potom eluuje methanolem a vysusi se za snizeného tlaku pfi teploté
40 "C[38]. Mezi dalsi metody extrakce flavonoidi patii mikrovinné extrakce (MAE)
a ultrazvukova extrakce (UE). Vyhody jsou sniZzeni doby extrakce a zvySeni vytézk.
Nevyhoda MAE je nizka selektivita a u UE pokles obsahu extrahovanych slozek v disledku
rozkladnych procest [37,147]. Pro izolaci polyfenolickych kyselin a flavonoidi jsou vhodné
také extrakéni metody, jako je superkriticka fluidni extrakce (SFE), ¢i techniky zrychlené
extrakce rozpoustédlem (PLE) [37].

Pro analyzu fenolickych latek se obvykle pouziva vysoce ucinna kapalinova
chromatografie v systémech s obracenymi fazemi s kolonami typu C18, resp, C8 [37,38,148].
Vedle téchto RP-HPLC separacnich systémi mohou byt k separaci pouzity i kolony plnéné
Sephadexem, neupravenym silikagelem ¢i polyamidem [15]. Vyhodou je mozZnost pouziti
monolitickych kolon, jejichz hlavnimi pfednostmi jsou vynikajici hydrodynamické vlastnosti,
které umoziuji zvysit prutok mobilni faze [37]. Ukazkou pouzivanych kolon jsou
napi. Ascentis C18 (Supelco) [146], Gemini C18 (Phenomenex) [120], C18 Sunfire TM
(Waters) [101], LiChroCART RP-18 (Merck) [148,149], Shimadzu LC-18 (Shimadzu)
a mnoho dalsich.

Nejcastéji se vyuziva gradientové eluce [15,37,38,120,146] s nékolika druhy mobilnich
fazi, ale vzdy se jedna o0 binarni systémy [15,37,146], které obsahuji vodnou slozku a méné
polarni organické rozpoustédlo (naptiklad acetonitril nebo methanol). Do vodné faze jsou
obvykle ptidavany kyseliny (naptiklad kyselina mravenci, octova nebo fosfore¢na) za tcelem
snizeni hodnoty pH mobilni faze, coz je nutné pro separaci fenolickych kyselin [37,38]. Jako
vodna slozka mobilni faze mohou byt pouzity napi. 2 mM Kyselina mravenci o pH 2,7 [146],
5 mM octan amonny o pH 3 (nastaveno pomoci HCOOH) [120] nebo 5% kyselina mravenc¢i
[101,148-150] a organickou slozkou mobilni faze je téméf vzdy 100% metanol
[101,132,148-150], ale muzeme zvolit i sm& 5 mM octanu amonného s ACN (1:2)
o0pH 3 (nastaveno pomoci HCOOH) [120]. Teplota kolony muze byt 25 °C [146]
nebo35 °C [120,148,149] a prutok se podle typu kolony obvykle voli
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1 ml/min [101,146,148-150]. Detek¢énim systémem je nejCastéji detektor s diodovym
polem [143] svinovymi délkami detekce 254 nm [146,150], 290 nm [38,101,148-150],
320 nm [151], 340 nm [38,101,148], 370 nm [101], nebo detekce fluorescenéni [37].

Plynova chromatografie byla pouzita pro analyzu flavonoidu jiz na pocatku roku 1960.
Derivatizované flavonoidy se oddé€li pomoci silikonové polymerni kolony SE-30 s tepelné
vodivostni detekci. Frakce byly sbirany pro oblast infracerveného zatfeni (IR) a ultrafialovou
a viditelnou (UV-VIS) oblast ve spektroskopii. Od zavedeni kapalinové chromatografie (LC),
se analyza flavonoidi pomoci plynové chromatografie (GC) moc nepouziva. Metody na bazi
GC maji vysokou rozliSovaci schopnost a nizké meze detekce, ale jsou pracné vzhledem
k tomu, zeje nutné provést derivatizaci z divodu, ze vétSina sloucenin se nevyskytuje
v t€kavé formé. K derivatizaci se pouzivaji se zejména methylované formy nebo trimethylsilyl
derivaty. Flavonoidy vSak obsahuji vice nez jednu hydroxylovou skupinu, proto mohou
derivatiza¢ni reakce poskytovat nékolik derivati, s ¢imz souvisi nasledna obtizna
kvantifikace. Pti prub&hu derivatizace pro GC dojde nejprve k hydrolyze flavonoidi
anasledné k jejich ptevedeni na trimethylsilyl (TMS) derivaty (nejcastéj$imi derivatizaénimi
¢inidly jsou N-(terc-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid (TBDMS) a N,O-bis-
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA), které se zavedou na nepolarni DB-5 nebo DB-1
kolonu, a to bud’ v rezimu split, nebo splitless. Separace probiha pomoci linearniho teplotniho
programu 30-90 min (nejvyse 300 °C) s EI-MS detekci. Publikace o GC analyze flavonoida
se zamé&fuji na antioxidacni aktivitu flavonoidd, metabolismus a taxonomii v oblasti biologie
a potravinarstvi [15,37].

Kapilarni elektroforéza (CE) se stala dobrou alternativou nebo také doplitkem
chromatografickych separaci. Kapildrni elektroforéza byla pouZivana jako alternativni
technika HPLC pro analyzu fenolickych slouc¢enin v medu. Pouziti detekéni metody CE
S pfipojenim na MS kombinuje vysokou rychlost a efektivitu CE se selektivitou a citlivosti
MS. Navzdory vyhodam CE existuje malo publikaci zabyvajicich se stanovenim polyfenoli
v medu pomoci CE. U kapilarni zénové elektroforézy (CZE) se pouzivaji elektrolyty na bazi
boritanu a u micelarni elektrokineticka chromatografie (MECK) elektrolyty na boritanové
bazi s dodecylsulfatem sodnym (SDS) jako micelarnim cinidlem. MECK metody jsou
pouzivany hlavné pro studium flavonoidi v medu a CZE analyzuje celé polyfenolické frakce
medu. Tato metoda poskytuje selektivné-strukturni informace o analytech v matricich.
Ve srovnani s chromatografickymi metodami je tato metoda dobrou alternativou
pro simultanni analyzu fenolovych slozek v medu. Vyhody této metody jsou spojeni vysoké

rychlosti a rozliSeni, jednoduchosti a nizkych provoznich naklada [38].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni
Latky s antioxida¢ni aktivitou byly analyzovany na kapalinovém chromatografu
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham USA).
Kapalinovy chromatograf obsahoval:
e 2 cerpadla mobilni faze LC-20AD (Shimadzu, Kyoto, Japonsko; vysokotlaky
gradient)
e sméSovac mobilni faze (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
e autosampler SIL-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
e termostastat kolon LCO 102 single (Ecom, Praha)

Fenolické latky byly separovany na koloné Ascentis Express C 18 (délka 150 mm, primér
3,0 mm, zrnitost 2,7 um, Supelco, Belfonte, USA).

Pro piipravu vzorkt i standardi byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem
Biohit-Proline (Biohit, Finsko) a digitalni vahy Sartorius ED 224 S-OCE (Sartalex, Usti nad
Labem). Extrakce vzorku byly provedeny na tfepacce REAX 2 (Heidolph, Némecko).
Pro urychleni sedimentace byla pouzita centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko). Vzorky
byly odpafovany na susici vané (Miulab, Cina) s ptivodem dusiku. Pie¢isténi bylo provedeno
pomoci stiikackovych polytetrafluorethylenovych (PTFE) filtrd o velikosti pora
0,45 pm (Labicom, Ceska republika).

2.2 Pouzité chemikalie
2.2.1 Chemikalie

Na ptipravu vzorkd, standardii a mobilnich fazi byl pouzil HPLC/MS acetonitril (Sigma
Aldrich, USA) a redestilovana voda, ktera byla pfipravena pomoci zafizeni Mili-Q
(Merck, Némecko). Jako pridavek do mobilni faze byla pouzita kyselina mravenéi (Sigma
Aldrich, USA). Dalé¢ byly pouzity chemikalie: diethylether a ethylacetat (Lach-ner,
Neratovice), 35% kyselina chlorovodikova (J.T.Baker, Nizozemsko) a methanol (Sigma
Aldrich, USA)
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2.2.2

Vzorky

Pouzité vzorky medovin jsou uvedené v tabulce 5.

Tabulka 5: Vzorky medovin.

Cislo Nazev medoviny Vyrobce Obj %
vzorku alkoholu
1. Staroslovenska medovina V¢ela PRO, Jan Loffelmann 13,0
2. Medovina ,,Medvédi objeti Medovinka s.r.o., Hlinsko 13,0

3. Staroc¢eska medovina véelarstvi Slama, Havlickav Brod -
4 Ptribyslavska medovina, M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji -
medovicova
5. Ptibyslavskd medovina, M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji -
slune¢nicova
6. Ptibyslavsk4 medovina, M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji -
lipa
7. Medovina (z plastu) Ing. Petr Kudla¢ — APIMED -
Dolna Krup4, Slovensko
8. Medové vino z Ceského lesa J. Lstibirek, Domazlice 11,5
S jable¢nou pfichuti (cyser)
9. BIO medovina véelarstvi Slama, Havlickav Brod 13,0
10. Originalni medovina E. Bachor, Pardubice -
z kunétickych strani
11. Tmava staroslovanska medovina Ing. Petr Kudla¢c — APIMED 13,5
Z lesniho medu Dolna Krupa, Slovensko
12. Medové vino z Ceského lesa, J. Lstiburek, Domazlice 13,5
archivni
13. Keltska medovina Sznapka, Hluc¢in 11,6
14. Domaci jemna medovina Vinatstvi UHER Josef -
15. Medové vino z Ceského lesa J. Lstiburek, Domazlice 14,0
S rybizovou prichuti
16. Medovina z Vyso¢iny vcelafstvi Slama, Havli¢kav Brod 13,0
17. Vcelovina Veelco s.r.0., Smolenice, Slovensko 3,0
18. Kiivoklatské medovina Jan Halada, CESKA VCELA s.r.0, 18,0
Rakovnik
19. Medové Velkomoravské NATUREL s.r.o. ve spolupraci s Ing. 11,3
Markem Sznapkou, Tiebechovice
pod Orebem
20. Medovina lipa M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji -
21. Medovina jarni M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji 12,5
22. Medovina lu¢ni M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji -
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2.2.3 Standardy

Pro identifikaci latek a ptipravu kalibraénich roztokii byly pouzity standardy
jednotlivych fenolickych latek (Tabulka 6). Jejich struktury jsou uvedeny na obrazku P1.
VSechny standardy pochazely od firmy Sigma-Aldrich (USA).

Tabulka 6: Standardy fenolickych latek.

Derivaty kyseliny benzoové galova kyselina

gentisova kyselina

vanilova kyselina
3,4-dihydroxybenzoova kyselina
4-hydroxybenzoova kyselina
syringova kyselina

salicylova kyselina

Derivaty kyseliny skoFicové ferulova kyselina
kavova kyselina
p-kumarova kyselina
m-kumarova kyselina
isoferulova kyselina

Flavonoidy apigenin
epikatechin
katechin
myricetin
kvercetin
taxifolin
luteolin

Glykosidické estery chlorogenova kyselina

Glykosidy flavonoidu rutin

Fenolické aldehydy vanilin
3,4-dihydroxybenzaldehyd

2.3 Pracovni postup
2.3.1 Priprava standardi

Standardy jednotlivych latek byly navazeny a rozpustény v methanolu tak, aby jejich
koncentrace bylalg/l. Tyto roztoky byly nasledné¢ nafedény na tfi koncentracni
urovné: 50 pg/ml (3,4-dihydroxybenzaldehyd (3,4-DHBA), 4-HBA, kyselina chlrogenova,
kyselina syringova, rutin, kyselina kdvova, kyselina ferulova, taxifolin, epikatechin), 10 pg/ml
(kyselina galova, 3,4-DHB, vanilin, kyselina vanilova, myricetin, katechin, Kkyselina
isoferulovd, kyselina p-kumarova, kyselina m-kumarové kyselina salicylovd, kvercetin,

luteolin, apigenin) a 0,5 pg/ml pro kyselinu gentisovou spole¢né do 10ml odmérné banky.
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Z tohoto roztoku byla potom pfipravena desetibodova kalibraéni fada odpipetovanim
0,002 — 1 ml do 10ml odmémé banky a doplnénim methanolem po rysku ve tfech
kalibra¢nich hladinach 0,01 — 5 pg/ml pro prvni skupinu, resp. 0,002 — 1 pg/ml pro druhou

skupinu a 0,1 ng/ml — 50 ng/ml pro kyselinu gentisovou.

2.3.2 Priprava vzorki

Pro pfimou analyzu medovin byly vzorky jednotlivych medovin nafedény 10 x smési
slozek A a B mobilni faze v poméru 80:20 a piefiltrovany pies stiikatkovy PTFE filtr
0 velikosti port 0,45 pm.

Pii analyze extrakti medovin byly vzorky zakoncentrovany extrakci z kapaliny
do kapaliny (LLE) snaslednym odpatenim extrakéniho rozpoustédla do sucha. Bylo
smichano 10 ml vzorku medoviny s 15 ml diethyletheru a 15 ml ethylacetdtu. Smés byla
okyselena 150 ul 35% kyseliny chlorovodikové a byla tfepana 20 min. Pro urychleni
sedimentace byla smés centrifugovana po dobu 10 min. Vrchni organicka vrstva byla
pfevedena do plastové konické zkumavky, extrakéni rozpoustédlo bylo odpafeno do sucha
a odparek byl nasledné rozpustén v 2 ml 20% acetonitrilu ve vod¢. Na zavér byla celda smés
zfiltrovana pomoci stiikackovych PTFE filtra o velikosti port 0,45 um a K vlastni analyze

fedéna 10 % nebo 50 x smési slozek A a B mobilni faze v poméru 80:20.

2.3.3 Podminky méfeni

Separace probihala na kolon& Ascentis Express C18 o délce 150 mm, priméru 3,0 mm
a zrnitosti 2,7 pm. Pro separaci byla zvolena teplota 30°C. Mobilni faze byly slozeny
z redestilované vody okyselené 0,3% kyselinou mravenc¢i (A) a acetonitrilu (B). Pratok
mobilni faze byl 0,6 ml/min a davkované mnozstvi vzorku bylo zvoleno 2 ul. Pouzity gradient

je znazornén Vv tabulce 7.

Tabulka 7: Gradient.

Cas [min] Koncentrace acetonitrilu [%0]
0 10
01 23
3 24
4 50
5 60
6 10
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Optimalizace monitorovani specifickych ptrechodd (MRM) byla provedena pomoci
ptimé inflize smési standardii fenolickych latek do hmotnostniho spektrometru. Byly snimany
zaporné ionty po ionizaci elektrosprejem (ESI-). Pro optimalizaci byly vyuzity fenolické latky

viz tabulka 6.

Hmotnostni spektrometr pfi pfimé infuzi pracoval za nasledujicich podminek:
Pratok 5 — 10 pl/min, ESI-, curtain gas 10, collision gas — medium, ion spray
voltage -4500 V, ion source gas 1 — 20, ion soiurce gas 2 — 0, entrance potential -10,

declustering potential — v zavislosti na slou¢eniné (-60 V az -190 V).

Podminky pro HPLC/MS:
Pratok 0,6 ml/min, ESI-, curtain gas 20, collision gas — medium, teplota 400 °C,
ion spray voltage -4500 V, ion source gas 1 — 40, ion source gas 2 — 50, entrance
potential -10, parametry — declustering potential (DP), MRM ptechody, kolizni energie

(CE) a vystupni potencial kolizni cely (CXP) jsou uvedeny v tabulce 8 v diskuzni ¢asti.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Optimalizace HPLC/MS

Nejprve byla provedena optimalizace separace dvaceti tii fenolickych latek s cilem
dosahnout maximalni rychlosti separace a minimalni koeluce. Pro zvySeni Gi€innosti separace
byla pouzita kolona plnéna povrchové poréznimi ¢asticemi. Byla optimalizovana koncentrace
kyseliny mraven¢i v mobilni fazi, pocatecni koncentrace acetonitrilu a strmost gradientu.
Pocatecni koncentrace acetonitrilu byla nastavena tak, aby nejméné zadrzovéa kyselina galova
eluovala pfiblizn¢ minutu za mrtvym objemem kolony. Tento ¢as byl potiebny pro odstranéni
polarnich latek z matrice, které by ovliviiovaly MS analyzu. Z divodu velkého zpozdéni
gradientu u pouzitého systému byla volena skokovd zména koncentrace mobilni faze
pro urychleni eluce latek separujicich se po kyseliné galové. Nasledovala optimalizace
strmosti gradientu s cilem oddélit latky se stejnou molarni hmotnosti ¢i stejnymi MRM
ptechody, tedy takové, jez nelze rozli§it pomoci hmotnostni spektrometrie. Zejména
se jednalo o isomery kyseliny ferulové, které se strukturné velmi podobaji a ¢asto dochazi
k jejich koeluci. Optimalni eluce studovanych fenolickych latek bylo dosazeno s vyuzitim
gradientové eluce s pribéhem gradientu, ktera je uvedena v tabulce 7 v experimentalni ¢asti.
Separace vSech latek byla uskute¢néna do 6 minut. Retencni Casy jednotlivych fenolickych

latek jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Optimalizované parametry pro MS analyzu.

Q1 — m/z izolované na prvnim kvadrupolu, Q3 — m/z sledované na tietim kvadrupolu.
DP —deklasteracni potencial, CE — kolizni energie, CXP — vystupni potencial kolizni cely
Latka znateni Cas Q1 Q3 DP CE CXP
min m/z m/z \% \% \%
Galova kyselina 1 1,56 168,70 124,90 -80 -20 -9
Gentisova kyselina 2 2,19 152,80 107,90 -50 -30 -9
3,4-dihydroxybenzoova 3 2,19 152,90 108,97 -70 -22 -9
kyselina
Chlorogenova kyselina 4 2,43 352,80 190,80 -60 -30 -9
Epikatechin 5 2,53 288,85 244,91 -95 -22 -7
Katechin 6 2,53 288,80 24490  -110 -24 -9
3,4-dihydroxybenzaldehyd 7 2,71 136,80 107,90 -90 -30 -9
4-hydroxybenzoova kyselina 8 2,76 136,85 92,90 -5 -24 -7
Kavova kyselina 9 292 178,80 134,90 -80 -22 -9
Vanilova kyselina 10 2,98 166,90 107,90 -60 -30 -9
Syringova kyselina 11 3,00 196,90 122,90 -75 -32 -8
Rutin 12 3,63 608,80 299,80 -130  -50 -5
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Latka znaeni Cas Q1 Q3 DP CE CXP

min m/z m/z V V V
p-kumarova kyselina 13 3,88 162,80 118,91 -65 -24 -9
Vanilin 14 4,03 150,90 136,00 -55 -20 -8
Ferulova kyselina (isomery) 15 434 192,80 133,90 -75 -24 -9
Taxifolin 16 4,63 302,80 284,90 -80 -18 -9
m,o-kumarova kyselina 17,18 4,82 162,81 118,90 -65 -24 -9
Myricetin 19 5,32 316,80 150,80 -100 -34 -7
Salicylova kyselina 20 569 136,80 92,90 -35 -24 -9
Luteolin 21 572 284,70 13290 -160  -40 -6
Kvercetin 22 5,76 300,80 150,70  -100 -32 -11
Apigenin 23 6,00 268,80 116,90 -90 -40 -6

Optimalizace detekce po separaci vybranych fenolickych latek byla provedena
S vyuzitim hmotnostniho spektrometru Q-TRAP. Byla vybrana metoda monitorovani MRM
prechodil, pfikteré je dosazeno vysoké citlivosti detekce a zaroven i vysoké selektivity.
Nejprve byly optimalizovany jednotlivé parametry, jako je deklasteracni potencial (DP),
kolizni energie (CE) a vystupni potencial kolizni cely (CXP). Pii spravné volbé téchto
parametr je dosaZzeno vysoké citlivosti a velmi nizkych limiti detekce sledovanych latek.
Pro kazdou latku byl optimalizovan a vybran jeden MRM piechod. Optimalizované parametry
pro kvantitativni ucely jsou uvedeny v tabulce 8.

Na obrazku 17 je zobrazena optimalizovana separace latek. Optimalizace prubéhu
gradientu vyzadovala pomérné velkou ¢asovou naro¢nost, jelikoz ¢asto dochazelo ke koeluci
vysokého poctu latek. Tento jev necini problémy s detekci pomoci MS, pokud se nejedné
0 detekci isomert nebo latek o stejné molekulové hmotnosti, jelikoz Casto tyto latky vykazuji
stejné MRM piechody. Proto byla naSe optimalizace zamé&fena hlavné na rozdéleni
Ctyt isomera kyseliny ferulové, které jsou znazornény v horni ¢asti obrazku 17. Kyselina
ferulova, vzhledem ke své struktufe, se mize vyskytovat v Cis- a trans-form¢. Navic se mtize
jesté dale lisit absolutni konfiguraci skupin navazanych na dvojnou vazbu. Proto jsou
I na zaznamu celkem Ctyfi piky piislusejici cis-, resp. trans-form¢, vzdy v paru podle absolutni

konfigurace.

3.2 Kuvantifikace fenolickych latek
Kvantitativni stanoveni bylo provedeno pomoci metody kalibra¢ni kiivky. Koncentra¢ni
rozsahy jednotlivych analyzovanych latek byly rozdéleny na tfi trovné tak, aby nebyl

piekrocen limeéarni rozsah odezvy hmotnostniho detektoru. Jednotlivé kalibracni roztoky byly

54



14a
9 | 20
3.0e6 ‘
2.2e6 ‘
= 6 |
w
g ‘ 15b
= | 1sa
[y
2 Lde6 ¢ [l ]| Jusb
2-% | 74‘.77' |'._ _4," W ‘,.”74 -
! “ 23
8,0e5 ” 10 18.19 ||21
6 1 {
‘| ul 14 | 16, '22
\ I1Hh2-3 -‘ | \
|| 1 BE
L Wi UL+ LA A .
00 05 1.0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 7.5 80
¢as, min

Obrazek 17: Optimalizovana separace latek.

(1-galova kyselina, 2—gentisova kyselina, 3-3,4-DHB, 4-chlorogenova kyselina, 5—epikatechin,
6—katechin, 7-dihydroxybenzaldehyd, 8-4-HBA, 9-kavova kyselina, 10-vanilova Kkyselina,
11-syringova kyselina, 12—-rutin, 13—p-kumarova kyselina, 14—vanilin, 15-isomery kyseliny ferulové
(15a-trans-, 15-iso-forma), 16-taxifolin, 17-m-kumarova, 18-0-kumarova kyselina, 19-myricetin,
20-salicylova kyselina, 21-luteolin, 22—kvercetin, 23—apigenin)

Kolona: Ascentis C18 délka 150 mm, primér 3,0 mm a zrnitosti 2,7 pum, mobilni faze:
viz experimentalni ¢ast, pratok: 0,6 ml/min, teplota: 30 °C, davkovani 2 pl, detekce: MS,
MRM ptechody viz tab. 8.

zméteny celkem dvakrat na deseti koncentra¢nich hladinach. Vysledky kalibraénich méfeni
jsou uvedeny vtabulce P1 v ptiloze. Regresni diagnostika byla provedena v programu
QC Expert 3.3 (TriloByte, CR). Nejprve byla provedena kritika dat a nasledn& bylo vyuzito
grafickych diagnostik (Pregibontiv graf, Wiliamsiv graf, L-R graf, Jacknife rezidua
a McCulloh-Meteriiv) na odhaleni a odstranéni vlivnych bodd. Na zavér byla uskutecnéna
kritika metody a modelu na hladin€ vyznamnosti 95 %. Na zdklad¢ téchto testl nebyly
ve vétsiné piipadi do vypoctu regresni zavislosti zahrnuty body odpovidajici nejnizsi
a nejvyssi koncentraci. Vyznamnost regresnich parametri byla testovana pomoci Studentova
t-testu.

Regresni parametry linearni zavislosti ploch pod pikem na koncentraci latek vyjadiené
v ng/ml (Gsek a smérnice) jsou uvedeny spolu s vypoctenymi smérodatnymi odchylkami

vtabulce 9. Déile je zde uveden koeficient determinace (R?), mez detekce (LOD)
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a stanovitelnosti (LOQ), které byly stanoveny jako trojnadsobek (LOD) a desetindsobek (LOQ)
odstupu signalu od Sumu. Ve vétsiné piipadd je limit kvantifikace v oblasti mezi prvnim
kalibracniho standardu z vypoctu kalibracni zavislosti 1ze konstatovat, ze vyuzitelny rozsah
kalibrace se nachazi nad limitem kvantifikace. Dva vzorky medovin (¢islo 10 a 20) byly
analyzovany 8 x a relativni smérodatna odchylka u opakovaného stanoveni byla u obou

vzorkd mensi nez 1 %.

Tabulka 9: Regresni parametry, meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé fenolické latky.

Latka LOD LOQ Smérnice Usek R?
[ng/ml] [ng/mi]

Galova kyselina 0,714 5,714 759900 =+ 8000 -17933 £ 2166 0,9984
Katechin 2,800 9,333 102700 + 1300 -221 £ 338 * 0,9973
3,4-DHB 0,387 1,290 1720194 + 11469 -3207 £ 2613 * 0,9994
Chlorogenova 2,000 6,666 381307 + 6313 -6644 + 6366 * 0,9962
kyselina

4-HBA 11,90 39,69 809862 + 15947 47548 £ 16081 * 0,9946
Gentisova kyselina 0,517 1,709 2517 + 54 -1946 + 551 0,9934
Vanilova kyselina 2,589 8,630 6130+ 53 392+ 11 0,9996
Kavova kyselina 4,489 14,96 2746567 + 37176 93369 +47001* 0,9971
Epikatechin 14,28 47,61 128922 + 1491 -6166 + 1863 0,9980
Syringova Kkyselina 194,4 648,1 6913 + 153 -17+ 154 * 0,9931
Vanilin 7,352 24,48 86663 + 448 32+120* 0,9996
p-kumarova kyselina 2,719 9,065 2303309 + 45292 -17058 £ 9134 * 0,9946
m-kumarova Kkyselina 5,014 16,71 1175366 + 23825 -7317 + 4805 * 0,9943
Taxifolin 10,25 34,19 386374+ 1103 3192 + 1257 0,9989
Ferulova 11,83 39,44 81561 + 1120 -2287 £ 1129 * 0,9974
Isoferulova kyselina 3,120 10,40 70167 £ 615 -359 + 165 * 0,9989
Rutin 4,569 15,22 260652 + 4370 -8805 £ 4406 * 0,9961
Myricetin 9,454 31,51 5725+ 221 34+12 0,9911
Kvercetin 0,686 2,286 1809675 + 27181 -135794 + 5478 0,9986
Apigenin 0,124 0,412 2240123 + 32223 13566 + 2711 0,9983
Salicylova kyselina 0,469 1,563 10726112 + 143053 -42619 + 36171 * 0,9972
3,4-DHBA 3,031 10,10 239644 + 3195 16789 + 4039 * 0,9972
Luteolin 0,960 3,200 332701 £ 3741 946 + 2605 0,9980

*absolutni ¢len je nevyznamny, pravdépodobnost je vétsi nez 0,05

3.3 Kvantifikace fenolickych latek ve vzorcich medovin

VSech 22 vzorkli medovin od riznych dodavateli bylo analyzovdno postupem
uvedenym v experimentalni Casti. Podle charakteristickyjch MRM ptechodi jednotlivych
fenolickych latek byly tyto latky identifikovany v jednotlivych vzorcich a v pfipadé
pozitivniho nélezu kvantifikovany s vyuzitim diive zmétfenych kalibra¢nich zavislosti

jednotlivych latek ve vzorcich a extraktech z nich pfipravenych. Postup ptipravy jednotlivych
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extraktli je uveden v experimentalni casti. VSechny vzorky a extrakty byly proméfeny
optimalizovanou HPLC/MS metodikou. Obsah fenolickych latek ve vzorcich zjistény piimou

analyzou a analyzou s extrak¢nim krokem je porovnan v tabulce 10.

3.4 Vliv extrakce na nalezeny obsah fenolickych latek

V dalsi ¢asti byl studovan vliv extrak¢éniho kroku na nalezeny obsah fenolickych latek.
U nékterych fenolickych latek byl jejich obsah nalezeny piimou analyzou bez Upravy vzorku
vyrazn¢ mensi pii analyzadch s extrakénim krokem. Zaroven se podafilo identifikovat
(a kvantifikovat) ve stejnych vzorcich analyzou s extrakénim krokem vétsi pocet fenolickych
latek. Toto bylo pravdépodobné zptisobeno jednak zakoncentrovanim vzorku béhem extrakce
a zaroven matricnim efektem. U nékterych latek muze dochazet Kk vyraznému snizeni
ioniza¢ni G¢innosti vlivem koeluce latek pochazejicich z neodstranéné matrice. Tento jev
se ovSem nevyskytoval u vSech analyzovanych latek ve stejné mife a u nékterych latek bylo
mozno pozorovat i opacny trend. Proto nelze jednoznacné ur€it, zda je lepsi analyzovat ptimo
medovinu nebo pfipraveny extrakt. Porovnani chromatogrami ziskanych pfi HPLC/MS
analyze neupravené medoviny (A) a extraktu (B) vzorku 15 (Medové vino z Ceského lesa
S rybizovou pfichuti, J. Lstibarek, Domazlice) je zobrazeno na obrazku 18. Z né&j vyplyva
vys$si pocet nalezenych latek ve vzorku medoviny upravené extrakci nez pti pfimé analyze.

Kvalitativni zastoupeni fenolickych latek pfi porovnani analyzy vzorku 22 (Medovina
luéni, M. Zeleny, Nové mésto n. Metuji) bez upravy (A) a s vyuzitim extrakce (B) je
na obrazku 19. V tomto piipadé je vidét ptiblizn¢ stejny profil nalezenych latek, avSak
Vv pfipad€ analyzy extraktu je intenzita zdznamu vyssi a tudiZ i nalezené mnoZstvi latek zhruba
o fad vetsi.

Z vysledkt analyz nelze v tuto chvili ucinit zadné predbézné zavéry napi. o vlivu
pouzité¢ technologie na obsah fenolickych latek v medovinach. Kvalitativni 1 kvantitativni
profil nalezenych latek se ve vzorcich zna¢né liSil a pouze u vzorkli od vyrobce Miroslav
Zeleny (4,5,6,20,21,22) byla znama technologie vyroby (nevaiené medoviny). Ve vzorcich
byly necastéji ve vyssich koncentracich nalezeny nasledujici fenolické latky: kyselina galova,
3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova, kavova, ferulova, salicylova, p-kumarova
a kvercetin. Jako minoritni slozky byly nejcastéji detekovany latky: kyselina

chlorogenova, apigenin, 3,4-DHBA, myricetin, luteolin, katechin a epikatechin.
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Tabulka 10: Kvantitativni zastoupeni fenolickych latek ve vzorcich medovin analyzovanych bez ptedchozi Gpravy a s vyuzitim extrakéniho kroku

P — pfima analyza vzorku, E — analyza s extrakci

C [pg/l]
vzorek

itk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Galovi kyselina || <LOD | 4123 | 2420 | 1539 | 8324 | 9067 | 5764 | 3008 | 5512 | 2360 | 7211
E  <LOD 3100 | 1460 | 3180 | 1870 | 1070 5002 | 1901 | 7602 | 190,0 | 750,
+ 1DHE P | 5950 | 3805 | 3186 | 7259 | 5348 | 6660 | 2570 | 2669 | 2378 | 3215 | 3889
! E | 5001 1330 | 2705 | 3560 | 2460 | 1540 | 1140 | 660,7 | 1120 | 1810 | 1180
3,4-DHBA P | <LOQ | 2164 | <LOQ | 427.9 | 2911 | 4404 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 127.3
E | 5008 6505 | 1003 | 1060 | 9305 | 570,7 1250 300 410 150 410

LHEA P | <LOD | 4953 | 1728 | 1918, | 1068, | 2127 | 9872 | 1120 | 8021 | 1061 | 1497
E | <LOQ 1400 | 9809 | 2500 | 2450 | 3790 | 1850 | 1660 | 2290 | 4280 | 2300
anilir P | 1166 | 12560 | 5741 | <LOQ | <LOD | <LOD | 7826 | <LOD | <LOD | <LOD | 11432
E | 510,7 15540 | 3903 @ 1807 <LOQ 1004 9870 | <LOD | 7022 | <LOD | 9490
Chlorogenova | P | 2205 | 4016 | 87,9 | <LOD | 1991 | <LOD | 2197 | 2852 | 1994 | <LOD | 307.7
kyselina E | 7706 7100 | 7009 | 1038 | 4109 | 30,63 2408 | 3751 | 4150 | 1042 | 4207
Gentisova P | <LOD | <LOD | <LOQ | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOQ | 1362 | 2160 | 2045 | 21,30
kyselina E | <LOQ 2099 | 3008 | 1201 | 2022 | 2022 3062 | 5703 | 8088 | 50,66 | 6082
Vanilova P | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
kyselina E <LOD | <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
L. P <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Myricetin E | 3203 4600 | 5201 | 5809 | 6303 | 9104 1089 | 1500 | 1500 | 1440 | 1360
Syringova P | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
kyselina E  <LOD <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ & <LOQ | <LOQ
utin P | <LOD | 1707 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD
E  <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ @ <LOQ | <LOQ <LOQ | <LOQ @ <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kavova P | 2259 | <LOQ | 3046 | 5336 | 1889 | 2636 | 2069 | 2699 | 1566 | 1947 | 3412
kyselina E | <LOQ 3858 | 2912 | 2020 | 6208 | 290,6 6306 | 8010 | 7608 | 1040 | 779.8
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¢ [mg/l]

vzorek

itk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Ferulova P | <LOD | <LOQ | 7635 | 8003 | 9151 | 8668 | 2334 | 5916 | 7222 | 7222 | 1192
kyselina E | 1007 1904 | 2575 | 981,9 @ 2529 | 1390 | 1810 | 4500 | 1410 | 2050 | 2790
Isoferulova P | <LOD | <LOQ | 2189 | 3805 | 5120 | 3565 | 2150 | 1213 | <LOD | 1920 | 2945
kyselina E | <LOD 2039 | 9011 | 680,7 @ 460,8 | 5808  160,6 | 1585 | 3774 | 4953 | 3718
. P | <LOD  <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 2260 | 8917 | <LOD | 4431 | <LOD
Katechin E | <LOD <LOD | 4055 & <LOD | <LOD & 4010 | 60,62 | 6002 | 60,83 @ 3075 | 50,66
o P | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Taxifolin E | <LOD <LOD | <LOQ | <LOD  <LOD | <LOQ  <LOD | <LOQ | <LOQ @ <LOQ | <LOD
. . P | <LOD  <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 6226 | 981 | <LOD | <LOD | <LOD
Epikatechin E | <LOD <LOD | <LOD | <LOD | <LOD @ 1201 | 1102 | 1201 | 1103 @ 1201 | 1186
p-kumarova P | 1222 | 1738 | 5386 | 6282 | 1451 | 7155 | 5925 | 9282 | 3983 | 5405 | 8595
kyselina E | <LOD 40,63 | 3001 | 1087 | 4025 | 1280 | 2070 | 3570 | 1610 | 50,99 | 50,34
m-kumarové P | <LOD | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 2398 | <LOD | <LOD | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
kyselina E | <LOD <LOQ | <LOD | 5061 | 1908 | 3201 | 1052 | 10,04 | <LOQ & 002 | <LOD
Salicylové P | <LOD | 6360 | 7330 | 2001 | 9639 | 1487 | 6169 | 7875 | 8291 | 1833 | 76,90
kyselina E | <LOD 70,77 | 4031 | 6788 | 2133 | 2308 8033 | 1107 | 2603 | 5004 | 90,78
Cvercetin P | 7604 | 7601 | 7601 | 7625 | 7613 | 7629 | 7639 | 7661 | 7629 | 7622 | 7616
E | 1500 1500 | 1500 | 150,0 @ 1500 | 1500 | 176,8 | 1770 | 2009 | 190,7 | 1802
_ P | 6724 | 3011 | 2926 | 2952 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Luteolin E | 2009 4000 | 3062 | 4023 3489 | 31,93 3029 | 5589 | 3280 | 49,75 | 30,25
Apigenin P | 1129 | 8312 | 7908 | 8754 | 8324 | 8477 | 7652 | 7617 | 8200 | 7512 | 9,108
E | 3204 3843 | 4100 | 10,67 | 1032 | 4002 | 1027 | 1045 | 1072 | 3099 | 20,29
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C [pg/l]

vzorek

latka 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Galova P 309,4 372,2 712,1 1114,8 505,6 375,1 236,0 236,0 320,3 1728 3599
kyselina E 300,7 340,3 440,2 3980 160,8 90,52 <LOD 140,8 200,4 2390 5429
3.4-DHB P 593,3 269,5 361.1 2979 2779 326,8 67,71 518,2 952,9 739,4 1866
’ E 3990 1280 1690 17170 1355 210,6 140,3 2061 2644 2416 6000
3 4-DHBA P <LOQ | 2811 284,2 274,8 137,8 <LOD 325,0 276,5 712,4 498,8 1111
’ E 140,7 230,4 1600 1492 160 <LOQ 310,6 280,3 600,6 482,9 690,4
A-HBA P 1253 1130 1557 4814 743,8 1595 <LOQ 1691 2692 2684 4166
E 5236 4031 5475 19129 2613 770,6 <LOQ 2963 7422 6691 9812
Vanilin P <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD | 155567 | <LOQ <LOQ | <LOQ | 389,6
E <LOQ | <LOD 130,8 50,51 21992 <LOD | 154960 100,8 120,3 110,7 200,9
Chlorogenova P <LOD | 176,6 <LOD 134,9 <LOQ 125,8 <LOD 197,6 <LOD | <LOQ | <LOD
kyselina E 70,22 33,99 20,54 540,3 40,00 60,03 <LOQ 240,3 20,44 60,34 20,19
Gentisova P 43,08 | <LOD <LOD 58,07 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ | 49,97
kyselina E 200,8 30,51 20,07 390,9 10,00 <LOQ <LOD 20,00 10,46 50,34 170,5
Vanilova P <LOD | <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD | <LOD | <LOD
kyselina E <LOQ | <LOQ 2670 10,00 <LOD <LOD <LOD <LOQ 2709 <LOQ 2172
Myricetin P <LOD | <LOD <LOD 633,1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD | <LOD | <LOD
E 1310 1467 640,7 10150 3830 2340 2270 1310 1340 1120 1430
Syringova P <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD | <LOD | <LOD
kyselina E <LOQ 1410 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1370 <LOQ 1360 <LOQ
RUtN P <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD | <LOD | <LOD
E <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ
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C [ng/l]

vzorek

itk 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Kavova P | 2120 | <LOQ | <LOQ | 1409 | 1485 | 5580 | <LOD | <LOQ | <LOQ | 2881 | 998.4
kyselina E | 1440 4508 | 8818 | 8428 | 1606 | 3508 @ <LOD | 4608 2604 | 6905 | 2208
Ferulova P | 4509 | 561,01 | 5298 | 7583 | 7910 | 7289 | 2804 | 4266 | 9991 | 6924 | 1061
kyselina E | 1060 6008 | 7608 | 1100 | 1760 | 2020 | 1140 | 340,8 1300 | 6398 | 1170
Isoferulova P | 4931 | 1674 | 2581 | 5188 | 2370 | 3005 | <LOD | 2621 | 4280 | 2213 | 4662
kyselina E | 3308 680,8 | 1120 | 2650 | 1160 | 870,8 | 1030 | 4900 4509 | 4608 | 850,8
atochi P | <LOD | <LOD | 8686 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
E | 5000 3099 | 3099 | 7807 | 2000 | 20,00  <LOQ | 50,88 @ 50,63 | 4056 50,34
o P | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Taxifolin E | <LOQ <LOD | <LOQ | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Epikatechin P | <LOD | <LOD | <LOD | 8686 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
E | 1109 1105 | 1508 | 6205 | 1000 | 1000 | 1009 | 1004 1198 | 1039 | 1048
p-kumarové P | 2333 | 4602 | 5335 | 5588 | 5696 | 3441 | <LOQ | 2067 | 8850 | 7798 | 1560
kyselina E | 40,87 1690 | 2250 | 2670 | 2470 | 9708 | <LOD | 4608 2845 | 2207 | 3204
m-kumarové P | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 339,2 | <LOQ | <LOQ
kyselina E | 2099  <LOD | <LOD | <LOD  <LOD A <LOD | <LOD | <LOQ | 7200 | 1408 8088
Salicylové P | 4888 | 6162 | 7851 | 3214 | 8244 | 6561 | 53,00 | 5972 | 1751 | 2332 | 4790
kyselina E | 2820 1308 | 3608 | 1905 | 60,87 | 4054 | 1098 | 1105 4007 | 5505 | 1582
_ P | 7611 | 7632 | 7605 | 7711 | 7607 | 7612 | 7641 | 7605 | 7609 | 7621 | 7595
Kvercetin E | 1608 150,7 | 1559 | 5550 | 1709 | 160,6 | 1605 | 1605 1608 | 1608 | 160,8
 uteotin P | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
E | 3000 2988 | 21,00 1108 | 3499 | 10,87 | 1985 | <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ
Apigenin P | 8907 | 7145 | 6853 | 8523 | 7901 | 8203 | 7,704 | 7494 | 8322 | 70203 | 8754
E | 1098 1698 | 3823 4045 | 30,87 | 2034 | 3011 | <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ
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Obrazek 18: Analyza neupravené medoviny €. 15 (A) a jejiho extraktu (B).

(cislovani latek podle tab. 8 a obr. 17: l-galova kyselina, 2—gentisova kyselina, 3-3,4DHB,
5-epikatechin, 8-4-HBA, 9-kavova kyselina, 13-m-kumarova kyselina, 15-ferulova kyselina,
16-taxifolin, 17—-m-kumarova kyselina, 19—myricetin, 20—salicylova kyselina, 22—kvercetin)

Kolona: Ascentis C18 délka 150 mm, primér 3,0 mm a zrnitosti 2,7 pum, mobilni faze:
viz experimentalni ¢ast, prutok: 0,6 ml/min, teplota: 30 °C, davkovani 2 ul, detekce: MS, MRM
prechody viz tab. 8.
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Obrazek 19: Analyza neupravené medoviny ¢. 22 (A) a jejiho extraktu (B).

(¢islovani latek podle tab. 8 a obr. 17: 1—galova kyselina, 2—gentisova kyselina, 3-3,4DHB, 8-4-HBA,
9-kavova kyselina, 13—-m-kumarova kyselina, 17-m-kumarova kyselina, 20-salicylova kyselina)
Kolona: Ascentis C18 délka 150 mm, primér 3,0 mm a zrnitosti 2,7 pum, mobilni faze:
viz experimentalni ¢ast, prutok: 0,6 ml/min, teplota: 30 °C, davkovani 2 ul, detekce: MS, MRM
prechody viz tab. 8.
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Velice zajimavé jsou vysledky analyzy vzorku ¢islo 18 (Kfivoklatska medovina, Jan
Halada, CESKA VCELA s.r.0, Rakovnik). Zatimco na zaznamech analyz vSech ostatnich
vzorkl 1ze nalézt vice ¢i méné pestrou smes fenolickych latek, na zaznamu analyzy tohoto
vzorku dominuje pouze pik odpovidajici vanilinu. Jeho intenzita a tedy 1 nalezena koncentrace
ve vzorku je o nékolik fadl vys$i ve srovnini s ostatnimi medovinami. Naopak ostatni
fenolické latky nebyly v tomto vzorku nalezeny v métitelnych koncentracich. Z tohoto zjisténi
Ize usuzovat, ze pro vyrobu této ,,medoviny“ nebyl pouzit zadny med, ale nejspiSe jen cukr,

piipadné glukdzo-fruktézovy sirup (invertni cukr) spolu vanilinem s dal§imi piidatnymi

latkami.
vanilin
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Obrazek 20: Analyza medoviny ¢. 18 upravené extrakci.

Kolona: Ascentis C18 délka 150 mm, primér 3,0 mm a zrnitosti 2,7 pum, mobilni faze:
viz experimentalni ¢ast, prutok: 0,6 ml/min, teplota: 30 °C, davkovani 2 ul, detekce: MS, MRM
prechody viz tab. 8.
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4 ZAVER

V ramci této diplomové prace byl stanoven obsah jednotlivych fenolickych latek
ve vzorcich medovin. Vzorky byly extrahovany smési diethyletheru a ethylacetatu.
Pro optimalizaci bylo vybrano 23 standardi fenolickych latek, které¢ se vyskytuji
v medovinach. Optimalizace probihala v systémech s obracenymi fazemi na koloné plnéné
povrchové poréznimi ¢asticemi, Ascentis Express C18 pomoci gradientové eluce. Obsah
fenolickych latek byl stanoven pomoci optimalizované HPLC/MS metody s vyuzitim MRM
pirechodi. Byly nalezeny optimalni hodnoty parametrii — deklasteracni potencial, kolizni
energie a vystupni potencidl kolizni cely. S vyuzitim téchto optimalizovanych podminek
separace byly sestrojeny kalibraéni zavislosti a stanoveny meze detekce a stanoveni
pro jednotlivé latky. Celkem ve 22 vzorcich medovin byl stanoven a porovnan obsah
fenolickych antioxidantl zjiStény piimou analyzou neupravené¢ho vzorku a analyzou
s vyuzitim extrakéniho kroku. Analyzy vzorka s vyuzitim extrakce poskytuji ve vétSing
ptipadu vice latek, coz bylo nejspiSe zplisobeno matricnim efektem a potlacenim ionizace.
V piipad¢ pitimé analyzy neupravenych vzorkd obsahem polarni cukerné matrice. Obsah
fenolickych latek se zna¢né lisil mezi jednotlivymi analyzovanymi vzorky, vzdy se vSak
jednalo o ptitomnost vice fenolickych latek. Vyjimkou byl jeden vzorek, kde byl nalezen
pouze vanilin, a to v mnozstvi ptfesahujicim o nékolik fadt ostatni analyzované vzorky.
V tomto ptipadé to nejspise svédci o falzifikaci vyrobku.

Vyvinuta analytickd metoda je pomé&mé rychld, vlastni HPLC/MS analyza trva pouze

6 minut, béhem kterych je detekovano 23 fenolickych antioxidanti v medovinéch.
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PRILOHY
Obrazky
Obrazek P1: Struktury standarda fenolickych latek.

K. 4-hydroxybenzoova R>=R3=0H

K. syringové R2=R4=0CHjs, R3=OH
K. galova R2=R3=R4=0OH

K. 3,4-hydroxybenzoovda  R3=OH

K. gentisova R1=R4=0H

K. vanilova R>,=0OCHjs, R3=OH

K. p-kumarova R3=0OH

K. m-kumarova R4=0H

K. kédvova R2=R3

K. ferulova R2=0CH3, R3=0OH
K. isoferulova R2=0H, R3=0CH3
Kvercetin 3,5,7,3,4=0OH
Myricetin 3,5,7,3,4",5=0OH
Apigenin 5,7,4’=0OH
Luteolin 5,7, 3¢ 4 =0H
Taxifolin 3,5,7,4’, 5"=OH
Katechin 3,5,7,4", 5'=0OH

Epikatechin 5,7,3 4% 5=0H
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Tabulky

Tabulka P1: Kalibra¢ni tabulka zavislosti vysky pika jednotlivych latek a jejich koncentraci.

Koncentrace (ng/ml)

0,01 0.1 0,25 05 0,75 1,0 15 2 2,5 5
3183 30885 78422 143927 205478 270704 389788 490322 604614 1006802
3,4-DHBA 3151 30910 79525 143368 204726 270904 386556 490322 603726 1006828
13092 98238 246914 495470 683241 897905 1296940 1602290 1880830 | 3890508
4-HBA 12935 92005 249605 487060 682349 898591 1298020 1602640 1881130 | 3823570
Chlorogenovi | 4475 35736 90854 178598 281000 357342 525442 779925 1033490 1424063
kyselina 4526 33391 90950 179146 283000 357095 595160 756618 1032770 1604360
Syringovi 255 745 1507 3671 5236 6136 10262 13823 20618 30381
kyselina 224 738 1482 3655 5246 6132 11268 13815 20696 32320
_ 2487 22775 60568 114126 180000 231487 375775 529128 655528 1115667
Rutin 2834 22753 59723 122787 183000 231407 375600 529835 654886 1137443
Kivovi 27180 234804 616782 1263207 1860000 2473690 3846180 5555520 6734220 | 10894890
kyselina 25076 231837 628504 1225703 1840000 2478690 4294220 5550220 6729400 | 10727932
Ferulova 1173 7123 18764 38584 55600 74750 117590 164580 216638 374939
kyselina 1101 7309 19652 37140 55800 74646 121411 164761 216879 352414
o 4257 38956 100870 194692 297000 388654 589250 813557 966001 1760656
Taxifolin 4198 38874 103236 201876 291000 389023 585109 813146 965957 1818009
_ _ 1992 10371 | 26347 55834 85100 114499 188749 257730 316501 554909
Epikatechin =55 10120 26824 53012 84600 115449 216426 257347 316137 553445




Koncentrace (ug/ml)

0,002 0,02 0,05 0,1 0,15 0,2 0,3 0,4 0,5 1
Galova 0 4456 22924 54859 89079 132935 202969 288208 366830 684749
kyselina 0 4274 23687 56221 89201 132966 203782 288094 366562 688624
3 4-DHB 3679 32873 87264 171554 250117 327742 506138 705223 865013 1681925
' 3659 35181 90858 168912 251050 327191 509949 705953 865697 1677400
Vanilin 0 1737 4038 9008 12655 17376 26320 34726 43203 88417
0 1894 4000 9061 12879 17458 26586 34441 43245 88255
Vanilova 0 498 721 1000 1293 1657 2235 2857 3627 6583
kyselina 0 504 721 1034 1291 1563 2227 2844 3625 6853
Myricetin 73 116 314 616 1323 9195 4845 59918 80688 495512
70 124 311 613 1328 9207 4866 60092 80719 475187
Katechin 908 1574 4912 9291 14900 18908 30699 42378 50200 97552
966 1582 5252 10426 14400 18924 31475 42396 50496 101713
Isoferulova 0 1193 3548 6645 10135 13372 20026 27503 35328 71852
kyselina 0 1197 3546 6644 10163 13315 20133 27516 35357 71713
p-kumarova 5038 40907 106795 212982 319000 398946 663995 937290 1206660 1957356
kyselina 5195 39971 109611 205661 305000 400100 668699 937165 1204620 1943673
m-kumarova 5038 40907 106795 212982 319000 398946 663995 475670 627977 1074647
kyselina 5195 39971 109611 205661 305000 400100 668699 475645 627697 1026852
Salicylova 24292 281368 541094 986198 1400000 1976827 3131010 4343120 5318180 8240658
kyselina 24313 243369 578559 979417 1420000 1954291 3312980 4342600 5315960 8518600
Kyvecetin 2088 1923 17134 46203 129595 232015 3131010 582095 728740 1307215
1921 2092 17062 48745 128054 231561 3312980 581540 728766 1313016
Luteolin 717 5609 15510 30092 43900 60777 402895 133436 165655 359527
620 5370 15305 29817 45200 60611 409091 133723 165209 361367
Apigenin 17945 52290 131768 237350 345000 453172 663229 889572 1107800 1788394
16695 53563 131467 246223 346000 461671 679177 889943 1118350 1789208

Koncentrace (ng/ml)

0,1 1 2,5 5 7,5 10 15 20 25 50
Gentisova 431 1366 4298 9165 15885 21331 35448 50180 64895 113748
kyselina 411 1364 4072 9024 15674 22044 35732 50124 64777 113748




