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ANOTACE

Disertacni prace se zabyva vyvojem analytickych metod pro stanoveni vybranych biologicky
aktivnich latek ve tfech rozdilnych matricich. Pomoci kapalinové chromatografie byl
objasnén fenolicky profil v italskych extra panenskych olejich a aminokyselinovy profil
v Ceskych medovinach. Poslednim typem vzorkll byly energetické ndpoje, v nichz bylo
sledovano mnozstvi diskutabilni B-aminokyseliny taurinu. Ziskané vysledky mohou slouzit

k hodnoceni kvality a autenticity danych produkti.
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TITLE

Development of modern analytical methods for analysis of biologically active substances

ANNOTATION

The dissertation deals with the development of analytical methods for the determination of
selected biologically active compounds in three different matrices. The phenolic profile in
Italian extra virgin oils and the amino acid profile in Czech mead were elucidated by liquid
chromatography. The last type of samples were energy drinks, in which the amount of
disputable B-amino acid taurine was monitored. The obtained results can be used for

evaluation of the quality and authenticity of the products.
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kapalinovd chromatografie hydrofilnich interakci (Hydrophilic Interaction

LIquid Chromatography)

vysokouc¢innd  kapalinovd  chromatografie = (High-Performance Liquid

Chromatography)

vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (High-Performance Thin-Layer

Chromatography)

Chranéné Oznaceni Piivodu (Protected Designation of Origin)
Chranéné Zemépisné Oznaceni (Protected Geographical Indication)
Mezinarodni komise pro med (International Honey Commission)
infraCervené zareni (Infrared)

kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

lipoproteinové Castice cholesterolu s nizkou hustotou (Low Density

Lipoprotein)



LLE
LoD
LoQ

MEKC

MF
MK
MIP
MIR
MS
MS/MS
NIR
NMR
NP
OPA

ORAC

PP
PITC

PLS-DA

PTFE
RIC

RP

extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)
limit detekce (Limit of Detection)
limit kvantifikace (Limit of Quantification)

micelarni  elektrokinetickda ~ chromatografie =~ (Micellar  ElectroKinetic

Chromatography)

mobilni faze

mastna kyselina

molekulové imprintované polymery (Molecularly Imprinted Polymer)
stiedni oblast infracerveného svétla (Middle InfraRed)

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)
blizka oblast infracerveného svétla (Near InfraRed)

nuklearni magnetickd rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)
normalni faze (Normal Phase)

o-ftaldialdehyd

kapacita absorbovat volné radikdly kysliku (Oxigen Radical Absorbance
Capacity)

(poly)fenolickée latky (polyphenols)
fenylisothiokyanat (Phenyl IsoThioCyanate)

diskriminac¢ni analyza s metodou ¢astecnych nejmensich ¢tverct (Partial Least

Squares Discriminant Analysis)
polytetrafluorethylen
rekonstruovany iontovy proud (Reconstructed Ion Chromatogram)

obracen¢ faze (Reverse Phase)



RP-HPLC

SET

SF

SIMCA

SINA

SPE

SWv

TAHS

TEA

TIC

UHPLC

UV-VIS

kapalinova chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (Reverse Phase

High-Performance Liquid Chromatography)
metody zalozené na prenosu elektronu (Single Electron Transfer)
staciondrni faze

mekké nezavislé modelovani podobnosti tfid (Soft Independent Modelling by

Class Analogy)

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-naftalen-1-ylacetat

extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

square wave voltametrie (Square Wave Voltammetry)
4-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yloxykarbonylamino) fenyltrimetylamonium jodid
triethylamin

celkovy iontovy proud (Total lon Current)

ultra vysokoucinnd kapalinova chromatografie (Ultra-Performance Liquid

Chromatography)

ultrafialova-viditelnd oblast spektra (UltraViolet-VISible spectrum)



UvVOD

Potravinarsky prumysl je kvili neustalému rdstu populace jednim z nejrychleji se
rozvijejicich oblasti hospodafstvi. S rostouci poptavkou se vSak soucasné zvysuji 1 naroky
na potraviny. Producenti se pfedbihaji v rozmanitosti produktt a jejich cenach. Nekteti z nich
pak za ucelem rychlych ziskli uvadéji na trh potraviny, u nichz byla imysln¢ zhorSena kvalita.
Takové jednani se pak oznacuje jako "falSovani potravin" [1].

Neni tieba pfili§ zdaraznovat, ze konzumace nedostatecné kvalitnich potravin muze
vazné ohrozit lidské zdravi. Rozsahlé kontroly ve vSech odvétvich potravinarského pramyslu
jsou vsak nezbytné nejen ze zdravotnich, ale také z ekonomickych (cenovych), senzorickych
i nabozenskych divoda. Hlavnimi cili vefejného zdjmu je proto dnes kontrola kvality, znalost
geografického a botanického pilivodu potravin, monitorovani nebezpecnych rezidui
v potravinach, eliminace falSovanych produkti a v neposledni fad€ i stanoveni vyzivové
hodnoty potraviny. Z tohoto divodu je tfeba zajistit dikladnou kontrolu celého procesu
vyroby od pouzitych ingredienci, zpracovani, baleni, ptepravy a skladovani az po oznacovani
potravin, pouziti riistovych hormont ¢i genetickych modifikaci (geneticky modifikované
potraviny a krmiva) a dalSich faktorii ovliviiujicich chemické a biochemické vlastnosti
potravin [1-4].

Kvili mnoho&etnym piestupkiim byl americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16&iv
(FDA) v kvétnu roku 2009 vytvofen termin ekonomicky motivované falSovani (EMA),
jakozto podkategorie potravinovych podvodi. EMA lze definovat jako Uimyslnd nahrada
nebo pfidani latky do vyrobku se zamérem zvySeni jeho zdanlivé hodnoty ¢i snizeni néklada
na jeho vyrobu. Zahrnuje tedy i fedéni vyrobku, jez se provadi za ucelem vysSich vytézkh
¢isnizeni koncentrace kontaminantii na vladou povolené limity, a také metodu tzv.
maskovani, kdy dochazi k pfidavani latek do nafedéného, ¢i nekvalitniho produktu, ¢imz se
maskuji jeho nedostatky. NejcastéjSim podvodnym postupem je ¢aste¢na nebo Uplna nahrada
autentické slozky nebo materidlu za levnéjsi a snadno dostupné latky. Vysledkem je pak méné
kvalitni vyrobek, ktery v nekterych ptipadech mtze ovliviiovat lidské zdravi. NejznaméjSim
novodobym ¢&eskym piikladem je metanolova aféra z roku 2012, kterdA mimo Ceskou
republiku zasdhla i Polsko a Slovensko, a pfi nizZ doSlo k mnohacetnym otravam po poZiti
lihovin, v nichZ byl etanol ¢astecné nahrazen levnéj$im, jedovatym metanolem [2].

Pravost nékterych produkti, jako je napt. med, vino, olivovy olej, €aj a nékteré mlécné
nebo masné vyrobky, je spojovana se zemeépisnou oblasti produkce a/nebo specifickou

technologii zpracovani. Prizkum anglické spolecnosti Food Standards Agency odhalil,



Ze spotiebitelé vyzaduji nebo minimélné preferuji oznacovéani ptivodu produktu na etiketé [5].
Bylo zjisténo, ze az 82 % zékaznikli se rozhoduje o koupi ¢i nezakoupeni produktu praveé
na zaklad¢ jeho geografické produkce. Tento zvyseny zdjem konzumentl proudi z rozdilnych
organoleptickych vlastnosti spojenych s pivodem potraviny, dale z vlastenectvi, tlaku medii,
neduvéry v kvalitu a bezpecnost potravin produkovanych mimo jejich region, zem
¢i Evropskou unii a v neposledni fad¢ i z mordlnich (etickych) divodd, jako je blahobyt
chovanych zvifat ¢i produkce potravin Setrnd k zivotnimu prostiedi [5]. Kvili dychtivosti
spotfebiteli po detailnéjSich informacich o produktech vydala Evropska unie v roce 1992
natizeni 2081/92 a 2082/92, ktera vysvétluji a ustanovuji zptisob ozna¢ovani produkti, véetné
jejich pivodu [5]. K ochrané specifickych regiondlnich potravin pied zneuzitim
a napodobovanim byla dale v letech 2006 [6] a 2012 [7] Evropskou unii vytvofena dvé
nafizeni, na jejichz zéklad€ byly ustanoveny terminy: (a) Chranéné Oznaceni Pivodu (ChOP),
kdy produkt musi byt vyprodukovan, zpracovan a pfipraven ve stejné oblasti s pouzitim
tradi¢nich metod, (b) Chranéné Zemépisné Oznaceni (ChZO), kdy produkt musi byt
vyprodukovan, zpracovan nebo alespon pfipraven v dané oblasti, a (¢) Zarucené Tradi¢ni
Speciality (ZTS), kdy produkt neni spojen s geografickou polohou, ale s tradi¢nim postupem
vyroby ¢i jeho tradi¢nim slozenim. Jelikoz produkty s timto oznafenim spadaji do vyssi
cenové kategorie, je tieba ovéfovat jejich plivod, a tim ptfedchazet praktikdm klamani
spotiebitele [2,5,8,9].

Za ucelem kontroly jakosti a pivodu potravin se neustale vyvijeji nové, moderné;si
techniky [1,10]. Setkame se s biologickymi, spektroskopickymi, separacnimi 1 chemickymi
technikami a jejich riznymi kombinacemi. Z biologickych technik jsou to zejména metody
enzymologie a molekularni biologie, jako je naptiklad polymerdzova fetézova reakce. Mezi
spektroskopické techniky patfi hmotnostni spektrometrie, spektroskopie s ultrafialovym nebo
viditelnym zafenim, atomova absorp¢ni ¢i emisni spektroskopie, spektroskopie Fourierovy
transformace v riznych oblastech infraCerveného zatfeni, nuklearni magnetickd rezonancni
spektroskopie a fluorescencni spektroskopie. Pravé spektroskopické techniky jsou casto
pouzity v kombinaci se separa¢nimi technikami, jako je plynova ¢i kapalinové chromatografie
nebo kapilarni elektroforéza, vnichZz jsou analyty nejprve rozdéleny a az nasledné
detekovany. Z chemickych technik jsou dnes populdrni metody vyuzivajici senzory, jako je
tzv. elektronicky nos, ktery je rychlou a levnou alternativou plynové chromatografie. Dokéze
totiz stanovit t€kavé latky bez jejich pfedchozi separace a upravy [2,5,8,11-13]. Neméné

dilezita je 1 senzorickd analyza zkoumajici organoleptické vlastnosti produktu [13].



Ve spojeni s vicerozmérnou statistickou analyzou se tyto techniky staly mocnymi néstroji
pro stanoveni pravosti potravin.

Jelikoz je v dnesni dobé moderni zit zdravym Zzivotnim stylem, doslo v poslednich
letech k rostoucimu z4jmu o tzv. ,,funkéni potraviny*. Tyto produkty splituji nejen zakladni
nutricni a energetické pozadavky, ale jako bonus poskytuji i nemalé zdravotni benefity.
Termin "funkéni potraviny” byl poprvé pouzit v 80. letech minulého stoleti v Japonsku
pro potraviny obsahujici nekteré fyziologicky vyhodné slozky. V soucasné dob¢ definujeme
»funk¢ni potravinu® jako produkt s pfiznivym ¢i blahodarnym uc¢inkem na alespon jednu
fyziologickou funkci (zvySuje pohodu organismu a/nebo snizuje riziko vzniku chorobného
stavu). Funk¢nost urcité potraviny se obvykle vztahuje ke slozkdm, které obsahuje. Tyto
slozky obvykle extrahujeme z rostlin, vedlejSich produktii potravin nebo z jinych, zpravidla
ptirodnich zdroji (dnesni spotiebitel uptfednostiiuje jejich prirodni nez synteticky ptivod) [3].
Mezi tyto funkéni slozky patii i obSirné studovana skupina fenolickych latek a aminokyselin,
které hraji dulezitou roli ve vyziveé a pozitivné ovliviuji zdravi ¢loveka [14].

Extra panensky olivovy olej 1 med, respektive z n¢j vyrabénd medovina, mohou byt
diky svym prokazatelnym zdravotnim benefitim bezpochyby povazovany za funkéni
potraviny. Oba produkty se zaroven fadi do ekonomicky nékladné&jsiho (luxusniho) zbozi,
atudiz se velmi Casto stavaji sttedem z4jmu podvodnikli a dochazi k jejich falSovani, které
muze byt odhaleno stanovenim profilu n€kterych biologicky aktivnich latek. Z tohoto diivodu
byla pozornost zaméfena pravé na analyzu fenolickych latek v italskych extra panenskych

olivovych olejich a dale na analyzu aminokyselin v ¢eskych medovinach.



1 FENOLICKE LATKY V EXTRA PANENSKEM
OLIVOVEM OLEJI

1.1 EXTRA PANENSKY OLIVOVY OLEJ

1.1.1 Zakladni idaje, vyroba, producenti a pouZziti

Extra panensky olivovy olej (EVOO) je nepolarni kapalina pattici do kategorie
rostlinnych oleji, které se vyznaCuji vysSi prodejni cenou, nezameénitelnym sloZzenim
a specifickou chuti. Pro vyrobu olivového oleje se pouzivaji pouze plody rostliny Olea
europaea. Ty v zavislosti na jejich kultivaru obsahuji 12—-28 % oleje.

Na celém svét¢ nalezneme nespocet riznych kultivard olivovniki. Jednim
z nejznamgjsich a nejrozsitenéjSich je Spanélska odrida Arbequina. Ptestoze je olej z tohoto
kultivaru velmi aromaticky, nevykazuje vyraznou hotkost a Stiplavost. Obsahuje navic mensi
mnozstvi polyfenold, coz zpiisobuje jeho pfedCasné zluknuti. Dal§im velmi vyznamnym
Spanélskym kultivarem je Empeltre, z n¢hoZ je po zpracovani ziskan velmi lehky a ovocny
olej se stfednim obsahem polyfenolti a vynikajici jakosti. Nesmime opomenout ani italské
odridy, mezi néz patii tieba Grappolo nebo Coratina. Tyto kultivary jsou znamé pro svij
vysoky obsah polyfenolii, a tim velkou stabilitu. Jsou také casto pfidavany do smeési
s rafinovanymi oleji, které pak nazyvame tzv. blend oleje. Pravym opakem je pak portugalska
odriida Galega, jez je Slechténa vyhradné k vyrobé extra panenského olivového oleje.
Z teckych kultivard je naprosto nezbytné zminit alesponn odridu Koroneiki, ktera poskytuje
velmi aromatické a zaroven stabilni oleje [15].

Obecny postup vyroby rostlinného oleje je velmi jednoduchy. Zahrnuje pouze drceni
semen C1 plodl olejnatych rostlin v mlecich stolicich a nasledné lisovani narusenych plodin
zatepla €1 za studena. Zbytky oleje ve vyliscich (tzv. pokrutinach) mohou byt dale
extrahovany vhodnym organickym rozpoustédlem a pfidany k hlavnimu podilu ¢i pouzity
k jinym tgelim. Srot zbyly po extrakci pak slouZi jako cenny zdroj bilkovin a vlikniny
v krmivech zvifat. Surovy olej je pted balenim do lahvi obvykle rafinovan. Rafinace oleje
probihd ve ¢tyfech krocich znamych jako hydratace, neutralizace, béleni a dezodorace, béhem
nichz je olej zbaven nezadoucich necistot, fosfolipidd, volnych mastnych kyselin, pigmenta
¢i neptijemnych pacht a chutovych latek. Rafinaénim procesem bohuzel dochazi k vyskytu

nezadoucich reakci vedoucich k tvorbé kontaminanti, a déle také ke ztraté nékterych
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prospésnych komponent pfirozené se vyskytujicich v olejich, mezi néz patii napiiklad
fenolické latky, fytosteroly, tokoferoly nebo karoteny [11,16].

Ptiprava bézného olivového oleje se nijak nelisi od obecné piipravy rostlinnych oleji
a kopiruje tedy vyse uvedeny proces. Pokud vSak chceme pfipravit extra panensky olivovy
olej, pro n¢&jz zlidovélo piizvisko ,krdl rostlinnych oleji*, musime striktné¢ dodrzovat
predepsany technologicky postup. V tomto ptipadé¢ se sbiraji jen kvalitni, Cerstvé, neporusené
olivy presné zralosti, z kterych je olej ziskan vyhradné¢ mechanickym oddé€lenim (lisovanim)
za studena, a to dokonce 1 bez ptredchoziho drceni oliv. Jelikoz je béhem celého vyrobniho
procesu EVOO pfisn¢ zakazano ptidavat jakakoli aditiva, nesmi do n¢j byt pfimichavan
olivovy olej ziskany extrakci pokrutin a stejn¢ tak ani nevstupuje do rafina¢niho procesu, jenz
je pro ostatni rostlinné oleje samoziejmosti. Pro upravu vylisovaného EVOO jsou dale
povoleny pouze definované mechanické postupy, mezi néz se fadi dekantace, centrifugace
a filtrace. Diky témto pfisnym vyrobnim regulim tak mize byt EVOO dokonce povazovan
za prirodni ovocnou $tavu [11-13,17,18].

Prestoze mame produkci 1 konzumaci EVOO silné spjatou zejména se sttedomoiskymi
zemémi, jako je gpanélsko, Italie, Recko, Portugalsko, Syrie, Tunisko nebo Maroko, jeho
vyroba je pomérné dobie zakofenéna i v jihoamerickych statech, z nichz je vyznamnym
producentem napiiklad Peru, Chile, Brazilie nebo Argentina [19]. Pro charakteristické
organoleptické vlastnosti a blahodarné ucinky na lidské zdravi je vSak s oblibou konzumovan
po celém svété. Tento obrovsky celosvétovy zdjem spotiebitelti zdsadné piispél k rozsiteni
péstovani a zpracovani oliv i do netradiénich stati, jako je USA, Australie nebo Cina [19].

Kromé piimé konzumace se olivovy olej rovnéZ pouzivd jako piisada
do primyslovych receptur, omacek, kotfeni, zalivek, naplni, té€stovin a riiznych pekaiskych
vyrobkil [10]. Zlukly, pouzity &i piepaleny olivovy olej z kuchyné lze dale zuzitkovat stejné
jako ostatni rostlinné oleje. Ty mohou byt naptiklad vstupni surovinou pii vyrobé
ekologickych pohonnych hmot. NejznaméjSim ekologickym palivem je bionafta, kterd
v porovnani s béznou naftou poskytuje vétsi vykon motoru a méné emisi. Pozor si vSak
musime dat na polymerizované triglyceridy a vysokou koncentraci volnych mastnych kyselin
(MK) pfitomnych po smaZeni oleje. Vyrazn€ totiz ovliviiuji proces transesterifikace
a nasledné i vlastnosti nafty [18]. Mimo potravinaisky a automobilovy prumysl se olivovy
olej hojné vyuziva i v praimyslu farmaceutickém a kosmetickém, a to pro vyrobu hydratacnich
krémi, krémi na ochranu proti nebezpecnému ultrafialovému (UV) zéfeni, krémi pii 1écbé

strii a také produktil, které pomahaji pfi udrZzovani a stabilizaci bunéénych membran [10].
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1.1.2 Slozeni

Slozeni EVOO je ovliviiovano mnoha faktory, které pak nésledn¢ ptredurcuji i jeho
kvalitu a senzorické (chut’, barva a aroma), nutri¢ni, fyzikalni a chemické vlastnosti. Nejvetsi
vliv na slozeni EVOO ma kultivar olivovniku a pedoklimatické podminky jeho riistu, mezi
néz spada mnozstvi prirozené vlahy, intenzita slunce, zeméepisné souradnice (zemépisna Sitka
a délka a nadmotska vySka) a v neposledni fadé také kvalita a slozeni pudy. DalSimi
dalezitymi faktory jsou pak technologické aspekty péstovani olivovnikti (hnojeni
a zavlazovani) a zralost a zpracovani vypéstovanych oliv [9,20-22]. Pravé v pribé¢hu zrani
oliv dochazi k vyznamnym zménam jejich chemického slozeni. Béhem zrani se snizuje
koncentrace sterolil, terpenovych uhlovodikii, oleuropeinu, tokoferolii a kyseliny olejové
a palmitové. Na druhé stran¢ roste koncentrace kyseliny linolové a celkovy obsah fenolickych
latek, ktery ale v posledni fazi zrani za¢ne opét nepatrné klesat [4,23-26].

V nejvys$im mnozstvi v oleji nalezneme triacylglyceroly (99 %), diacylglyceroly
a volné MK [27], které urcuji kyselost oleje. Ta je udavéna jako mnozstvi kyseliny olejové
anesmi v souladu s platnymi ptedpisy piekrocit 1 % [17]. EVOO je zndm pro své vyvazené
mnozstvi nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych MK [28]. Mastnym kyselinam
dominuje mononenasycena kyselina olejova, ktera tvoii az 64 %. Pravé kyselina olejova je
spolu s dal$imi, minoritnimi slozkami odpovédna za zdravotni benefity olivového oleje. Tyto
minoritni latky zahrnuji az 230 chemickych slou€enin ze skupiny alifatickych a di- a tri-
terpenickych alkoholti, uhlovodikti, vitamind (tokoferoly, obzvlasté a-tokoferoly), tékavych
sloucenin, steroli, barviv a dalSich biologicky aktivnich latek, mezi které tfadime i zde
studované fenolické slou€eniny [8,17,29-33]. Efekt fenolickych latek je navic umocnovan
nékterymi pfitomnymi barvivy, jako jsou Zluté karotenoidy nebo zelené chlorofyly.
Karotenoidy zhasi singletni kyslik, ¢imz inhibuji fotosenzitivni oxidaci, a funguji tak jako
antioxidanty. Zvlastni chovani maji chlorofyly. Zatimco za svétla se chovaji jako tzv.
prooxidanty zvySujici oxidacni stres organismu, ve tmé vykazuji antioxidacni aktivitu.
Chlorofyly navic patfi mezi jedny z kvalitativnich parametrii oleje a jsou zodpovédné

za zelenou barvu oliv [27].

1.1.3 Stabilita

Rostlinné oleje podléhaji relativné snadno oxidaci neboli tzv. Zluknuti oleje. Tim se
vyrazné méni jejich vysledna chut’, viiné, nutricni hodnota a nésledné€ i cena. Oxidace je

iniciovana pfitomnosti svétla, kysliku a vysokych teplot. Ke zluknuti mtuze dojit jiz béhem
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produkce oleje, avsak Castéji nastava az béhem jeho nevhodného skladovani. Oxidacni proces
vede k tvorbé toxickych volnych radikaldi, z nichZz nejznaméjsi je skupina tzv. superoxida
[15,31,34]. Odpovéd oleji na oxidaci zavisi na jejich chemickém slozeni [33,35,36].
Odolnost EVOO vuci oxidaci je ve srovnani s ostatnimi rostlinnymi oleji naprosto jedinecna.
Miize za to mnohondsobn¢ vysSi mnozstvi pfirozené se vyskytujicich antioxidantii, které
zpomaluji oxidaci lipidii a tvorbu nezadoucich t€kavych sloucenin. Mezi takové antioxidanty
patii naptiklad fenolické latky [22,32,34]. Pro zjisténi miry oxidace oleje se dle Evropského
nafizeni [37] stanovuji v olejich tzv. tukova Cisla.

K zachovani kvality oleje vyrazné napomaha spravny vybér jeho obalu. Olivovy olej
se obvykle bali do sklenénych, kovovych nebo plastovych obald. Nejprve byly k baleni oleji
dlouho pouzivany plechovky. Nabizely totiz uplnou ochranu proti svétlu, kysliku a vlhkosti.
Aby nedochézelo ke korozi kovového povrchu, byl jejich vnitiek potazen pryskyficemi. Dnes
se vsak s plechovkami setkdme jen vyjimecné. Byly totiz postupné vytlaceny jednim z nejvice
inertnich materiald, sklem. Pro oleje by se mélo pouzivat sklo barevné, jez pak zarucuje stejné
dobrou ochranu proti vlhkosti a oxidaci kyslikem i svétlem jako plechovka. Poslednim bézné
pouzivanym obalovym materidlem pro uchovani olejii je plast. Plastové obaly se vsak
z diivodu nedostatecné ochrany oleje pted vlivem kysliku a svétla nedoporucuji [15].

Jelikoz vysoké teploty vyznamné podporuji oxidacni procesy, je také dulezité veédet,
jak s riznymi druhy oleji nakladat v kuchyni, kde jsou bézné pouzivany na smazeni, peceni,
vafeni ¢i béhem mikrovinného ohfevu, a to navic v kombinaci s kyslikem. Obecné plati,
Ze ¢im je vyS$si stupen nenasycenosti oleje (obsah nenasycenych MK), tim je olej citlivéjsi
na tepelnou degradaci, jako je hydrolyza, oxidace polynenasycenych MK, cis/trans izomerace
a peroxidace lipidii s naslednou polymeraci vzniklych peroxidacnich produkti. EVOO je
velmi bohaty na polynenasycené MK, a proto neni vhodny pro tepelnou Gipravu, obzvlasté pak

na smazeni. M¢l by se tedy pouzivat vyhradné pfi ptipravé studenych pokrmu [38].

1.1.4 Charakterizace

Urceni kvality rostlinnych 1 zivo¢isnych tukt, tedy i olivového oleje, vyZaduje nejen
komplexni znalost jejich sloZeni, ale 1 senzorické hodnoceni a stanoveni ¢etného mnoZstvi
fyzikéalné-chemickych vlastnosti, které odhaluji kvalitativni parametry, jako je naptiklad
cerstvost oleje nebo zralost pouzitych surovin. Pro béznou charakterizaci oleje a kontrolu jeho

ey e

hydroxylové, p-anisidinové, thiobarbiturové a Cislo kyselosti a zmydelnéni. Pfesné stanoveni
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tdchto &isel je popsano v &eskych (CSN) i mezinarodnich (ISO) normach. Zralost pouZitych
oliv pak odhaluje obsah alkyl-esterd [39—-43].

Cislo kyselosti se stanovuje alkalimetricky a je dano obsahem volnych MK, které
vznikaji hydrolytickou degradaci triacylglyceroli béhem zpracovani nebo skladovani oleje,
piipadné Cinnosti pfitomnych enzymt (lipazy) a mikroorganismu. Olivové oleje vyrobené
ze zdravych oliv pomoci Setrnych vyrobnich procesii povolenych spravnou vyrobni praxi
obsahuji obvykle nizky obsah volnych MK, a maji tak malou kyselost, respektive malé Cislo
kyselosti [39,40,43].

Peroxidové cislo, nékdy také uvadéné jako cCislo jodové, ndm poskytuje informaci
omife primarni oxidace oleje korelujici s mnozstvim hydroperoxidi, jez vznikaji
degrada¢nimi procesy z nenasycenych MK. Koncentrace hydroperoxidi v oleji je kvili jejich
vysoké nestabilit¢ proménna: nejprve roste a po dosazeni maxima opét klesa vlivem jejich
degradace na sekundarni oxida¢ni produkty [39,40,43—45]. Stanoveni Ize provést
jodometricky [37] nebo instrumentalné s vyuzitim elektrochemie, chromatografie
¢i spektralnich technik jako jsou spektrofotometrie v UV a viditelné oblasti ¢i fluorescencni,
chemiluminiscen¢ni nebo infracervena spektroskopie. Vyhodou instrumentalnich technik je
jejich vysoka efektivita, jednoduchost, nizka spotteba ¢inidel, vzorku ¢i rozpoustédel a mensi
¢asova narocnost [34,38,39.,43].

Hydroperoxidy MK reaguji dale s jejich radikdly za vzniku sekundarnich oxida¢nich
produktl, jako jsou hydroxykyseliny a oxokyseliny, které se Stépi na ketony, aldehydy
a konjugované dieny. Pro stanoveni vSech sekundarnich oxidacnich produktii neexistuje
univerzalni metoda, proto se jednotlivé skupiny latek stanovuji samostatn€é. MnoZstvi
karbonylovych slouc¢enin ve vzorku vyjadfuje thiobarbiturové ¢islo, které se stanovuje reakci
karbonylii s thiobarbiturovou kyselinou za vzniku cervenych fluoreskujicich produkti.
Ptitomnost konjugovanych diend, jeZ jsou diikazem velmi pokrocilé Zluklosti oleje, odhaluje
p-anisidinové ¢Cislo. Principem této spektrofotometrické metody je reakce dient
s p-anisidinem v nevodném prostfedi za vzniku Zlutych produkti [43,45-47]. Konjugované
dieny a trieny se mohou v olejich detekovat i pomoci specifickych absorp¢nich koeficienti
stanovitelnych ztratou nékterych absorpcnich past v UV-VIS oblasti [39,48].

Esterové cislo, hydroxylové Cislo a ¢islo zmydelnéni jiz nevypovidaji o Zluklosti oleje,
ale charakterizuji dany acylglycerol. Cislo zmydeln&ni udava mnozstvi viech MK ve vzorku.
Na rozdil od c¢isla kyselosti tedy zapocitava i MK, které jsou vazané na glycerol [49].

Esterové Cislo ziskdme odectenim c¢isla kyselosti od ¢isla zmydelnéni, ¢imZz dostaneme
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mnozstvi esterové vazanych MK. Pocet volnych hydroxylovych skupin v glycerolu vyjadiuje
hydroxylové Cislo, které se stanovuje stejné jako Cislo zmydelnéni, avSak po acetylaci volnych
hydroxyli acetanhydridem. Rozdil ¢isla zmydelnéni pfed acetylaci (pivodniho vzorku)
a po acetylaci urcuje Cislo hydroxyloveé [41].

Kvalitativnim znakem pouzitych oliv a jejich fddného zpracovani je obsah alkyl-esterti
MK, které vznikaji esterifikaci volnych MK s niz§imi alkoholy (metanol ¢i etanol). PoSkozené
olivy podléhaji sndze fermentaci a hydrolytickym procesim, proto dochézi k syntéze téchto
produktii ve vétsi mife. Zvyseny obsah esteri MK muze byt zplisoben pouzitim nekvalitnich
oliv pro vyrobu EVOO, $patnym technologickym postupem (lisovani oliv za zvySené teploty),
nebo smichanim EVOO s olivovymi oleji nizké kvality. Stanoveni obsahu estert MK
v olejich se provadi nejcastéji pomoci plynové chromatografie [39].

Senzorickd analyza je stejn¢ dilezitym meéfitkem kvality oleje jako fyzikalng-
chemické testy. Béhem senzorické analyzy je hodnotiteli posuzovana predev§im hotkost,
ostrost a samoziejmé chutnost oleje. Nezddoucimi vjemy je pak zatuchlé, vodnaté, kyselé

nebo bahnité aroma ¢i chut’ [39].

1.1.5 FalSovani

EVOO je dnes naprosto béznym zbozim na pultech obchodid po celém svéte.
Vzhledem k jeho pomérné vysoké prodejni cené vSak patii mezi velmi Casto falSovanou
komoditu. Za Gc¢elem vysSich ziskil ptidavaji nepoctivi vyrobci k EVOO nejen méné kvalitni
olivové oleje ¢i uplné jiné rostlinné oleje, ale nevdhaji dokonce pouzit 1 chemické latky
¢1 materidly, které nejsou vhodné ke konzumaci, a mohou tak vazn€ ohrozit zdravi
spotiebitele. Zadnou vyjimkou neni ani kontaminace EVOO nebezpenymi patogennimi
mikroorganismy [10,39].

Ptestoze databaze o podvodech v potravinach ukazuji, Ze se v ptipadé¢ EVOO jedna
predev§im o ekonomicky motivované falSovani, pfi némz je olivovy olej obvykle smichan
s levnéj§imi rostlinnymi oleji, jakymi je nejcastéji olej sdjovy, ftepkovy, kukuficny,
slune¢nicovy, palmovy, sezamovy ¢i ofechovy [11,12,29,50], pomérné Casto se setkdvame
1 s pripady falSovani EVOO, jez nesouvisi se spravnou vyrobni praxi. V tomto piipade
dochézi k zdméndm jeho zemépisného plvodu, pfipadné neopravnénym pouzitim ochrannych
zndmek ChZO ¢i ChOP, jez se povazuji za zaruku kvality, pravosti, tradice a bezpecnosti,

a oleje s timto oznacenim maji zpravidla vyssi trzni cenu [5,9,21,39].
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Pro posouzeni celkové kvality a pravosti olivového oleje, vcetné jeho diferenciace
a klasifikace podle zemépisného a botanického plvodu, byla jiz navrZzena celd fada
analytickych metod. Tyto metody se obvykle zaméfuji na stanoveni riznych organickych
sloucenin oleje [5,39]. Prvné zkoumanou skupinou latek byly tékavé slouceniny. Ty totiz
z velké c¢asti determinuji chut’ a aroma produktu, a jsou tak klicovymi faktory urcujicimi
zrani a skladovani produktu. Zmeéna jejich slozeni v potravinach se tedy zdd vhodnym
méfitkem pro posouzeni pravosti potravin. V praxi se bohuzel toto stanoveni ukazalo
za nedostateéné [2,5,8,11-13]. Casto se proto setkime se stanovenim profilu MK
a triglyceridt [51-53], pfipadné¢ pak dalSich komponent oleje, jako jsou volné steroly,
alifatické a terpenické alkoholy, fenolické slouceniny, tokoferoly, uhlovodiky a pigmenty
[8,52,53]. Analyza zminénych organickych latek probiha zpravidla plynovou ¢i kapalinovou
chromatografii s riznymi typy detekce. Pro zisk zakladnich informaci o oleji miizeme provést
i screening jeho mineralniho sloZzeni. V soucasné dobé se pro tento ucel pouziva hmotnostni
¢1 opticka emisni spektrometrie, obé ve spojeni s indukéné vazanou plazmou. Analyzy témito
technikami jsou v porovnani s technikami chromatografickymi velmi rychlé a jednoduché

[21].
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1.2 FENOLICKE LATKY

1.2.1 Zakladni charakteristika, déleni a vlastnosti

vvvvvv

Fenolické slouceniny neboli (poly)fenoly (PP) jsou jedny z nejdilezitéjSich
rostlinnych latek. Vyskytuji se v listech, stoncich i kofenech a chrani rostlinu ptfed bylozravci
a mikroorganismy [3,54—-57]. PP hraji klicovou roli v mnoha rostlinnych procesech. Ovliviiuji
rostlinnou patogenezi, vysledné zbarveni rostliny, produkci kotfenovych noduld, interakci
s hmyzem a symbidzu rostlin. Déle se podili na mechanismu reakce rostliny proti stresu [56]
a jsou hlavnimi signalnimi latkami rostlinné reprodukce [3,55,57,58].

PP jsou dnes védci a vyzivovymi poradci skloniovany ve vSech padech. Divodem je
fada prokézanych zdravotnich benefitl, jez je spjata s jejich pravidelnou konzumaci [59,60].
Tyto biologicky aktivni latky maji antimikrobidlni (antibakterialni, antiviroticky,
antimykoticky a  antiparaziticky), protizanétlivé, antialergenni, antitrombotické,
imunostimulaéni, chemopreventivni, analgetické a vasodilata¢ni vlastnosti a snizuji riziko
rakoviny, neurologické degenerace, aterosklerozy, cukrovky, obezity a kardiovaskularnich
a plicnich onemocnéni [3,32,55,56,59,61-63]. Nejvice se vSak v souvislosti s PP diskutuje
o jejich vysoké antioxidaéni aktivité, jez tkvi ve sniZzeni hladiny ¢i uplné eliminaci volnych
radikalli kysliku nebo dusiku v lidském téle. Reakci antioxidantu s reaktivnim volnym
radikalem totiz vznika nereaktivni radikal antioxidantu, ¢imz dochazi ke snizeni oxida¢niho
stresu organismu, ktery je spojovan s mnoha zdravotnimi problémy. Mechanismus
antioxidaéni aktivity fenold, pfi niz dochazi k pfenosu radikdlu vodiku za vzniku stabilni
slouceniny, vysvétluje obrazek 1 [32]. VétSina PP vykazuje nejvétsi kapacitu pii blokovani
téch volnych radikald, které vznikaji béhem prvniho kroku oxidace, afadi se proto mezi
tzv. primarni antioxidanty [22,32,34]. Volné radikdly jsou mutagenni, teratogenni
a karcinogenni Cinidla vyznamné zvysSujici riziko infarktu a trombéz. V potravinach vznikaji
prevazné oxidaci nenasycenych MK. Béhem zpracovani nebo skladovani potravin pak velmi
ochotné reaguji s jejimi ostatnimi slozkami, coz vede mimo jiné i ke zhorSeni
organoleptickych vlastnosti a nutricni hodnoty potravin. PP tedy chrani potraviny a posléze
i clovéka proti oxidacni degradaci [32]. PP mohou také ovlivilovat enzymy zapojené
do vnitrobunééné signalizace [56]. Neméné diileZitou roli hraji PP také v konzervaci potravin
a napoju a v utvareni jejich organoleptickych vlastnosti [3,59,64,65]. Kvili témto jedine¢nym

vlastnostem jsou PP stdle hlavnim tématem mnoha studii [59].
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Obrazek 1 Mechanismus antioxidacni aktivity fenolil [32].

Doposud bylo zaznamendno kolem 8000 zéstupct fenolickych latek, které mohou byt
dle jejich zakladni struktury rozd€leny nejméné na 10 tfid: jednoduché fenoly, fenolické
kyseliny, kumariny, isokumariny, naftochinony, xantony, stilbeny, antrachinony, flavonoidy
alignany [3]. Za nejdualezitéjsi tfidy polyfenolii je povazovana skupina flavonoidii
a fenolickych kyselin (derivaty benzoové a skoticové kyseliny), jez dohromady ¢itaji vice nez
5000 popsanych latek a predstavuji az dvé tietiny vSech fenolickych latek pfitomnych
v potravinach [3,55,58]. Flavonoidy jsou dale klasifikovany na 12 podtfid. Nejznaméjsi
anejvetsi podtiidou je s priblizné 3000 zastupci podtiida flavond. Za nimi jsou se 700
zastupci isoflavony. Dal§imi dileZitymi, ne vSak jiz tak poCetnymi skupinami jsou flavonoly,
flavanony, flavanonoly, antokyany, katechiny a stilbeny [56]. Flavonoidy jsou zndmé svou
vysokou antioxidacni aktivitou, kterou vykazuji hned né€kolika riznymi zpisoby: piimo
zachytavaji reaktivni formy kysliku, inhibuji enzymy odpovédné za produkci superoxidovych
aniontl, chelatuji prechodné kovy a snizuji mnozstvi alkoxylovych a peroxylovych radikala,
¢imz predchazi procesu peroxidace. Epidemiologické studie pak poukazuji na jejich zvlastni
vyznam v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny [3,55,56].

Fenolické latky velice ochotné reaguji se sacharidy za tvorby glykosidi. Cast
molekuly glykosidii bez cukerné slozky nazyvame aglykony. V rostlinach se vyskytuji
obvykle O-glykosidy, méné casty je pak vyskyt C-glykosidi. O-glykosidy maji cukerny
substituent vazan k aglykonu ptes hydroxylové skupiny v poloze 3 nebo 7. C-glykosidy maji

cukerné jednotky vazané vétSinou k Sestému nebo osmému uhliku aglykonu. NejbéZnéji
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vazanymi sacharidy jsou glukoza (glukosidy), ramnéza, galakt6za a arabindza. Vyjimkou neni
ani tvorba diglykosidii. Pomémné cCasta je 1 dalsi substituce cukru acylovymi zbytky, jako je
malonat Ci acetat. Z vyse uvedeného je tedy ziejmé, Ze nomenklatura fenolickych latek neni

vzdy jednoduchd, a proto se poméerné Casto setkavame i s riznymi trivialnimi ndzvy [56,66].

1.2.2 Obecné metody stanoveni fenolickych latek v riiznych matricich

V souvislosti s PP se casto setkavame se stanovenim tzv. antioxidacni kapacity.
Celkova antioxidacni kapacita se nejCastéji stanovuje pomoci riiznych spektrofotometrickych
metod. Tyto metody se dle reakéniho mechanismu déli do dvou hlavnich skupin, jez do jisté
miry probihaji soucasné, avSak na zaklad¢ struktury antioxidantu a pH prostiedi je vzdy jedna
z nich dominantni. Prvni skupinou jsou tzv. SET metody neboli testy zaloZzené na pienosu
elektronu. V tomto ptipadé se sleduje zména barvy roztoku v disledku redukce slouceniny,
kterd od antioxidantu pfijme jeden elektron. Velikost zmény barvy pfitom koreluje
s koncentraci antioxidanti ve vzorku. Do této skupiny spadd napiiklad metoda FRAP
nebo stanoveni pomoci radikélu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPHe). Druhou skupinou
jsou pak tzv. HAT metody neboli testy zaloZzené na pienosu atomu vodiku, kdy dochdzi
ke zhaseni radikalu dodanim atomu vodiku. Z téchto metod je velmi znaméa naptiklad metoda
ORAC nebo TRAP. Jelikoz antioxidacni vlastnosti nevykazuji pouze PP, ale i jiné organické
slouceniny, nejsou spektrofotometrické metody pfesnym meéfitkem obsahu fenolti ve vzorku
[3,22,34,67-70].

Pokud nas zajima kvalitativni ¢i kvantitativni zastoupeni jednotlivych fenolickych
sloucenin, musime zvolit komplexné&j$i metody. Obecny postup stanoveni profilu a obsahu PP
spociva vétSinou v jejich extrakci z matrice vzorku, analytické separaci, identifikaci
a zavéretné kvantifikaci [3,55].

Vzhledem ke komplexnosti matric potravindiskych vzorkli a soucasné k nizké
koncentraci hledanych latek je pfed vlastni analyzou nezbytné zatadit krok izolace
a obohaceni analytu v pfedlozeném vzorku. K tomuto tcelu jsou vhodné rtzné tradi¢ni
1 moderni extrakéni techniky. Pozor si pfitom vzdy musime dat na ztratu nékterych stopovych
analytd [55,71,72]. Proizolaci PP je stdle nejvice pouzZivand extrakce kapalina-kapalina
(LLE) s vyuzitim polarnich rozpoustédel, a to i ptesto, Ze ptiprava vzorku touto cestou je
velmi zdlouhava a vyZaduje jistou miru zru€nosti [55,59]. Dalsi, dnes jiZ tradi¢ni obohacovaci
technikou je 1 extrakce na tuhé fazi (SPE). Ptestoze je SPE obecné povazovana za techniku

univerzalni, jednoduchou, u¢innou a zaroven i jednu z nejlevnéjSich, pro izolaci PP je az
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na druhém misté [55,59,64]. Relativné nedavno byly vSak pro extrakci PP navrzeny
i modernéjsi techniky [54], mezi néz patii naptiklad SPE ¢i LLE mikroextrakce, sorpcni
extrakce michadlem [59], kapalinova extrakce podporovana tlakem, mikrovinnym ohievem
¢i ultrazvukem, superkritické fluidni extrakce nebo extrakce disperzni tuhou fazi [54,55].
Tyto inovativni postupy jsou oproti t¢m tradicnim velmi rychlé, ucinné, Setfi energii, ¢inidla
1 rozpoustédla a jejich optimalizace je nendro¢na a mnohdy ani neni nutna [72].

Po izolaci PP pfichazi v naprosté vétsin€ ptipadl na fadu néktera separacni analyticka
technika, jakou je naptiklad plynova chromatografie (GC). GC byla pro analyzu PP pouzita
jiz na zacatku Sedesatych let. Prvni publikace zabyvajici se GC analyzou fenolickych latek
popisuje separaci derivatizovanych flavonoidl na silikonové polymerni koloné s naslednou
tepeln¢ vodivostni detekci. Piestoze ma GC obrovskou vyhodu ve vysokém rozliSeni pikl
anizkych detek¢énich limitech [56], jeji zasadni nedostatek tkvi v nutnosti derivatizace
ptirozené netékavych PP [55]. PP navic obsahuji vice nez jednu hydroxylovou skupinu,
a produkuji tak hned nékolik derivatt, s ¢imz nésledné souvisi i jejich obtizna kvantifikace.
Nejcastéjsimi derivatizacnimi ¢inidly jsou N,O-bis-(trimetylsilyl)-trifluoracetamid a N-(tert-
butyldimetylsilyl)-N-metyltrifluoroacetamid, které PP pievadi na té€kavé silyl derivaty.
Separace derivatii pak probiha na nepolarni kolon€ s linedrnim teplotnim programem (nejvyse
300 °C) a dlouhymi separacemi trvajicimi az 90 min. K detekci se v soucasné dob¢ vyuziva
hmotnostni spektrometrie (MS) s elektronovou ionizaci (EI), kterd diky rozsahlé knihovné
spekter vyznamné usnadiiuje identifikaci slouc€enin [56]. V publikacich vyuZivajicich GC
instrumentaci byly analyzovany ptfedevS§im flavonoidy v rostlinach, a to za G¢elem urceni
taxonomie rostlin a specifikace jejich lé€ebného vyznamu. DalSimi castymi vzorky
jsou potravinarské produkty, v nichz je na zaklad€ profilu a mnozstvi PP posuzovana
antioxidacni kapacita a pravost vyrobku. Posledni skupinou vzorki jsou pak télni tekutiny lidi
1 zvifat, v nichz se sleduje metabolismus fenolickych latek. Kvlili komplikacim spojenych
snutnou derivatizaci byla GC instrumentace postupné nahrazena jinymi analytickymi
technikami [56].

Absolutné nejpouzivanéj$i separacni technikou se pro stanoveni PP stala
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (RP-HPLC)
[55,56,71], pfi nichZ je mobilni faze (MF) polarnéjSiho charakteru nez faze stacionarni (SF).
Pro separaci PP jsou pouZivany prevazné kolony plnéné chemicky véazanym silikagelem,
nejcastéji oktadecyl-silikagelem (C18) nebo oktyl-silikagelem (C8). Dale se s uspéchem
vyuzivaji pentafluorfenylové, fenylhexylové ¢i amidové stacionarni faze. Pokud potiebujeme

pracovat pfi nizkych zpétnych tlacich ¢i pfi vysokych pritocich, 1ze s vyhodou vyuzit i dnes
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velmi popularni monolitické kolony [55]. Z divodu pomérné vysoké tepelné lability PP neni
vhodné kolony vyhiivat na vysoké teploty. Béhem analyz se tedy udrzuje teplota kolem 30 °C
[38,64,73—75]. Protoze je obvykle PP frakce v analyzovanych vzorcich velmi komplexni, je
k separaci vyuzivana gradientova eluce mobilnich fazi obsahujicich vzdy vodnou slozku
a polarni organické rozpoustédlo, kterym je tradicné acetonitril nebo metanol. Vodna slozka
¢1 ob¢ slozky MF jsou zpravidla okyselovany organickymi (kyselina mravenci ¢i octova)
nebo anorganickymi kyselinami (kyselina fosforecnd) [3,55,56,64,75]. Jelikoz PP ve své
struktufe prirozen¢ obsahuji chromofor a néckteti zastupci dokonce i fluorofor, jejich
nejbeéznéjsim detekénim systémem je spektrofotometricky [71] ¢i fluorescencni detektor [55].
Standardné se dnes pouzivd 1 citliva MS detekce, kterd zaroven poskytuje strukturni
informace o eluovanych slouceninach. Citlivost a selektivita MS instrumentace miize byt
navic zvySena pouzitim tandemové MS [55]. Velmi vhodnou metodou analyzy PP je rovnéz
HPLC spojena s coulometrickou detekci s elektrodovym polem. Poskytuje totiz vysokou
selektivitu a citlivost (je mnohem citlivéjs$i nez spektrofotometricka detekce) a vzorek neni
nutné extrahovat, Cistit nebo zakoncentrovavat. Tato metoda byla jiz uspésné aplikovana
pro stanoveni PP v pfirodnich napojich, rostlinnych vytazcich, dzusech, pivu a vinu [75].

Nedavno bylo dosazeno zlepSeni uc¢innosti chromatografického stanoveni zavedenim
ultra vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC). UHPLC pro separace vyuZziva
velkou pritokovou rychlost v kombinaci s kolonami plnénymi velmi malymi Casticemi
(1,8 um) pravidelného tvaru. JelikoZz se pracuje pii vysokych zpétnych tlacich, jsou u této
techniky kladeny vysoké naroky na kvalitu a stabilitu ¢erpadel. Hlavnimi vyhodami UHPLC
jsou oproti konvenéni HPLC vyznamné krat$i retencni Casy, lepsi rozliSeni a vyssi citlivost.
Spojeni UHPLC-MS je dnes rovnéz rutinni technikou [55,76—78].

Kapilarni elektroforéza (CE) predstavuje doplitkovou a dalo by se fict i alternativni
benefitl, mezi néZ patii zejména vysoka rychlost, G¢innost a rozliSeni, nizké naklady
a extrémné malé mnoZstvi potfebného separacniho pufru a analyzovaného vzorku [3,54,59].
Pomoci CE lze vSak separovat pouze nabité analyty. Z fenolickych latek proto mize byt CE
aplikovdna pouze na fenolické kyseliny, které jsou v mirn€ alkalickém pH disociovany
[55,56]. Standardnim detek¢nim systémem je spektrofotometricky detektor [55,59]. Diky
hydroxylovym skupindm fenold, které jsou pii mirném oxida¢nim potencidlu elektroaktivni,
se vSak muze pouzit i velice citliva, selektivni a pfesnd elektrochemickéa detekce. Vyjimkou

dnes neni ani MS detekce [55]. CE je oproti kapalinové chromatografii mnohem vice zavisla
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na matrici vzorku, nema pftili§ pfiznivou opakovatelnost a poskytuje az 10x horSi meze
stanovitelnosti. Vyznamného HPLC konkurenta z ni vSak déla az 5x krats$i doba analyzy [56].
Pro stanoveni PP je dale vhodna i technika micelarni elektrokinetické chromatografie
(MEKC) [55]. MEKC je hybridni technika kombinujici principy RP-HPLC a CE, coz vede
k moznosti separace neutrdlnich 1 elektricky nabitych latek v jedné analyze. MEKC je totiz
zalozena na hydrofobicité, diky niz dochazi k rozdélovani analytu nejen mezi elektricky
hnanou MF (elektrolytem) a na kolon¢ ukotvenou SF, ale do fazovych rovnovah vstupuje
1tzv. pseudostacionarni micelarni faze. Micely mohou s opa¢né nabitymi analyty tvorit
elektroneutralni iontové asociaty, které jsou spolu s ostatnimi neutralnimi latkami unaseny
elektroosmotickym tokem (EOF) k detektoru. Eluce analytii je zavisla na jejich afinité
k vodné MF, micelarni pseudostacionarni fazi a tenzidem pokryté SF [56]. Jako separacni
médium se zde Casto pouziva kombinace boratového pufru o vysokém pH a micel tenzidu
dodecyl siranu sodného [3]. MEKC vykazuje natolik dobrou selektivitu, Ze poskytuje dokonce
lepsi separace nez CE [55,56]. Porovnavame-li MEKC s HPLC, je kvalita dosazenych dat
shodnd, avSak v ptipadé MEKC jsou dané vysledky ziskané v polovi¢nim c¢ase. Zasadni
V odvétvi PP byla aplikovana i dal$i hybridni technika spojujici vyhody a principy CE
a HPLC. Touto technikou je pomérné¢ malo diskutovand kapilarni elektrochromatografie
(CEC) [55]. CEC separace probihaji obvykle na klasické nepolarni koloné¢ pomoci b&zné
uzivanych MF. Hlavnim rozdilem mezi CEC a HPLC je zpiisob ¢erpani mobilni faze kolonou.
CEC totiz vyuziva EOF. Detekce PP je pak standardné pomoci UV-VIS spektroskopie [56].
Nedostatkem CEC je vSak dlouha doba potifebna pro ustaleni zékladni linie [55]. Samotné
analyzy jsou oproti LC mirné kratsi a potadi eluovanych latek je ptesné opacné [56].
Zajimave je 1 stanoveni PP technikami infracervené spektroskopie. Pro tyto ucely se
vyuziva blizka infracervena (NIR), pfipadné stfedni infraervend (MIR) oblast spektra,
ale vyjimkou neni 1 pouziti slozit€$i instrumentace, jako je infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR) kombinovana s technikou zeslabené¢ho uplného odrazu
(FTIR-ATR) ¢i Ramanova spektroskopie. Tyto metody jsou vSestranné, jednoduché a rychlé
ajsou pouzivany pro identifikaci i kvantifikaci vyznamnych slou¢enin v potravinaiskych
vyrobcich, zejména ve vzorcich masa, ryb, piva, ovocnych §tav a nyni také olivového oleje

[4,10].
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1.2.3 Fenolické latky olivového oleje a jejich stanoveni

Prestoze jsou PP pouze minoritnimi slozkami EVOO, hraji dilezitou roli v jeho
organoleptickych vlastnostech. Davaji olejim jejich typickou vini a chut, obzvlasté pak
ostrost, hotkost a Stiplavost [36]. Dle jiz dokoncenych studii je navic naprosto ziejmy piiznivy
vliv PP olivového oleje na lidské zdravi. Tyto biologicky aktivni latky jsou dnes proto
dikladné zkoumany s cilem stanovit jasny vztah mezi jejich pfijmem a rizikem vyskytu
mnoha vice ¢i méné zavaznych onemocnéni [32,79-81].

Ackoli se béhem vyrobniho procesu dostanou z oliv do oleje pouze 2 % PP, jeho
extrakcei polarnimi rozpoustédly ziskame fenolickou frakci, ktera bézné obsahuje vice nez
36 strukturné odlisnych fenolickych sloucenin zahrnujicich fenolické kyseliny a alkoholy,
secoiridoidy, flavonoidy, lignany a aldehydy. Celkové mnozstvi PP pfitomnych v EVOO se
pak obvykle pohybuje v rozsahu 50—-1500 mg/kg. Ze vSech fenolickych latek se v EVOO
nachazi v naprosto nejvyssim mnozstvi secoiridoidy. Majoritnimi a zaroven nejznaméjSimi
secoiridoidy olivového oleje jsou derivaty a izomery oleuropeinu a ligstrosidu, coz jsou
dialdehydické formy kyseliny elenolové spojené s fenolickymi alkoholy hydroxytyrosolem
¢i tyrosolem. Z fenolickych kyselin mtze byt detekovana kyselina p- a o-kumarova, vanilova,
kavova, syringova, sinapova, p-hydroxybenzoova ¢i protokatechova. Mezi lignany oleje patfi
1-acetoxypinoresinol ¢i 1-pinoresinol. Z flavonoidl je v EVOO zastoupen luteolin a apigenin.
Vanilin je pak téméf jedinym zastupcem ze skupiny aldehydi, jez se v EVOO miiZe objevit
[9,32,34,72,79,82—-84].

PP s vyS$§im poctem hydroxylovych skupin jsou extrémné silnymi antioxidanty,
ponévadz jsou pfi reakci s volnymi radikaly schopné tvofit intramolekularni vodikové vazby.
Vazba fenyl-OH je navic oslabovana elektron-donorovym substituentem, coz také stabilizuje
fenoxy-radikal. Pravé z téchto diivodil jsou secoiridoidy ¢i fenolické alkoholy (hydroxytyrosol
a tyrosol) bezesporu nejsilnéjSimi antioxidanty olivového oleje [32]. Zvlastni pozornost
ze vSech ptitomnych fenolickych sloucenin pfitahuje hydroxytyrosol, jehoZ silnd antioxidacni
kapacita je pfisuzovana hlavné orto-difenolové struktufe. Hydroxytyrosol je specificky také
tim, ze mize byt syntetizovan endogenné v lidském téle. Je totiZ produktem oxidativniho
metabolismu dopaminu [35]. Olivovy olej se relativné nedavno dostal do povédomi globalné
vyznamnych organd, jako je Evropsky ufad pro bezpec¢nost potravin (EFSA) nebo Evropské
komise, coby dilezity zdroj pravé hydroxytyrosolu a jeho derivatd (tyrosolu a forem
oleuropeinu), jez chrani lipoproteinové c¢astice cholesterolu s nizkou hustotou (LDL)

pred oxida¢nim poskozenim [85]. Evropskd komise tuto hypotézu oficidlné potvrdila
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v kvétnu roku 2012, kdyz prohlésila: “Polyfenoly z olivového oleje ptispivaji k ochrané
krevnich lipidi pfed oxidativnim stresem®. Toto tvrzeni je platné pro vsSechny EVOO
obsahujici nejméné 5 mg hydroxytyrosolu a jeho derivatd ve 20 g oleje [86]. Mnozstvi
secoiridoidi béhem skladovani oleje pak dochazi k nariistu koncentrace téchto latek [32].

Je znamo, ze obsah a slozeni PP v EVOO je ovlivilovano mnoha faktory, jako je
botanicky (kultivar olivovniku) a geograficky (zemépisna Sitka a vyska) ptivod oliv, jejich
stupen zralosti, zeméd¢lské technologické postupy (zalévani, hnojeni, druh a kvalita ptdy),
podnebi vcetné klimatickych podminek béhem ristu a v neposledni fad¢ také cely proces
zpracovani, vyroby a uchovani oleje [19,32,34,87-91]. Zatimco celkovy obsah PP poskytuje
informace o kvalit¢ oleje, fenolicky profil je uzitecny pro monitorovani dodrzeni
technologického postupu a charakterizace EVOO. Diky této unikatni form¢ tzv. fingerprintu
(otisku prstu) tak mizeme rozliSit pravost olejd, s ¢imz souvisi i odhaleni jejich zemépisného
¢1 botanického piivodu [89,92,93]. Prave z vySe uvedenych divodu je velky zajem o vyvinuti
univerzalni, citlivé, rychlé a pro Zivotni prostfedi Setrné metody absolutni kvantifikace téchto
biologicky aktivnich sloucenin v komer¢né dostupnych olivovych olejich [9,94].

Pro stanoveni PP olivového oleje je nejvyznamnégjsi technikou RP-(U)HPLC
na nepoldrnich C18 kolonach s néslednou spektrofotometrickou, fluorescenéni
nebo elektrochemickou detekci, ¢i ve spojeni s hmotnostni nebo tandemovou hmotnostni
spektrometrii. HPLC stanoveni PP je v§ak pomérné zdlouhavy proces. Separace PP totiz trvaji
30-90 min a experiment navic zdsadné prodluzuje nezbytny a zpravidla ¢asoveé naro¢ny krok
precisténi a zakoncentrovani PP pomoci LLE (mikro)extrakce nebo SPE extrakce na C18
kolonkach [9,29,78,84,90,95,96]. Kuvalitativni a kvantitativni stanoveni pak komplikuje
predevsim obrovské mnozstvi izomernich forem secoiridoidi, a dale také velmi casta koeluce
a roz§ifovani pikt [96].

Kapilarni elektroforéza by se mohla zdat vhodnou alternativou, protoze obecné
polyfenoly olivového oleje (secoiridoidy) nebylo mozné touto metodou analyzovat a jiz
publikované poznatky jsou navic neuplné [20,28,58,83].

Spektrofotometrické metody jsou sice jednoduché a levné, nicméné tyto metody
neposkytuji zadné kvalitativni informace o PP ve vzorku. Casto jsou vsak pouZivané
pro rychlé stanoveni riznych antioxidacnich kapacit nebo celkového obsahu fenolickych latek

v EVOO [78,95].
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Identifikace i1 kvantifikace fenoli olivovych oleji je samoziejmé mozna 1 pomoci
dalsich technik, jako je plynova chromatografie, nuklearni magnetickd rezonance (NMR)
nebo IR spektroskopie, avSak studii zabyvajicich se témito metodami neni mnoho
[11,89,93,97-99]. Pritom napiiklad NMR spektroskopie je dnes povazovéna za jeden
z dilezitych nastroji ke zjisténi hlavniho chemického profilu jakékoli komplexni matrice.
Navzdory nizsi citlivosti, kterou je mozné razantné zvysit peclivou optimalizaci, umoziuje
tato technika detekovat a kvantifikovat analyty ve vzorcich bez jejich zdlouhavych
chemickych tprav nebo piedchozich separaci [100]. Obzvlasté dobré vysledky pak NMR
poskytuje v ptipadé kapalnych vzorkt [101], mezi néz spadaji pravé i rostlinné oleje
[102—-104]. Kvuli sou¢asnému pozoruhodnému zajmu o stanoveni fenolickych latek v EVOO
bylo nedavno publikovano nékolik studii, v nichz byly oleje analyzovany pravé NMR
technikou bez jejich pfedchozi tGpravy a detekovanym fenolickym latkdm byly ptifazeny
specifické rezonance [105—108].

Analytické techniky vytvareji obecné velké datové sady, které vyzaduji pouziti
pokrocilych chemometrickych metod pro ziskdni maximalniho mnozstvi uzitecnych
informaci. S vyhodou se pouZziva linearni diskrimina¢ni analyza, analyza hlavnich komponent,
faktorova analyza, diskrimina¢ni analyza s metodou c¢asteCnych nejmensSich ctverct (PLS-
DA) nebo klasifikacni metoda SIMCA (Soft Independent Modelling by Class Analogy), ktera
kombinuje linearni regresni analyzu s analyzou hlavni komponenty. Nové algoritmy, jako
jsou umélé neuronové sité a podplirné vektorové stroje nebo tzv. ndhodny les, navic prokézaly
v poslednich deseti letech vynikajici vysledky pfi analyze komplexnich datovych souborti

v mnoha oblastech vyzkumu, v€etné€ potravinaiského [21].
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1.3 EXPERIMENTALNI CAST

1.3.1 Pristroje a prislusenstvi

Pro analyzu fenolickych latek byl pouzit kapalinovy chromatograf slozeny z degaseru
DGU-20 A3R, cerpadel LC-20AD, detektoru s diodovym polem SPD-M20A (DAD)
a hmotnostnim detektorem LCMS-2020 (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko). MS detektor byl
vybaven elektrosprejovou ionizaci (ESI) a jednoduchym kvadrupolovym analyzatorem. Bylo
pouzito manudlni davkovani s vnéjsi davkovaci smyckou o objemu 5 pl (model 7725
Rheodyne, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Separace byly provedeny na analytickych
kolonach Ascentis Express C18: 15 cm x 4,6 mm x 2,7 um, Ascentis Express F5: 15 cm X
4,6 mm % 2,7 um a Ascentis Express C18: 15 cm x 3 mm x 2,0 um (vSechny kolony Supelco,
Bellefonte, PA, USA).

Pii LLE extrakci fenolii z EVOO byla pro efektivni oddéleni fazi pouzita centrifuga
ICB (model 4222, ICB collection, Italie) pracujici pti 4000 otackach za minutu.

Pro odpareni extraktu byla vyuzivana odparka EZ-2 (Genevac Ltd, Ipswich, Anglie).

Vsechny vzorky pfipravené k nastfiku byly pted vlastni HPLC analyzou ptefiltrovany
pres 0,45um sttikackové nylonové filtry (Agilent, Santa Clara, USA).

1.3.2 Pouzité chemikalie

Pouzité standardy fenolickych latek

Apigenin, > 99 % Extrasynthese, Genay, Francie
Ethylgalat, > 96 % Sigma-Aldrich
Hydroxytyrosol, > 90 % Extrasynthese

Kyselina ferulova, > 98 % Sigma-Aldrich

Kyselina gallova, > 97,5 % Sigma-Aldrich

Kyselina kavova, > 98 % Sigma-Aldrich

Luteolin, > 97 % Sigma-Aldrich

Oleuropein, > 98 % Sigma-Aldrich

Tyrosol, > 95 % Extrasynthese
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Ostatni chemikalie

HCOOH, 99% Sigma-Aldrich
Metanol, p.a. Sigma-Aldrich
n-Hexan, 99% Sigma-Aldrich
Acetonitril, p.a. Sigma-Aldrich

Redestilovand voda (18 MQ/cm) byla ziskana pomoci systému Milli-Q SP Reagent Water
System (Millipore, Bedford, MA, USA)

1.3.3 Analyza fenolickych latek v italskych EVOO

1.3.3.1 Analyzované vzorky EVOO

Pomoci RP-HPLC-DAD/MS bylo analyzovano 68 italskych EVOO. Vzorky byly
ziskany pfimo od vyrobct z 9 italskych regiont: 18 vzorkli pochazelo z Apulie, 10 vzorkl
ze Sicilie, 14 vzorkti z Lazia, 15 vzorkll z Toskanska, 2 vzorky z Umbrie, 4 vzorky
z tzv. Gardy (Lombardie, Benatsko a Tridentsko-Horni Adize), 2 vzorky z Kalabrie, 2 vzorky
z Ligurie a 1 vzorek z Kampanie. Nékteré vzorky EVOO se pySnily chrdnénym oznacenim
(ChOP nebo ChZO) ¢i certifikatem ekologického zemédélstvi (BIO), jiné byly smési riznych
druhti oliv (tzv. blend oleje). Informace o Ccislovani vzorkli ajejich geografickém
a botanickém pivodu jsou uvedeny v tabulce 1. VSechny EVOO byly ze sklizné roku 2017.
Informace o podminkach riistu olivovnikd, sbéru a zralosti oliv a technologickém zpracovani
oleje nejsou zndmy. VSechny vzorky byly uchovavany ve tmé pti laboratorni teploté a byly

zpracovany ithned po jejich otevieni [84,109].

1.3.3.2 Priprava standardii fenolickych liatek

Kalibra¢ni roztoky hydroxytyrosolu, tyrosolu, kyseliny kavoveé, feruloveé, gallové,
apigeninu, luteolinu a oleuropeinu byly pfipraveny z jejich standardnich zasobnich roztokt
o koncentraci 1 g/l v metanolu. Kalibra¢ni rozsah byl 0,1-100 mg/kg a kazdy kalibracni
roztok obsahoval 50 mg/kg ethylgalatu jako vnitiniho standardu (IS) [84].
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Tabulka 1 Seznam EVOO vzorkl véetné informaci o jejich botanickém a zemépisném ptivodu.

Poznamky: B.-A.-T. = Barletta-Andria-Trani, BIO = produkt byl pfipraven za podminek ekologického
zeme&délstvi, ChOP = chranéného oznaceni plivodu, ChZO = chranéné zemépisné oznaceni, NS =
nespecifikovano, P/V = pobiezi (P)/vnitrozemi (V), ZP = zemépisné poloha (S = sever, J = jih, Sc =

Sicilie).
Vzorek v . . “ .
Sislo Mésto Region 7P P/V Druh oliv, Oznaceni kvality

1 Trapani Sicilie Sc P 100 % Nocellara del Belice, ChOP,
Valle del Belice

2 Trapani Sicilie Sc P 100 % Nocellara del Belice, ChOP,
Valle del Belice

3 Ragusa Sicilie Sc P 100 % Tonda Iblea

4 Trapani Sicilie Sc P Cerasuola-Nocellara del Belice, BIO

5 Trapani Sicilie Sc P 100 % Nocellara del Belice, ChOP,
Valle del Belice

6 Trapani Sicilie Sc P ChOP, Val di Mazara

7 Palermo Sicilie Sc P Biancolilla-Nocellara del Belice, ChOP,

Val di Mazara

8 Syrakusy Sicilie Sc P 100 % Tonda Iblea, ChOP

9 Trapani Sicilie Sc P 100 % Nocellara del Belice, ChOP,
Valle del Belice

10 Ragusa Sicilie Sc P 100 % Tonda Iblea

11 Benevento ~ Kampanie S Vv 100 % Ortice

12 B.-A.-T. Apulie J P 100 % Frantoio

13 B.-A.-T. Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Terra di Bari

14 Bari Apulie J P NS

15 Bari Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Terra di Bari

16 Bari Apulie J P 100 % Coratina

17 B.-A.-T. Apulie J P 100 % Coratina

18 Bari Apulie J 100 % Ogliarola

19 Bari Apulie J ChOP, Terra di Bari
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Vzorek

Sislo Mésto Region 7P P/V Druh oliv, Oznaceni kvality

20 Bari Apulie J P ChOP, Terra di Bari

21 Bari Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Castel del
Monte

22 B.-A.-T Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Castel del
Monte

23 Bari Apulie J P ChOP, Terra di Bari

24 B.-A.-T Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Castel del
Monte

25 B.-A.-T Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Castel del
Monte

26 Bari Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Castel del
Monte

27 B.-A.-T Apulie J P 100 % Coratina, ChOP, Castel del
Monte

28 Bari Apulie J P 100 % Coratina

29 Bari Apulie J P 100 % Coratina, Castel del Monte,
ChOP

30 Catanzaro Kalabrie J P 100 % Carolea, ChOP, Lametia

31 Catanzaro Kalabrie J P 100 % Carolea-Lametia, ChOP,

Lametia

32 Terni Umbrie S ChOP, Umbria, Colli Orvietani

33 Perugia Umbrie S BIO

34 Latina Lazio S P NS

35 Viterbo Lazio S A% 100 % Leccino

36 Viterbo Lazio S A% BIO

37 Viterbo Lazio S A% NS

38 Viterbo Lazio S \% ChOP, Tuscia

39 Rim Lazio S P Leccino-Carboncella, ChOP, Sabina
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Vzorek

Sislo Mésto Region 7P P/V Druh oliv, Oznaceni kvality
40 Rim Lazio S P Leccino-Carboncella, ChOP, Sabina
41 Rim Lazio S P Leccino-Carboncella, ChOP, Sabina
42 Rim Lazio S P ChOP, Sabina
43 Rieti Lazio S A% Raja-Carboncella, ChOP, Sabina
44 Rieti Lazio S A% Leccino-Frantoio, ChOP, Sabina
45 Rim Lazio S P Carboncella-Leccino-Salviana, ChOP,
Sabina
46 Rim Lazio S P Leccino-Frantoio, ChOP, Sabina
47 Viterbo Lazio S Vv 100 % Leccino
48 Livorno Toskansko S P Frantoio-Moraiolo-Maurino-Picholine
49 Florencie Toskansko S A% BIO, ChZO, Toscano, Colline di
Firenze
50 Florencie Toskansko S Vv BIO
51 Florencie Toskansko S A% ChZO, Toscano
52 Florencie Toskansko S \Y Moraiolo, ChZO, Toscano
53 Florencie Toskansko S \Y ChOP, Chianti Classico
54 Grosseto Toskansko S P 100 % Olivastra Seggianese, ChOP,
Seggiano
55 NS Toskansko S A% ChZO, Toscano
56 NS Toskansko S ChZO, Toscano
57 Florencie Toskansko S \% BIO, ChZO, Toscano, Colline di
Firenze
58 Florencie Toskansko S V  Moraiolo-Frantoio-Leccino-Americano,
BIO, ChOP, Toscano
59 Florencie Toskansko S Vv 40 % Frantonio-30 % Moraiolo-30 %
Leccino, ChZO, Toscano
60 Florencie Toskansko S Vv Moraiolo, ChZO, Toscano
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Vzorek

Sislo Mésto Region 7P P/V Druh oliv, Oznaceni kvality
61 Florencie Toskansko S A% ChOP, Chianti Classico
62 Grosseto Toskansko S P 100% Olivastra Seggianese, ChOP,
Seggiano
63 Janov Ligurie S P Lavagnina, ChOP, Riviera Ligure
64 Imperia Ligurie S P Taggiasca, ChOP, Riviera Ligure
65 Trento Garda S A% Casaliva-Leccino, ChOP, Garda
(Tridentsko- Trentino
Horni Adize)
66 Verona Garda S A% Casaliva-Leccino, ChOP, Garda
(Benatsko) Orientale
67 Verona Garda S A% Casaliva-Leccino, ChOP, Garda
(Benatsko) Orientale
68 Brescia Garda S V  100% Leccino, ChOP, Garda Bresciano
(Lombardie)

1.3.3.3 Extrakce fenolickych latek z EVOO

Fenolické slouceniny byly z EVOO extrahovany nepatrné modifikovanym postupem
dle Ricciutelliho [110]. V 1 ml n-hexanu byl rozpustén 1,0 g olivového oleje a nasledné byl
pridan 1 ml smési metanol/voda (3:2; v:v). Po dikladném promichéni a centrifugaci po dobu
5 minut pii 4000 rpm byla dolni polarni fdze odebrana. Tento proces byl opakovan 3x.
Ke spojené polarni fazi byl pfidan 1 ml n-hexanu pro odstranéni zbytki oleje. Po centrifugaci
byla znovu oddélena poléarni faze s vyextrahovanymi PP. Po ptidani vnitfniho standardu byl
extrakt odpaten do sucha a odparek byl pro RP-HPLC-DAD/MS analyzu rozpustén v 0,5 ml
metanolu a ptefiltrovan ptes 0,45 um nylonovy filtr. Extrakce byla u vSech vzorka provedena
tiikrat a kazdy extrakt byl poté tiikrat analyzovan (n = 9 pro kazdy vzorek) [84].

Utinnost LLE extrakce byla zjisténa za pouZiti vzorku zelného oleje [110]. Zelny olej
byl piedtim analyzovan pro potvrzeni, Zze neobsahuje stejné polyfenoly jako EVOO [111].
Postup extrakce byl proveden po pfidani znamého mnozstvi kyseliny gallové, kavoveé,

ferulové, luteolinu, oleuropeinu, apigeninu, tyrosolu a hydroxytyrosolu do 10 g vzorku. Jeden
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gram tohoto obohacené¢ho oleje byl nasledné extrahovan vysSe uvedenym postupem, vcetné

ptidavku vnitiniho standardu [84].

1.3.3.4 Podminky chromatografické separace a detekce fenolickych latek

Separace byla provedena na analytické kolon¢ Ascentis Express C18 (15 cm x 4,6 mm
x 2,7 um). Mobilni faze byla slozena z 0,1% kyseliny mravenci ve vodé (A) a 0,1% kyseliny
mraven¢i v acetonitrilu (B). K separaci byla vyuzita gradientovd eluce s ndasledujicim
programem: 0 min — 10 % B; 4 min — 35 % B; 12 min — 47 % B; 12,5 min — 60 % B;
16 min — 75 % B; 21 min — 100 % B. Priitok mobilni faze byl 1 ml/min, teplota kolony 25 °C
a davkovany objem 5 pl.

Detektor s diodovym polem byl nastaven na sledovani vlnové délky pii 280 nm.
Hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem pracoval za nésledujicich podminek:
snimani zapornych iontd v rozsahu m/z 100-800, teplota odpatovani 300 °C, prutok
rozprasovaciho plynu (dusik) 1,5 1/min, pritok suSiciho plynu (dusik) 5 1/min a teplota

350 °C [84].

1.3.3.5 Podminky NMR analyzy fenolickych latek v EVOO

NMR analyza neprobéhla u vSech vzorkii EVOO z diivodu vazné poruchy pfistroje.
K porovnani vysledkit RP-HPLC-DAD/MS a NMR spektroskopie bylo proto pouzito pouze
32 vzorkli. Vzorky byly analyzovany pifi konstantni teploté¢ 298 K na 500 MHz NMR
spektrometru Agilent ProPulse vybaveném gradientni sondou One NMR. Spektra byla métena
s rozliSenim lepSim nez 1,5 Hz (vztazeno k signédlu referencniho standardu tetrametylsilanu).
Detailni parametry jednotlivych NMR experimentll jsou uvedeny v pfislusné literatuie
[84,100,112]. VSechna NMR spektra byla zpracovana (fazovani, integrace, kalibrace) pomoci
pocitatovych programit ACD/Labs NMR 2012, MestreNova 6.6.2 a TopSpin 3.7.

Vzorky oleje byly pfed NMR analyzou rozpustény v deuterovaném chloroformu
(CDC13) se stopami tetrametylsilanu. Dle literatury [113] je nezbytné udrzovat piesny pomér
oleje k CDCl13, ktery v nasem piipadé odpovidal mnozstvim 122 pl oleje a 478 pl CDCls.
Zkumavky s touto smési byly okamzité utésnény, aby se zabranilo odpafovani rozpoustédla,
které¢ by mohlo ovlivnit chemicky posun mnoha signalt.

NMR analyza nebyla pfedmétem této prace, a nebyla tedy provedena autorkou.

Stanoveni PP pomoci NMR bylo provedeno v rdmci spoluprace béhem Erasmus pobytu

40



o 24

a podminkéch a vysledcich méfeni jsou popsany ve spolecném ¢lanku [84].

1.3.3.6 Statisticka analyza fenolickych latek nalezenych v EVOO

Ziskand data byla podrobena statistické analyze pomoci jednorozmérnych
i vicerozmérnych statistickych metod. Pro stanoveni statistické vyznamnosti jednotlivych
proménnych byla vyuzita analyza rozptylu (ANOVA) v programu QC Expert 2.5 (Trilobyte,
CR). Pro zji§téni vztahu mezi mnozstvim fenolickych latek a kvalitou olivového oleje byly
pouzity tifi vicerozmérné statistické metody: faktorova analyza (FA), analyza hlavnich
komponent (PCA) a linearni diskrimina¢ni analyza (DA). Pro vicerozmérnou analyzu dat byl
vyuzit program Statistica 12 (StatSoft, Inc.; Tulsa, OK, USA). FA a PCA poskytuji informace
o vzajemném vztahu objektii. Objekty umisténé blizko sebe jsou si podobné, a naopak objekty
od sebe vzdalené jsou si nepodobné. Tteti kategorii jsou tzv. outliery, coz jsou objekty
vyznamn¢ odlehlé od ostatnich objekt. Rozdil v téchto metodach je, ze zatimco u FA je
daraz kladen na transformaci pozorovanych proménnych ze zakladnich faktord, u PCA je
daraz kladen na transformaci hlavnich slozek z pozorovanych proménnych. Dalsi z pouzitych
statistickych technik byla DA, kterd na zdkladé¢ znamé grupovaci proménné klasifikuje
objekty do skupin [109,114]. V této studii byl sledovan vliv zemépisného ptivodu oleje
na obsah a profil fenolickych latek.
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1.4 VYSLEDKY A DISKUSE

1.4.1 Izomerace fenolickych latek olivového oleje

vvvvvv

nejbeéznéjsi zastupce secoiridoidi v EVOO patii oleuropein (HTY-EA) a ligstrosid (TY-EA),
vcetné jejich dekarboxymetylovanych analogii oleaceinu (HTY-EDA) a oleokantalu (TY-
EDA). Molekula zminénych ¢tyt sloucenin se sklada z tyrosolu (TY) nebo hydroxytyrosolu
(HTY) a kyseliny elenolové (EA), pfipadné jeji dekarboxymetylované formy (EDA).
Chemické struktury téchto sloucenin jsou pfehledné znazornény na obrazku 2.

Secoiridoidy podléhaji velmi casto mnoha rlznym strukturnim pifeskupenim
a degrada¢nim procesim vedoucich k tvorbé velkého mnozstvi jejich analogii a izomeri
[89,94]. Hlavni degradacni, pfesmykové aizomerni reakce jsou spolu s produkty a jejich
kédovymi znaky zndzornény na obrazku 3. Jak je z obrazkd 2 a 3 patrné, kazda chemicka
forma jednotlivého secoiridoidu mize mit diky cetnym chirdlnim centriim mnoho dalSich
izomert. Simultanni detekce a kvantifikace i jen nékterych analogli secoiridoidu je pro jejich
vzajemné dynamické propojeni velkou vyzvou. Tato problematika je pak jesté
komplikovangjsi pouzitim polarnich a protickych rozpoustédel, protoze jakakoli aldehydicka
skupina mize byt jednoduSe transformovana do acetalové, poloacetalové ¢i hydratované

formy.
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Obrazek 2 Chemické struktury hlavnich secoiridoida.
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Obrazek 3 Schéma hlavnich degradaénich, pfesmykovych a izomernich reakei, kterym podléhaji derivaty
kyseliny elenolové, vedouci k riznym chemickym formam.

1.4.2 Optimalizace a validace extrakce fenolickych latek z EVOO

Pfi optimalizaci extrakce bylo porovnavano pét raznych extrakénich metod:
miniaturizovand LLE extrakce podle Impellizzeriho a Lina [115], metoda Montedora a kol.
[116,117] a jeji miniaturizovand verze, SPE extrakce dle De Nina a kol. [118] a v neposledni
fadé LLE extrakce vyvinutd skupinou Ricciutelliho [110]. V rdmci optimalizace bylo
testovano mnozstvi vzorku potfebného k extrakci, druh a mnozstvi extrak¢énich rozpoustédel
acasovd a manudlni naroCnost extrakce (v€etné procesu suSeni). Maximalni vytézek
fenolickych slou€enin byl ziskdn mirn€¢ modifikovanym extrakénim postupem dle
Ricciutelliho a kol. [110], jenz byl nasledn¢ aplikovan na vesker¢ EVOO vzorky.
Modifikovany Ricciutelliho postup extrakce je detailn¢ vysvétlen v kapitole 1.3.3.3. VSechny

vzorky byly extrahovany tfikrat a kazdy z extrakt byl néasledné tfikrat analyzovan pomoci
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RP-HPLC spojené¢ s DAD a ESI-MS detekci (n = 9). Zatimco kvantifikace fenolickych
sloucenin byla uskute¢néna z dat ziskanych pouze DAD detekci, k identifikaci PP byly
pouzity informace ziskané z obou detekcnich systémd.

Za ucelem zjisténi ucinnosti extrakce bylo tieba najit takovy vzorek rostlinného oleje,
ktery neobsahuje stejné fenolické latky jako EVOO. Z rostlinnych oleji byl testovan sojovy
a zelny olej a pro porovnani byl pouzit i bézny mineralni olej. NejlepSich vysledkii bylo
dosazeno pomoci oleje zelného, ktery byl prosty PP typickych pro EVOO, coz je i v souladu
s jiz publikovanymi daty [111]. Postup obohaceni vzorku zelného oleje zndmym mnozstvim
jednotlivych standarda ve dvou koncentracnich stupnich je vcetné jejich nasledné extrakce
popsan v kapitole 1.3.3.3. Kazdy koncentra¢ni stupenn byl extrahovan v trojim provedeni
a kazdy extrakt byl nasledné ttikrat analyzovan (n = 9). U¢innost extrakce byla pro jednotlivé
standardy ziskana porovnanim koncentrace vypocitané z pfislusné rovnice regrese, do niz
byla dosazena plocha piku dané latky po jeji HPLC analyze, se znamou koncentraci pouZitou
k obohaceni vzorku. Procentudlni hodnoty uc¢innosti extrakce se pohybovaly v rozmezi 84—

100 % a jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Validacni parametry HPLC analyzy fenolickych latek.
Poznamky: R? = koeficient determinace, LoD = limit detekce, LoQ = limit kvantifikace.

Standard gxctlll‘:ll?cs(: Kalibraéni k¥ivka R? LoD LoQ
(%] [ng/kgl  [ng/kg]

GA 89,1 y =0,8016x — 0,0139 0,9997 13,5 44,9
HTY 84,3 y = 0,4054x — 0,00008 0,9994 21,9 73,1
TY 95,5 y =0,24x + 0,00016 0,9999 26,5 88,3
CA 95,3 y =1,3074x — 0,0048 0,9999 5,2 17,5
FA 90,3 y =1,1966x — 0,0023 0,9998 4,4 15,4
HTY-EA 91,6 y=0,112x — 0,0011 0,9999 39,9 133,0
Lu 91,5 y=1,12x - 0,0012 0,9996 8,9 29,5
Ap 99,5 y=0,751x - 0,0011 0,9997 5,2 17,5
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1.4.3 Optimalizace a validace HPLC stanoveni fenolickych latek v EVOO

Pii optimalizaci chromatografické¢ separace byla pozornost vénovdna parametrim
pouzit¢ kolony a druhu silnéjSiho elu¢niho c¢inidla. Byly porovndvany 3 stejné dlouhé
analytické kolony liSici se SF, vnitinim pramérem ¢i velikosti ¢astic. Dvé kolony mély stejné
rozméry (15 cm X 4,6 mm x 2,7 pm), nicmén¢ byly plnéné dvéma rliznymi stacionarnimi
fazemi, pentafluorfenylpropylenovou a oktadecyl-silikagelovou SF. Tteti kolona byla plnéna
rovnéz oktadecyl-silikagelem, ale oproti pfedchozim méla mensi vnitini primér (3 mm)
1 primér castic (2 um). Tyto kolony byly kombinovany s rtiznym druhem organické slozky
mobilni faze (acetonitril a metanol) a riznymi gradientovymi programy liSici se pocatecni
koncentraci organického elu¢niho ¢inidla a strmosti a stupiiovitosti eluce. Nejlepsi separace
PP byla ziskédna pti pouZiti C18 kolony s vnitinim primérem 4,6 mm a velikosti ¢astic 2,7 um
a mobilni faze slozené z vody a acetonitrilu okyselenych kyselinou mravenéi. Optimalizovana
separace trvala 21 minut a pfesny program gradientu je popsan v kapitole 1.3.3.4.

Pomoci HPLC-DAD bylo ve vzorcich EVOO identifikovano a kvantifikovano celkem
40 raznych derivati a izomerii fenolickych latek: hydroxytyrosol (HTY; M = 154 g/mol),
tyrosol (TY; M =138 g/mol), tyrosol glukosid (TY-Glu; M = 300 g/mol), 4 izomery
elenolové kyseliny (EA iz.; M= 242 g/mol), 3 izomery verbaskosidu (VER iz.; M =
624 g/mol), apigenin (Ap; M =270 g/mol), luteolin (Lu; M = 286 g/mol), oleacein (HTY-
EDA; M = 320 g/mol), 11 izomerl oleuropein aglykonu (HTY-EA der.; M = 378 g/mol),
3 izomery glykosidu oleuropeinu (HTY-EA iz.; M= 540 g/mol), 9 izomerid ligstrosid
aglykonu (TY-EA iz.; M =362 g/mol), 3 izomery derivatu ligstrosid aglykonu (TY-EA der.;
M = 394 g/mol) a acetoxypinoresinol (AOP; M =416 g/mol). Identifikace jednotlivych latek
byla provedena kombinaci informaci ziskanych z namétfenych hmotnostnich a DAD
spekter, RIC z4dznamii a jiz publikovanych udaji [82,96,119,120]. Ve vsSech 68 vzorcich
EVOO byly technikou HPLC nalezeny zastupci fenolickych latek ze skupin secoiridoidi
(oleacein, oleuropein a ligstrosid), flavonoidi (luteolin a apigenin), lignant
(acetoxypinoresinol) a fenylethanoidii (tyrosol, hydroxytyrosol a verbaskosid). Identifikace
pikli v chromatogramech byla kvili velkému mnoZstvi strukturnich analogt secoiridoidli
vysvétlené v kapitole 1.4.1 extrémné naro¢nd. Secoiridoidy se v EVOO objevovaly v jejich
plné 1 aglykonové formé a kazda z téchto forem poskytovala velké mnoZstvi izomeril
a diastereoizomeri, coZ dohromady tvofilo velmi sloZitou matrici. Celd problematika byla
navic je$té¢ komplikovana rozkladem secoiridoidi na jejich podjednotky a jiné degradacni

produkty. Z tohoto divodu bylo v extraktech mozné nalézt také napiiklad hydroxytyrosol,
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tyrosol a mnoho izomera kyseliny elenolové. Kvalitativni profil vS§ech 68 analyzovanych
vzorkd EVOO byl nicméné podobny a vzorky nevykazovaly zadné vyznamné odchylky.

PP ptitomné v EVOO byly nasledn¢ kvantifikovany metodou kalibracni kiivky
s vnitfnim standardem. Kalibra¢ni smés byla tvofena kyselinou gallovou, kavovou, ferulovou,
hydroxytyrosolem, tyrosolem, glykosidickym oleuropeinem, luteolinem a apigeninem. Byly
ptipraveny kalibra¢ni roztoky téchto latek o koncentracich 0,1; 1; 5; 25; 50 a 100 mg/kg
kazdé, a to v péti opakovanich pro kazdy koncentracni stupeni. VSechny kalibra¢ni roztoky
dale obsahovaly 50 mg/kg vnitiniho standardu. Kalibra¢ni kiivky jednotlivych standardi jsou
pak vyjadfenim zavislosti relativnich ploch pikli na relativni koncentraci latky (vztaZeno
naIS) ajejich rovnice regrese jsou uvedeny v tabulce 2. Koeficienty determinace (R?)
charakterizujici danou kalibracni zéavislost byly ve vSech piipadech vétsi nez 0,9994
(tabulka 2). Kvuli nedostatku komercné dostupnych standardi PP ptfitomnych v EVOO
(zejména secoiridoidi) musela byt kvantifikace nékterych latek provedena dle jejich
strukturn€ nejbliz§iho analogu. Z tohoto divodu byly derivaty a izomery oleuropeinu,
ligstrosidu a kyseliny elenolové kvantifikovany pomoci oleuropeinu, izomery verbaskosidu
a acetoxypinoresinolu pomoci hydroxytyrosolu a oleacein a tyrosol glukosid byly
kvantifikovany s vyuzitim tyrosolu.

Chromatografickda metoda byla validovdna stanovenim parametrii opakovatelnosti,
limith detekce (LoD) a limiti kvantifikace (LoQ). Opakovatelnost byla stanovena porovnanim
analyz uskute¢nénych v jeden den (intraday) i v n¢kolika za sebou jdoucich dnech (interday).
Intraday opakovatelnost reten¢nich €asti a plochy byla kalkulovana po analyze standardni
smeési polyfenolii nastiiknuté pétkrat v jeden den. Pro stanoveni interday opakovatelnosti byly
meéfeny dvé rizné koncentracni trovné PP standardt ve tfech za sebou jdoucich dnech.
Interday opakovatelnost byla v obou pfipadech mirn€ vyssi neZ intraday, nicméné vSechny
hodnoty opakovatelnosti vykazovaly velmi uspokojivé vysledky (relativni smérodatna
odchylka RSD < 1 %). Pro urceni limiti detekce a kvantifikace byly pouzity tfi rGzné
koncentracni trovné (80; 50 a 10 pg/kg), ptiCemz kazda z nich byla analyzovana vzdy ttikrat.
Limity detekce a kvantifikace byly stanoveny jako trojnasobny, respektive desetindsobny
pomér signalu k Sumu (S/N). Hodnota LoD se pohybovala v rozmezi 4,4-39,9 pg/kg
a hodnota LoQ v rozsahu 17,5-133,0 ng/kg. Hodnoty LoD a LoQ jsou uvedeny v tabulce 2.
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1.4.4 Porovnani HPLC a NMR vysledku

Zatimco pomoci HPLC-DAD analyzy bylo ve vSech analyzovanych vzorcich EVOO
stanoveno 40 derivath a izomert celkem tfinacti fenolickych latek, pomoci NMR
spektroskopie bylo ve 32 vzorcich kvantifikovano 6 rtiznych derivati a izomerit odvozenych
od ¢tyt fenolickych latek nesoucich aldehydickou funkéni skupinu (tabulka 3). Pro porovnéani
vysledkt ziskanych pomoci HPLC s DAD detekei nebo s vyuzitim NMR spektroskopie byly
uvazovany pouze fenolické latky, které bylo mozné obéma technikami detekovat (oleacein,
ligstrosid aglykon a oleuropein aglykon). Obsah stanovovanych fenolickych latek je
v tabulce 3 uveden jako suma vSech izomerua a derivata.

Ve vSech 32 vzorcich byl u obou technik ziskdn podobny profil slou¢enin ligstrosid
a oleuropein aglykonu a vysledky spolu tedy jasné koreluji. Tento fakt je doloZzen obrazkem 4,
ktery znazoriiuje soucet vSech izomerl oleuropein aglykonu (HTY-EA der.) stanoveny obéma
metodami v piredlozenych vzorcich. Mnozstvi oleaceinu bylo naopak velmi rozdilné
v zavislosti na pouzité¢ technice. Pomoci NMR techniky byl oleacein kvantifikovan fadové
ve stejnych jednotkéach jako ostatni secoiridoidy. Tyto hodnoty jsou zaroven 1 v souladu s jiz
publikovanymi daty [108,121]. Kvantifikace oleaceinu pomoci HPLC-DAD vS8ak poskytla
hodnoty o 1 tad niz8i. HPLC-DAD metoda stanoveni oleaceinu je totiz ovlivnéna
systematickou chybou, kterd souvisi s casteCnou integraci piku. Neobvykly profil
rekonstruovaného iontového chromatogramu oleaceinu (m/z = 319) na obrazku 5 odhaluje
pfitomnost piekryvajicich se metastabilnich forem, jejichZ vznik a vztah byl jiz diskutovan
1 v kapitole 1.4.1. Toto tvrzeni je navic podpofeno kolektivem védcii kolem Ammara [122]
nebo Celana [96], ktefi dostali obdobny profil rekonstruovaného iontového chromatogramu
oleaceinu. Ammaro vSak diky nasledné¢ MS/MS kvantifikaci ziskal hodnoty oleaceinu alespoi
o 1 tad vys$i, nez jsou bézné hodnoty pii pouziti DAD detekce, a Celano oleacein rad¢ji

nekvantifikoval vibec.
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Tabulka 3 Kvantifikace fenolickych latek NMR a DAD technikou. Pokud ma latka vice relativnich forem, je vysledek uveden jako jejich soucet.

Poznadmky: AOP = acetoxypinoresinol, Ap = apigenin, der. = derivat, EA = kyselina elenolova, HTY = hydroxytyrosol, HTY-EA = oleuropein, HTY-EDA =
oleacein, iz. = izomer, Lu = luteolin, TY = tyrosol, TY-EA = ligstrosid aglykon, TY-EDA = oleokantal, TY-Glu = tyrosol glukosid, VER = verbaskosid.

Cislo

Koncentrace detekovanych latek

pomoci NMR [mg/kg]

Koncentrace detekovanych latek pomoci DAD [mg/kg]

< —_ < -
vzorku 5. é < é. “?E < 5 < < ;ﬂg ;ﬂﬂ Eﬂ = @ %
P oF R 2 80 fgdzioizio: U2 .8 g i

z £ £ z8 g & S ER EE& @z z& zx E 2z &£ = &¢E

1 669 840 72 419 200 57,0 60 428 355 459 308 266 389 08 3,6 03 17 06 290
2 951 1456 133 265 281 361 05 647 432 889 534 149 109 1,5 44 07 12 06 321
3 876 1280 31,6 345 282 252 32 483 376 489 646 79 169 1,6 33 06 14 04 260
4 1078 1090 11,7 193 248 592 14 924 568 997 483 222 218 18 56 09 28 05 413
5 1086 1510 244 397 324 337 20 545 412 721 555 115 78 07 39 00 19 04 285
6 927 1142 412 799 328 308 27 883 994 1351 412 157 179 23 94 14 34 27 450
11 1265 179,1 1241 111,10 541 559 2.8 447 938 1426 49,1 33 72 32 102 19 50 23 422
12 1461 1804 944 913 512 113 22 1178 872 1088 865 27 81 13 20 08 3.6 35 436
13 380 47,0 2408 2203 546 10,5 0,7 833 1697 2162 841 38 7.6 09 44 09 54 86 59
14 584 92,1 2615 2623 674 192 1.4 101,5 1524 2684 773 7.0 95 20 43 12 48 55 655
15 767 822 1942 2399 593 285 03 1159 2253 4429 429 11,5 133 25 40 26 125 145 917
16 500 922 1320 108,0 382 184 13 758 1447 3032 270 90 11,7 15 52 14 38 115 615
17 61,7 1031 1067 108,5 380 184 12 90,1 1370 2461 827 10,0 13,7 1,7 43 15 45 78 619
18 130,1 1122 117,01 187,1 546 299 14 681 973 2321 624 80 67 1,6 43 16 60 47 524
19 661 1068 1679 1534 494 342 14 1256 2384 3744 368 151 174 25 00 23 78 130 869
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Cislo

Koncentrace detekovanych latek

pomoci NMR [mg/kg]

Koncentrace detekovanych latek pomoci DAD [mg/kg]

< <
vzorku 5. g « é. w é = E P « é. é. 5. = xg é
P35 2.8% S gipiiiziiz . i .3on i
== = E& z& J¢ = > 2 £ 2 & z E 2z £ &£ = &cE
20 152,0 215,4 95,5 1423 605 28,1 1,7 96,8 116,8 2433 46,7 16,1 189 2,1 93 14 46 53 591
32 190,8 156,7 884 139,3 575 372 1,9 118,0 76,7 231,4 81,1 34 42 43 40 24 25 2,5 570
33 133,7 112,2 111,5 187,1 544 262 1,3 126,3 107,7 264,1 530 55 34 3,7 33 20 25 2,6 602
34 90,5 98,6 23,8 459 259 22,8 1,8 63,6 966 957 599 42 40 12 26 09 1,8 1,9 357
35 76,1 119,5 43,4 50,6 290 324 1,8 388 839 112,8 330 10,2 11,5 2,1 9,7 20 23 3,0 344
36 909 91,8 22,2 338 239 452 3,3 554 70,9 1450 55,5 105 11,2 2,5 6,5 1,5 27 24 413
37 77,4 117,99 98,9 121,8 416 279 1,5 84,1 1355 241,1 198 86 11,4 1,2 96 00 41 6,0 551
38 96,5 93,1 51,9 784 320 344 1,0 452 643 1447 314 6,5 43 20 38 13 22 1,6 343
48 573 62,9 1964 261,7 578 35,6 5,0 109,1 191,6 430,8 60,2 7,2 81 3,6 38 21 47 53 867
49 127,2 130,4 123,5 173,1 554 61,1 1,6 93,8 131,7 406,1 175 124 9,0 3,0 83 1,6 50 3,9 1755
50 58,3 70,5 134,4 209,1 472 298 1,2 124,3 159,6 457,0 334 11,1 79 49 3,6 23 62 6,2 848
51 53,1 100,6 82,2 100,6 337 152 1,3 106,5 108,2 2298 505 6,0 7,5 23 45 18 49 54 544
52 84,9 72,7 83,2 1623 403 35,7 1,8 89,5 1446 3350 21,1 13,1 7,5 3,1 44 1,7 44 49 667
53 86,4 84,8 101,0 1650 437 376 1,5 1134 140,8 357,0 435 98 6,5 3,5 40 23 35 5.2 729
54 149,1 163,0 58,6 82,9 454 343 1,4 804 80,5 154,8 408 32 29 36 48 1,0 26 19 412
55 100,5 113,0 29,0 41,5 284 36,8 4,8 74,6 71,0 119,2 48,7 11,0 11,3 2,0 89 0,0 3,7 2,1 394
56 110,1 167,0 59,2 106,8 443 222 1,7 96,4 83,6 1409 40,2 7,1 14,0 2,7 7,1 13 28 28 423
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Obrazek 4 Celkové mnozstvi izomerl oleuropein aglykonu (HTY-EA der.) ve 32 vzorcich EVOO ziskanych
analyzou NMR (modie) a HPLC-DAD (Cerveng).
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Obrazek 5 MS zaznam pii stanoveni vzorku 13. A: TIC (celkovy iontovy chromatogram), B: RIC
(rekonstruovany iontovy chromatogram) oleaceinu (m/z = 319).

Ke stanoveni PP v EVOO byly tedy pouzity dvé naprosto rozdilné techniky liSici se
nejen svou instrumentact, ale 1 kvantifika¢nimi a identifikacnimi principy. Kazda technika pak
poskytuje jist¢é vyhody i nevyhody, a je tedy na uzivateli, jakou techniku bude preferovat.
NMR kvantifikace je velmi spolehliva, jelikoZ neni zaloZena na standardnich materialech, jak
jsme zvykly u vétSiny analytickych metod. Instrumentalni odezva NMR je totiz konstantni
pro vSechny latky bez ohledu na jejich chemickou povahu. NMR technika rovnéZ nevyzaduje
casové narocné analytické postupy, jako je extrakce vzorku, nebo ptedchozi HPLC ¢i GC

separace stanovovanych latek. Nevyhodou této techniky je vSak jeji nizsi citlivost.
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Kvantifikace HPLC-DAD je oproti tomu zaloZena na praci se standardnimi materidly, které
jsou obvykle drah¢, a ne vzdy komeréné¢ dostupné. Jedinym komeréné dostupnym
a pouzivanym standardem secoiridoidll je pouze jeden z izomert oleuropein glykosidu (HTY-
EA 1iz.), podle kter¢ho se bézn¢ kvantifikuji nejen vSechny jeho formy, ale i piibuzné
slouceniny, jako je ligstrosid nebo elenolova kyselina. Kazda chemicka struktura (cukerna,
necukernd, dialdehydicka, enolicka, cyklicka aldehydickd forma dané latky vcetné vsech
moznych izomertt v dané¢ form¢ a jejich acetalovych a hemiacetalovych ptresmykl) vsak
vykazuje jiné ionizaCni, fragmenta¢ni nebo absorpcni schopnosti, a tim i jinou odezvu
detektoru, a proto jejich kvantifikace pomoci jediného dostupného standardii neni piesna.
Prestoze se tedy HPLC-DAD kvantifikace bézné¢ pouziva pro stanoveni fenolickych latek
v EVOO, musi se vzdy pocitat s jistou mirou nepfesnosti, jez vznika v disledku (a) absence
potfebnych standardnich materidli, (b) pfitomnosti mnoha chemickych forem od stejné
secoiridoidni slouceniny a (c) mozného vyskytu degradacnich procest ne¢kterych latek, a to
i béhem samotného zpracovani ¢i analyzy vzorku. VSechny tyto aspekty pak dohromady
velmi naro¢né identifikace a kvantifikace latek.

Kviili vySe diskutované problematice HPLC a NMR stanoveni PP v EVOO nemiZe
vést kvantifikace stejné slouCeniny ke stejnym numerickym hodnotam. Vysledné profily se
vSak shoduji (obrazek 4), a proto se kombinace téchto dvou zcela odliSnych technik ukazala

jako originélni a velmi dobry vychozi bod pro kiiZovou kontrolu vysledki analyz.
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Obrazek 6 HPLC/DAD chromatogram vzorku EVOO ¢islo 30 pochézejiciho z mésta Catanzaro v Kalabrii.
Ascentis Express C18 (15 cm % 4,6 mm X 2,7 pm); teplota: 25 °C; MF A: 0,1% HCOOH ve vodé; MF B: 0,1% HCOOH v acetonitrilu; gradient: 0 min — 10 % B,
4 min — 35 % B, 12 min — 47 % B, 12,5 min — 60 % B, 16 min — 75 % B, 21 min — 100 % B; prutok: 1 ml/min; 280 nm; davkovani: 5 pl.
Poznamky: IS: vnitini standard (ethylgalat); HTY: 1; TY: 2; EA izomery: 3, 4, 5, 7; TY-EA derivaty: 6, 17, 20; HTY-EA derivaty: 8, 9, 10, 11, 14, 19, 21, 23, 27,
28; Lu: 12; HTY-EDA: 13; TY-EA izomery: 15, 16, 18, 24, 26, 29, 30, 32, 33; Ap: 22; TY-Glu: 25; AOP: 31; VER izomer: 35; HTY-EA izomery: 34, 36, 37.
Zkratky: AOP = acetoxypinoresinol, Ap = apigenin, EA = kyselina elenolovd, HTY = hydroxytyrosol, HTY-EA = oleuropein, HTY-EDA = oleacein, Lu = luteolin,
TY = tyrosol, TY-EA = ligstrosid aglykon, TY-Glu = tyrosol glukosid, VER = verbaskosid.
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1.4.5 Statistické hodnoceni italskych EVOO na zakladé fenolického profilu

Pomoci optimalizované HPLC-DAD-MS metody [84] byl v 68 vzorcich EVOO
pochazejicich z 9 italskych regionii stanoven kvalitativni i1 kvantitativni profil fenolickych
latek. Za tucelem diskriminacni analyzy byly déale vzorky rozdéleny podle jejich
geografického piivodu do 3 skupin: severni Italie, jizni Italie a Sicilie (tabulka 1 a obrazek 7).
Vzorky pochazejici z regionli Ligurie, Garda (Lombardie, Benatsko a Tridentsko-Horni
Adize), Lazio, Toskénsko a Umbrie spadaji do oblasti severni Italie. Naopak vzorky z regioni
Kampanie, Apulie a Kaldbrie patii do jizni Italie. Posledni skupinou byla Sicilie, ktera jakozto
ostrov byla hodnocena jako autonomni jednotka. Seznam vzorkl vcetné informaci o jejich
botanickém a geografickém pivodu a jejich rozdé€leni pro ucely diskriminacni analyzy je
uveden v tabulce 1. Piehledna mapa Italie znazoriiujici mésta a regiony, odkud byly vzorky

ziskany, vcetné jejich rozdéleni na 3 oblasti je zobrazena na obrazku 7.

65
Brescia 68
*Verona 66, 67
63 49-53, 57-61
64
55,56 33

Gro: seto.
35-38,47
39-42, 45, 46

34 : andiaTran 12 13,17, 22, 24, 25, 27

Obrazek 7 Ilustrativni mapa Italie znazornujici geograficky ptivod vzorktit EVOO, véetné jejich konkrétniho
zafazeni do jedné ze tii skupin (Sicilie, severni Itlie a jizni Italie).
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Jak jiz bylo nékolikrat feceno, olivovy olej je znamy pro pfitomnost mnoha forem
fenolickych latek [89]. VSech 40 nalezenych forem sledovanych PP ve vSech 68 vzorcich je
uvedeno v tabulce P1 (viz pfiloha). Nejvyznamnéjsimi slouceninami byly derivaty a izomery
ligstrosid aglykonu a oleuropeinu. Ze vSech detekovanych latek totiz piispivaly nejvice
k celkovému mnozstvi PP v EVOO. Izomery ligstrosid aglykonu byly kvantifikovany
s medidnem 106 mg/kg, zatimco jeho derivaty s medianem 89 mg/kg. Izomery
glykosidického oleuropeinu vykazovaly median pouze 44 mg/kg, avsak jeho derivaty byly
obsazeny ve velmi vysokém mnozstvi s medidnem 228 mg/kg. Minoritnimi slou¢eninami byl
v analyzovanych EVOO apigenin a izomery verbaskosidu, jejichz mediany cCinily pouhych
1,7 a 1,9 mg/kg.

Celkové mnozstvi PP ve vzorcich EVOO bylo ziskdno souctem obsahu vsech
fenolickych latek vcetné jejich derivati a izomerl. Konkrétni ¢isla jsou souhrnné uvedena
v tabulce 4 a rovnéz piehledné zobrazena na obrazku 8. Nejniz$i obsah PP obsahovaly vzorky

pochazejici ze Sicilie a severnich italskych regiont Ligurie a Gardy. Jejich primérné

cvwvr

%

¢. 3 (260 mg/kg) a ¢. 8 (257 mg/kg). Oba tyto vzorky byly jednodruhové oleje ziskané
z odridy olivovniku s ndzvem Tonda Iblea, které pochazely z nejjizné;jsi ¢asti Sicilie. Naopak
nejvyssi mmnozstvi PP obsahovaly (s prumérem okolo 700 mg/kg) vzorky z Apulie
a Toskanska. Naprosto nejvys$si mnozstvi fenolickych latek pak bylo stanoveno ve vzorku
¢.21 zApulie (1220 mg/kg) a ve vzorku ¢. 61 z Toskanska (1110 mg/kg). Je zndmo,
ze celkové mnoZzstvi fenolickych latek pfitomnych v EVOO nejvice ovliviiuji pedoklimatické
podminky, a to zejména geograficky ptivod vzorku spolu s technologickymi aspekty. Opakem
je botanicky ptivod oliv, ktery sice celkové mnozstvi PP vyznamné neovliviiuje, avSak ma
zasadni vliv na jejich profil [123-127]. Pravé kvili velkému mnoZstvi proménnych
ovlivityjicich skladbu PP v olejich miizeme zaznamenat primérny ¢i dokonce podprimérny
obsah fenolll i u n€kterych vzork pochazejicich z regiont, které obecné produkuji EVOO
s velmi vysokym PP obsahem (Apulie a Toskansko).

JelikoZz nékteré analyzované EVOO byly oznaCeny certifikovanymi ochrannymi
znamkami kvality (ChZO ¢i ChOP) ¢i znamkou ekologického zemédélstvi (BIO), zajimalo
nas také, zda existuje rozdil ve skladbé fenolti mezi necertifikovanymi oleji a oleji s nékterou
ochrannou znamkou, jez jsou obvykle prodavany za vyssi cenu. Zadna souvislost mezi
certifikaci oleji a kvalitativnim ¢i kvantitativnim profilem v nich pfitomnych fenolickych

latek vSak nebyla zjiSténa.

55



1

1

Obsah fenolickych latek [mg/kg]

Obrazek 8 Graf stanoveného celkového mnozstvi fenolickych latek ve vzorcich EVOO.
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Tabulka 4 Celkové mnozstvi fenolickych latek stanovené ve vzorcich EVOO.

Cislo c Cislo ¢ Cislo c Cislo ¢

vzorku [mg/kg] vzorku [mg/kg] vzorku [mg/kg] vzorku [mg/kg]
1 290 18 524 35 344 52 667
2 321 19 869 36 413 53 729
3 260 20 591 37 551 54 412
4 414 21 1220 38 343 55 394
5 285 22 841 39 354 56 423
6 451 23 868 40 667 57 706
7 299 24 787 41 628 58 995
8 257 25 887 42 414 59 515
9 332 26 733 43 430 60 907
10 383 27 711 44 639 61 1110
11 422 28 487 45 726 62 459
12 436 29 838 46 360 63 442
13 607 30 496 47 425 64 418
14 655 31 615 48 868 65 327
15 917 32 570 49 755 66 404
16 605 33 602 50 848 67 414
17 620 34 357 51 544 68 280
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Jelikoz je odrtida oliv ve vétSin€ piipadl svazana se specifickou oblasti (napft. sicilské
odridy nerostou v jinych italskych regionech apod.), jsou literarni data ¢asto v rozporu, zda
skladba fenolickych latek v EVOO souvisi vice s geografickym nebo botanickym pivodem
oliv. Obzvlaste slozita je tato situace prave v Italii, kde je znamo vice nez 500 kultivara oliv,
coZ je v porovnani s ostatnimi svétovymi ,,0livovymi velmocemi mnohonasobné vétsi
mnozstvi. Kazdy z kultivard je pfitom vhodny pravé pro dané pedoklimatické a geografické
podminky. Pokud je pak dany kultivar péstovan v nevhodné oblasti, ziskdme z né&j olej
o naprosto jiném PP sloZeni [125].

v olejich ze Sicilie. Tyto vzorky byly pfipraveny z typickych sicilskych kultivart, jako je
Tonda Iblea nebo Nocellara del Belice, a primérn€ v nich bylo nalezeno kolem 350 mg/kg.
Ziskané vysledky odpovidaji i datim nalezenym v literatufe [102]. Nizky obsah PP byl
nalezen i1 ve vzorcich €. 65 a €. 68 pochazejicich z jizni ¢asti nejsevernéjSiho italského regionu
Garda. Vzorek ¢. 68 byl jednodruhovy a byl vyroben z kultivaru Leccino, v ptipadé vzorku
¢. 65 to byla smés Leccino a Casaliva. Nizké mnozstvi fenolii nalezené v téchto vzorcich
mohlo byt zpisobeno netradi¢ni polohou jejich produkce, kterd s sebou samoziejmé nese

1 nestandardni pedoklimatické podminky pro rtst olivovnikii [123,126,127].

1.4.5.1 Faktorova analyza

Faktorova analyza (FA) je vicerozmérnd statistickd metoda, kterd hled4d wvnitini
souvislosti (korelace) v datové matici, umoZziuje vizualizaci rozptylu objektl (v naSem
pripadé olivovych oleji a fenolickych latek) a po identifikaci faktorti vysvétluje a popisuje
jednotlivé objekty. Pii faktorové analyze se nejprve zjisti faktorové zatéze, tzn. korelace mezi
faktory a proménnymi. Graf faktorovych zaté€zi po rotaci metodou varimax je uveden
na obrazku 9. Pokud proménné leZi blizko hodnoty 1 na ose jednoho faktoru a zarovein blizko
hodnoty O na ose druhého faktoru, jsou tzv. faktorové cisté a popisuji dany faktor.
Z obrazku 9 je ziejmé, Ze faktor 1 popisuji derivaty a izomery oleuropeinu (HTY-EA)
a ligstrosidu (TY-EA). Jelikoz tyto dvé proménné nejvice prispivaji k celkovému obsahu
fenolickych latek v EVOQO, je faktor 1 spojen prave s timto parametrem. Faktor 2 (obrazek 9)
naopak popisuje proménné hydroxytyrosol (HTY), oleacein (HTY-EDA) a izomery kyseliny
elenolové (EA). Jiz dfive bylo zjisténo [128], Zze derivaty HTY-EA a izomery EA jsou
ukazateli zralosti oliv. Béhem zrani totiz dochdzi k degradaci HTY-EA na jeji podjednotky
HTY a EA. Obsah EA a HTY se tedy s dozravanim oliv zvySuje, zatimco obsah HTY-EA
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klesa. To je diivod, pro€ byl u ptezralych oliv pozorovan velky pokles v koncentraci HTY-EA
a obrovsky narust koncentrace EA a HTY. Tyto zmény ve slozeni fenolickych latek zplisobuji
1 zménu organoleptickych vlastnosti oleje, jelikoz praveé derivaty HTY-EA jsou nositelé jeho
typické ostrosti, hoikosti a Stiplavosti [126,127]. Z vysSe uvedeného tedy vyplyva, Ze faktor 2
1ze popsat jako zralost oliv pouzitych pro vyrobu EVOO.

1.0
08l EAIV
06! TY-fAa HTY,EDA HIY o A ”EA'”
S HTY,EA ¢ X
e HTYEAg HTYFAm
S 02 :
S 4 HTY, A TY-EAR e HTYEAI
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-0.2} TY--EKY;%: F\’(-Eﬁ Vil HTYEA
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-1.2 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 0.6
FACTOR 1

Obrazek 9 Graf faktorovych zatézi pro vsech 40 proménnych po normalizované rotaci metodou varimax
(STATISTICA 12, StatSoft).

Pomoci faktorového skore lze vzorky EVOO rozdélit do dvou skupin (obrazek 10).
Vzorky obsahujici velké mnozstvi fenolickych latek lezi v levé casti grafu (skupina A)
anaopak vzorky s malym mnozstvim PP jsou v grafu umistény napravo (skupina B).
RozloZzeni vzorkli podél osy faktoru 2 je dano obsahem EA a HTY-EA, a tedy zralosti
pouzitych oliv. Vzorky leZici v horni ¢asti faktorového skore (obrazek 10) obsahuji vysokeé
mnozstvi EA a nizké mnozstvi HTY-EA (tabulka P1), coz prozrazuje, ze k vyrob¢ oleji byly
pouzity prezralé olivy, coz neni v souladu se sprdvnou technologickou praxi pii vyrobé

EVOO.
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FAKTOR 2

FAKTOR 1

Obrazek 10 Graf faktorového skore prvniho a druhého faktoru pro vsech 68 EVOO vzorkl (STATISTICA 12,
StatSoft).

Ve skupiné A (obrazek 10) jsou piitomny vzorky EVOO s vysokym obsahem
fenolickych latek (tabulka 4, obrazek 8), které pochazely zejména z regionu Apulie (vzorky
¢. 15, 19, 22-27 a 29). Déle je zde moZné najit i vzorky z Toskanska (¢. 48, 50, 58 a 60)
nebo Lazia (¢. 40 a 45). V pocetngjsi skupiné B (obrdzek 10) jsou pak seskupeny vzorky
EVOO s primérnym nebo podprimérnym mnozstvim fenolit (tabulka 4, obrazek 8).
V pravém dolnim rohu skupiny B pak leZi oleje pochazejici ze severoitalskych regionti (Garda
a Ligurie; vzorky €. 63—-68), které obecné obsahuji mensi mnozstvi fenolickych latek. Téméet
vSechny sicilské vzorky EVOO (€. 2—-10) byly nalezeny v pravé ¢asti skupiny B a vykazovaly
nevyznamnou hodnotu faktoru 2. To znamend, ze byly pfipraveny z dobie vyzralych oliv,
ale obsahuji malé mnozstvi fenolickych slouc¢enin. Ve faktorovém skore (obrazek 10) bylo
dale nalezeno pét oleji (vzorky €. 1, 21, 49, 57 a 61), jeZ nejsou soucasti ani jedné skupiny,
a jsou tak povazovany za tzv. outliery (odlehlé hodnoty). Odlehlé vzorky ¢. 21 (Apulie) a 61
(Toskénsko) jsou ve faktorovém skore umistény zcela vlevo, jelikoz obsahuji naprosto
nejvyssi mnozstvi fenolickych latek ze vSech 68 analyzovanych olivovych oleju (tabulka 4,

obrazek 8). Dva toskanské vzorky (€. 49 a 57) jsou v grafu faktorového skoére umistény zcela
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nahote, protoze ve srovnani s ostatnimi EVOO obsahuji nadprimérné mnozstvi elenolové
kyseliny, a zaroven nizky obsah HTY-EA (tabulka P1), coz mize byt zpiisobeno pouzitim
ptezralych oliv ptfi vyrobé EVOO. Celkovy obsah fenolickych latek je prumérny, proto lezi
v blizkosti hodnoty nula na ose faktoru 1. Poslednim outlierem byl v pravém hornim rohu
obrazku 10 sicilsky vzorek €. 1. Ten obsahoval, podobn¢ jako vzorky ¢. 49 a 57, velmi vysoké
mnozstvi kyseliny elenolové (tabulka P1), avSak celkovy obsah stanovenych fenolii byl
soucasné hluboko pod primérnou hodnotou (tabulka 4, obrazek 8). Nejenze byl tento vzorek
pravdépodobné piipraven z piezralych oliv, ale kvtli prikaznym nizkym hodnotdm obsahu
fenolickych latek ziejmé dosSlo 1 k nespravnému zpracovani ¢i skladovani oleje, piipadné
k péstovani oliv za nevhodnych podminek.

Vysledky faktorové analyzy byly potvrzeny analyzou hlavnich komponent (PCA),
ktera poskytovala totozné vysledky.

1.4.5.2 Diskrimina¢ni analyza

Vzorky analyzovanych olivovych oleji byly rozdéleny pomoci linearni diskriminacni
analyzy do tfi skupin (A—-C) podle jejich geografického ptivodu (obrézek 11). EVOO
pochazejici ze severni ¢asti Italie (vzorky ¢. 32—68) jsou na obrazku 11 sdruZeny ve shluku A.
Chemické slozeni téchto EVOO si je velmi podobné a druhy oliv pouZité pro jejich vyrobu
jsou typické pro severni italské regiony (Casaliva, Leccino, Garda Orientale, Moraiolo,
Toscano, Carboncella, Lavagnina, Taggiasca, Olivastra Seggianese a jejich smési). VéEtSina
téchto vzorkii ma navic oznafeni ChOP nebo ChZO. Vzorek ¢. 40 je nepatrné dél
od ostatnich, coZ by mohlo byt zplisobeno vy$§im mnoZstvim luteolinu a apigeninu. Skupina
B (obrazek 11) pak zahrnuje vSechny oleje vyprodukované v jizni Italii (vzorky ¢. 11-31),
kde se pro vyrobu EVOO pouziva zejména kultivar oliv Coratina. VétSina téchto vzork
pochézela z ptimotskych oblasti Jaderského mote (vSechny vzorky z regionu Apulie; ¢. 12—
29). Vyjimkou byl vzorek €. 11 z vnitrozemské ¢asti Kampanie a déale kaldbrijské vzorky
¢.30 a 31 pochézejici, jako jediné, zptfimofii chladnéj§iho Jonského mote (tabulka 1
a obrazek 7). Praveé tyto dva vzorky (€. 30 a 31) lze povazovat za mirné outliery skupiny B.
Dlvodem muze byt nejen zemépisnd poloha produkce (nejjizngjsi Italie), ale 1 odliSné
ptimotské podnebi (Jonského mote), Ci specifické kultivary oliv (Carolea, Lametia) pouzité
pti jejich vyrobé. Toto tvrzeni podporuje i vyzkum Spanélskych védct [21], ktefi zkoumali
aprokazali vliv typu mofe a zemeépisné polohy péstovani olivovnikli (pobfezi versus

vnitrozemi) na kvalitu Spané€lskych olivovych oleja. Vzorek ¢.29 je nepatrné vzdaleny
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od zbytku vzorkt lezicich ve skupiné€ B (obrazek 11). Tento vzorek pochdzi z pobfezi regionu
Apulie a k jeho vyrobé byl pouzit bézny jihoitalsky kultivar Coratina. Jelikoz tento EVOO
nevykazuje vyjimecné slozeni ani piivod, odchylka od ostatnich oleji mohla byt zptisobena
technologickymi aspekty péstovani (rtst, zavlazovani a zdravotni stav olivovniku, sklizen
a sbér oliv) nebo zpracovani (hlavné drceni, michani, tlak béhem extrakce, odstfed’ovani
a skladovani) [123,125-127,129]. Poslednim shlukem v grafu linedrni diskrimina¢ni analyzy
je skupina C, do které nalezi vSechny sicilské EVOO (obrazek 11). Pfestoze byly vSechny
vzorky ze shluku C vyprodukovany z typickych sicilskych kultivart olivovnikti Nocellara del
Belice a Tonda Iblea, neni tato skupina stejné¢ kompaktni jako dvé predchozi. Divodem je
pfedevsim mensi pocet vzorkl ziskanych z této Casti Italie. Hlavni rozdil mezi skupinou C
a predeslymi dvéma skupinami A a B je vSak v jeji poloze vic¢i ose y (obrazek 11). Toto
posunuti k zdpornym hodnotam kotenu 2 je pravdépodobné zptisobeno v diisledku rozdilnych
klimatickych podminek Sicilie, jakoZto ostrova, vii¢i zbytku pevninské Itélie.

Statistickd analyza aplikovand na vzorky oleji neni dnes Zadnou vyjimkou. Linearni
DA byla napfiklad GspéSné pouzita ve studii Becerra-Herrery a kol. [9] pro rozdéleni
Spanélskych oleju dle jejich zemépisného ptivodu ¢i kultivaru. Za pomoci PCA a linearni DA
byl zas tymem italskych védct [102] zkouman vliv pedoklimatickych podminek (provincie,
klimatické podminky, zavlazovani a nadmotskd vySka) na profil mastnych kyselin
obsazenych ve vzorcich EVOO pochézejicich z italského regionu Lazio. NaSe studie vSak
poprvé Uspésné rozdéluje italské EVOO na zakladé profilu PP dle jejich geografického

puvodu.
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KOREN 2
o

KOREN 1

Obrazek 11 Diagram linearniho diskriminac¢niho skore rozdéluje vzorky EVOO do tfi skupin podle jejich
zemepisného plvodu: severni Itdlie — skupina A, jizni Italie — skupina B, Sicilie — skupina C
(STATISTICA 12, StatSoft).
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1.5 ZAVERECNE SHRNUTI K EVOO

Kvalitativni a kvantitativni profil fenolickych latek olivového oleje je tradicné
stanovovan vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii po jejich ptfedchozi izolaci
extrakénim systémem kapalina-kapalina ¢i kapalina-pevné faze. HPLC analyza fenoll oleje je
vsak komplikovana nékolika kritickymi body, jez vyznamné ztézuji spravnost a piesnost
jejich identifikace a kvantifikace a rovnéz i orientaci v naméienych chromatogramech. Mezi
tyto kritické body patii zejména: (a) rdzné chemické formy polyfenoli olivového oleje
(secoiridoidt), které dohromady vytvaii velmi slozitou matrici; (b) snadnd degradace této
tfidy sloucenin, a to i1 za relativné mirnych podminek; (c) komeréni nedostupnost standardi
secoiridoidli. Vypotadani se se vSemi témito aspekty je dulezitym predpokladem pro spravné
a efektivni stanoveni fenolickych latek v EVOO.

Izolace fenolickych latek byla spolu s jejich RP-HPLC-DAD/MS analyzou peclivé
optimalizovédna a validovana. LLE extrakce fenolickych latek probéhla s vyuzitim polérnich
rozpoustédel s uc¢innosti extrakce 84—100 %. Analyzy byly provedeny na kolon& Ascentis
Express C18 zavyuziti gradientové eluce trvajici 21 minut, kdy mobilni fazi tvofila
0,1% kyselina mraven¢i ve vodé¢ (A) a 0,1% kyselina mravenéi v acetonitrilu (B).
Pro identifikaci fenoll byla vyuzita literdrni data kombinovand s daty ziskanymi z DAD
a RIC zaznamt. Kvantifikace fenolickych latek pak byla uskutecnéna metodou kalibracni
kiivky s vnitinim standardem, pfi¢emz pii absenci standardu byl vzdy vyuzit strukturné
nejblizsi dostupny analog dané latky.

Vzhledem k narocnosti této problematiky byla vedle chromatografické techniky
vyuzita paralelné 1 NMR spektroskopie, jez je dileZitou technikou strukturni analyzy, a miZze
tak byt velmi napomocna pro lepsi pochopeni strukturnich vztahti zkoumanych latek. HPLC-
DAD/MS technikou bylo kvantifikovano Ctyficet strukturnich analogii odpovidajici tfinacti
riznym fenolickym latkdm. Jmenovité se jednalo o hydroxytyrosol, tyrosol, tyrosol glukosid,
luteolin, apigenin, oleacein, izomery elenolové kyseliny, izomery oleuropeinu a oleuropein
aglykonu, acetoxypinoresinol, izomery a derivaty ligstrosid aglykonu a izomery verbaskosidu.
NMR technika pak byla zaméfena vyhradné na slouceniny nesouci aldehydickou funkc¢ni
skupinu. Touto technikou bylo tedy stanoveno pouze Sest strukturnich analogl, jez
odpovidaly ¢tyfem fenolickym latkdm: oleuropein aglykonu, oleaceinu, ligstrosid aglykonu
a oleokantalu. Obéma technikami byly tedy detekovany tfi stejné latky (oleuropein aglykon,
ligstrosidu aglykon a oleacein), jejichz vysledky byly dale porovnavany. Ligstrosid

a oleuropein aglykon vykazovaly velmi dobrou konzistenci dat, coz by v budoucnu mohlo
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slouzit ke kfizovému ovéfovani spravnosti analyz. Rozdilné vysledky byly vSak obdrzeny
pro oleacein, ktery je kvuli svym metastabilnim formédm velmi tézko kvantifikovatelny
s vyuzitim HPLC-DAD techniky. Pro jeho spravnou kvantifikaci je tedy vhodnéjsi pouziti
technik NMR ¢i MS/MS, jez vliv metastabilnich stavli eliminuji na minimum. Pro kompletni
popsani fenolického profilu extra panenskych olivovych oleji je proto vhodna kombinace
i n¢kolika principidlné odliSnych metod a technik poskytujicich rozdilné, avSak unikatni
otisky prstd pro jakykoli vzorek. Vzhledem ke specifi¢nosti a komplementarnosti obou
pouzitych technik muze tato studie pfipravit cestu novym projektim vyuzivajicich kombinaci
NMR a HPLC-DAD stanoveni, a tim objasnit vice podrobnosti nejen o velmi aktualnim
tématu fenolickych latek v EVOQ, ale i o jejich pfitomnosti a roli v dalSich potravinatrskych
matricich.

Vysledky HPLC-DAD stanoveni fenoli obsazenych v 68 italskych EVOO byly déle
podrobeny vicerozmérné statistické analyze (faktorové analyze, analyze hlavnich komponent
a linedrni diskriminacni analyze) pro nalezeni vnitinich korelaci mezi vzorky, které by mohly
vést k jejich klasifikaci dle fenolického profilu a obsahu. Faktorova analyza a analyza
hlavnich komponent rozdélila vzorky do dvou skupin s péti odlehlymi vzorky.
NejdulezitéjSimi parametry determinujicimi faktorovou analyzu byl celkovy obsah
fenolickych latek, jenz byl nejvice ovlivnén mnozstvim derivati a izomerl oleuropeinu
a ligstrosidu, a dale zralost oliv pouzitych pro vyrobu oleje, o niZ nam vypovida predevsim
mnozstvi kyseliny elenolové. Dva z péti zminénych odlehlych pfipadl byly vzorky
s extrémnim celkovym mnozstvim fenolickych latek. Dalsi tfi odlehlé hodnoty byly
pravdépodobné piipraveny z piezralych oliv, protoze mnozstvi izomert kyseliny elenolové
bylo ve srovnani s ostatnimi vzorky vyrazné vyS$i. Pomoci linedrni diskriminacni analyzy
byla pak usp&$né provedena klasifikace vzorki dle jejich zemépisného ptivodu. Analyzované
vzorky byly touto statistickou metodou rozdé€leny do tii jasn€ oddélenych shluki podle toho,
zda pochazely ze severni €i jizni Italie nebo Sicilie. Takovéto rozdéleni italskych oleji bylo
pritom uskute¢néno Upln€ poprveé. Vysledky dosazené diskriminacni analyzou byly dokonce
natolik jednoznaéné, Ze by mohly byt zdkladnim kamenem vétSich setl vzorkd, které by pak
v budoucnu mohly vést k odhaleni falSovani italskych EVOO ve smyslu zaménovani

¢i nedovoleného uziti ochrannych znamek ChZO ¢i ChOP.
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2 AMINOKYSELINY V NAPOJIiCH

2.1 AMINOKYSELINY

2.1.1 Zakladni charakteristika, déleni a vlastnosti

Aminokyseliny (AMK) jsou organické slouceniny obsahujici dvé funkéni skupiny:
aminovou skupinu -NH; a karboxylovou skupinu -COOH. Tyto funk¢ni skupiny mohou byt
ve struktufe molekuly vazany na jakykoli jeji uhlik. ZvlaStnim ptipadem jsou pak a-AMK,
ve kterych je amino i karboxy skupina vdzand na jednom uhlikovém atomu (tzv. a-uhliku)
soucasn¢. Kromé glycinu maji vSechny a-AMK tento uhlik asymetricky (chiralni) a vykazuji
tak optickou aktivitu. RozliSujeme tedy pravotocivé, D-, a levotoCivé, L-, izomery
a-aminokyselin. V pfirodé nalezneme vice nez 300 riznych AMK. V naprosté vét§ingé ptipadi
se jedna o L-izomery. Pravotoc¢ivé formy se v pfirodé¢ vyskytuji zcela vyjimecné. V biochemii,
molekularni biologii a potazmo i v potravinafstvi je zvlaStni pozornost vénovana 20 (nékdy se
uvadi az 23) tzv. proteinogennim L-a-AMK, jez jsou stavebnimi kameny proteind. Bilkovinna
sekvence proteinogennich L-a-AMK je dana genetickym kodem a urcuje primarni strukturu
bilkovin. VétSinu z téchto AMK si lidské télo umi samo vyrobit. Vyjimkou je 8
tzv. esencidlnich AMK (valin, leucin, izoleucin, lysin, methionin, fenylalanin, tryptofan
a threonin), které¢ si lidsky organismus neumi syntetizovat, a proto musi byt jejich
fyziologicka potieba pokryta vyhradné stravou. Nekteré AMK, jako je naptiklad arginin
nebo histidin, je lidské télo schopné vytvoftit jen v urcitém mnoZzstvi. Pro zdravého, dospélého
jedince je tato syntéza dostatecnd, nicméné v obdobi rastu (obzvlast tedy v détstvi)
¢i pii vyskytu nékterych onemocnéni jsou naroky na jejich ptijem vyssi, a je tedy nezbytné je
externé¢ dopliiovat. Takové AMK pak nazyvame semiesencidlni. Je tfeba zminit,
ze pro spravnou fyziologii a funkci bunék, a tim ipro spravny chod organismu, musi byt
denné v dostatecném mnozstvi k dispozici vSech 20 proteinogennich AMK, vcetné jejich
metaboliti. AMK totiz nelze konzumovat ,,do zdsoby*. V organismu se neskladuji, jejich
piebytek télo deaminuje a vylou¢i moci. Na druhou stranu si ale musime déat pozor na jejich
nadmérnou konzumaci, kterd znamena obrovskou zatéz pro organismus. AMK dostavame
do téla predev§im ve formé bilkovin. Metabolismus bilkovin je energeticky velmi naro¢ny
proces vyzadujici zapojeni mnoha slozek. Kromé& nezbytnych mineralt (zinek a vapnik),
enzymu (pepsin) a vitaminl (B-komplex) jsou do metabolismu vyznamné zahrnuty i mnohé

organy jako ledviny, jatra a zaludek. Ackoli kazdd AMK ma svou unikatni katabolickou
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drahu, jejich produkty jsou pfevazné spolecné. Mezi n¢ patii naptiklad amoniak, oxid uhlicity,
mastné kyseliny s dlouhym i kratkym fetézcem, glukéza, sulfan, ketony, oxid dusnaty,
mocovina, kyselina mocova, polyaminy a dals$i dusikaté latky. Pfi nadmérné konzumaci
bilkovin pak musi organismus pracovat s vysokym nadbytkem téchto meziprodukta
a odpadnich latek, coz ma za nasledek mnoho zdravotnich komplikaci, jako je zhorSeni riistu
a vyvoje, vyskyt dny, aterosklerdzy, akné a travicich potizi, poskozeni ledvin, zvySeni
mnozstvi podkozniho tuku, tvorbu nebezpecnych nitrosamind a biogennich amintl, naruseni
homeostazy celého téla a vyCerpani zminénych vitaminti a minerall, jejichZz nedostatek
(deficience) ¢i uplna nepfitomnost (absence) zpusobuje dalsi chorobné stavy, jako je
osteoporodza apod. V extrémnich pfipadech mize dojit dokonce i ke smrti. Denni piijem AMK
musi byt tedy vyvazeny.

Biochemické a fyzikalni vlastnosti L-a-AMK souvisi s charakterem postranniho
fetézce a-uhliku, ktery definuje i jejich naslednou klasifikaci. Rozezndvame AMK polarni
¢inepolarni, alifatické ¢i aromatické a kyselé ¢i bazické. Bézné se muzeme setkat
1 s prizvisky sirné, heterocyklické ¢i sekundarni. AMK maji nezaménitelnou funkci v lidském
téle. Zatimco proteinogenni L-a-AMK jsou zndmy zejména jako monomerni jednotky
bilkovin a prekurzory hormonil a neurotransmiterli, neproteinogenni a-AMK (napf. ornitin,
citrulin a homocystein) a B-AMK (napf. taurin a B-alanin) maji dalezité¢ funkce v bunééném
metabolismu. Obecné jsou tedy AMK zdsadni pro stavbu organismu a regulaci klicovych
metabolickych drah, jeZ jsou nezbytné pro rist, reprodukci a imunitu organismu [1-5]. Mimo
fyziologii se pak AMK uplatiuji naptiklad v potravinafstvi, kde se vyznamné podileji

na tvorb€ aroma, barvy a chuti potravin [1,6,7].

2.1.2 Divody stanoveni

Efektivni, rychld a snadnd detekce AMK je nezbytnd v riznych medicinskych
a potravinarskych vzorcich. Denni piijem jednotlivych AMK a jejich néasledna koncentrace
v lidském téle vyznamné ovliviiyji stav organismu. Dysbalance AMK mize zpisobit
metabolickou nerovnovahu, acidozu, gastrointestinalni poruchy, neurologické problémy,
onemocnéni ledvin a sepsi. U novorozenci mizeme pomoci screeningu AMK dostatecné vcas
identifikovat vazné dédicné monogenni poruchy zdanlivé zdravych déti, které tak mohou byt
1éCeny diive, nez se projevi jejich klinické symptomy. Kvantitativni i kvalitativni stanoveni
AMK v klinickych vzorcich plazmy, séra a moci je tedy velmi dilezité pro vSechny vékové

kategorie [2,6].
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Nemén¢ dilezita je detekce AMK v potravinarstvi. Zménou koncentrace AMK
pfi vyrobnim procesu se sleduje napiiklad pribéh fermentace ¢i zrani [7]. Kromé toho,
spotiebitelé stale vice tlaci na kvalitu a nutricni hodnotu potravin, ktera je mimo jiné dana
prave slozenim a mnozstvim piitomnych AMK. Produkce nékterych potravin je navic spojena
s urCitou zemépisnou polohou ¢i vyrobnim postupem, dle kterych je nasledné urcena jejich
pravost a prodejni cena. Potraviny, u kterych byl zaménén jejich botanicky ¢i zemépisny
puvod, jsou tedy rovnéz povazovany za falSované. Pravé znalost profilu AMK miize byt
v mnoha ptipadech nastrojem pro odhaleni falSovani potravin ve smyslu pouziti nevhodné,
nekvalitni ¢i dokonce zakazané suroviny. Toho se mimo jiné vyuziva napiiklad pti analyzach
medi a medovin, kdy se pomoci AMK zjist'uje nejen jejich pivod, ale také kvalita pouzitych
surovin a dodrzeni vyrobniho procesu. Profil AMK muze byt v tomto piipadé¢ vyznamné
ovlivnén tepelnym zpracovanim a nevhodnym skladovanim medi/medovin, béhem nichz
dochazi k reakcim karbonylové skupiny redukujiciho cukru s volnou aminoskupinou AMK,
peptidi nebo proteint. Tyto reakce s sebou nesou ubytek jednotlivych AMK, ktery navic neni
kvili jejich odlisné reaktivité imérny [8,9]. I pres tyto komplikace bylo zjisténo, ze pro urceni
botanického plvodu medu je velmi efektivni kvalitativni a kvantitativni analyza
proteinogennich i neproteinogennich AMK. Z proteinogennich AMK to je pfedevs§im alanin,
asparagin, glutamin, glycin, histidin, fenylalanin, prolin, serin a tryptofan.
Z neproteinogennich se pak ¢asto stanovuje B-alanin, kyselina y-aminomaselna nebo ornitin
[8].

V potravinach a biologickych materidlech je navic dileZité monitorovat nejen vlastni
AMK, ale 1 jejich Skodlivé derivaty. Mezi né patii zejména biogenni aminy, které vznikaji
dekarboxylaci AMK. Biogenni aminy maji vysokou biologickou aktivitu. Mohou byt
prekurzory neurotransmiterti, hormont a vitaminii a zdsadn¢ podporuji rist tkdni, ¢imz ale
na druhou stranu pfispivaji 1 k rozvoji nddorovych bunék. Nékteré z nich, jako napiiklad
putrescin, kadaverin, tyramin, histamin, spermin a spermidin, jsou ale povazovany za toxicke,
jelikoz snadno reaguji s dusitany za vzniku karcinogennich heterocyklickych nitrosamini
[10,11]. Jejich hromadéni v téle je spojeno s patologickymi stavy, jako jsou bolesti hlavy,
migrény, alergické reakce, dychaci potize, hypo- nebo hypertenze, buSeni srdce, nevolnost
ajiné zazivaci problémy [2,11,12]. Biogenni aminy vSak slouzi také k indikaci
mikrobiologického zkaZeni potravin [2,13]. V melisopalynologii (obor zabyvajici se studiem
pylu v medu) mohou byt vyuZzity pro kontrolu provoznich podminek a stanoveni botanického
ptvodu [11]. Jejich stanoveni je tedy zajimavé jak kvili jejich moZzné toxicité a zdravotnim

dasledkim, tak diky jejich tloze potencialnich indikatort kvality a Cerstvosti potravinaiskych
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vyrobki [10]. Z tohoto ditvodu si organizace EFSA vyzéadala kontroly pfitomnosti biogennich
aminti (histaminu, tyraminu a dalSich) v potravindich a fermentovanych napojich, tedy

1 v medovinach [2].

2.1.3 Metody stanoveni

Screening AMK a slouc¢enin od nich odvozenych se diky jejich obrovskému vyznamu
stal nedilnou soucasti soucasné védy. Idealni analyticka metoda jejich stanoveni by méla byt
rychla, vysoce citliva (v jednotkdch pikomoli) a s velkou linearni odezvou. Pii pouziti
derivatizace by dand metoda méla navic poskytovat stabilni arychle se tvofici derivaty
reagujici s aminovou 1 iminovou funk¢ni skupinou, a to bez rusivych vedlejSich produkti
¢i meziproduktt [14].

Stanoveni AMK je primarn¢ zaloZeno na separacnich technikach, jako je HPLC, CE
nebo GC, jez mohou byt za ucelem zvySeni citlivosti, selektivity a identifika¢ni schopnosti
kombinované s hmotnostnim spektrometrem. Porovnavame-li ¢etnost pouziti jednotlivych
separacnich metod v analyze AMK, zjistime, Ze GC byla v poslednich letech vyrazné
nahrazena separacemi v kapalnych fazich a jeji pouziti je v tomto odvétvi dnes velmi
ojedin¢lé. CE se vyznacuje vysokou citlivosti, malou spotfebou rozpoustédel a kratkymi
separacemi, nicmén¢ oproti HPLC vykazuje nizs$i pikovou kapacitu, kterd je naprosto
klicovou vlastnosti pro spravné a piesné urceni sloZzeni komplexnich matric. Zatadila se proto
aZ na druhé misto. Dominantni technikou pro stanoveni AMK je kvili jejich strukturni
rozmanitosti a vysoké polarit¢ RP-HPLC analyza se spektrofotometrickou nebo fluorescenc¢ni
detekci [2,6,11,13,15]. Tato instrumentace tak nahradila dfive velmi rozSifenou iontove-
vymeénnou  chromatografii ~ spojenou s  pulzni  amperometrickou,  vodivostni
nebo spektrofotometrickou detekci [10,11]. Pred vlastni RP-HPLC separaci AMK je vSak
zpravidla nutné zatadit kroky pfipravy vzorku k analyze, jez zahrnuji izolaci AMK a jejich
naslednou derivatizaci.

Pro izolaci AMK z komplexni matrice miZzeme zvolit hned nékolik extrakénich
metod: elektromembranové extrakce, LLE extrakce, elektrodialyzu, SPE extrakce atd. Pravé
SPE patronky plnéné styren-divinylbenzenem s navazanou kationtov€é vymeénnou staciondrni
fazi se pro zakoncentrovani, piecisténi a izolaci AMK pouzivaji uplné€ nejcastéji. Tato metoda
je jednoduchd, relativné rychld a umoZiluje zpracovani velkého mnozstvi vzorku [7,8].
Pro u¢inné oddéleni analyth jsou vzdy klicové vlastnosti sorbentl v SPE kolonce. Jelikoz maji

klasické sorbenty obvykle nizkou selektivitu a adsorpéni kapacitu, vyvijeji se nové,
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selektivnéjsi sorbenty, jako jsou molekulové imprintované polymery (MIP). Jejich ptiprava
tkvi v polymeraci monomerti navdzanych v pfitomnosti sitovaciho cinidla kovalentni
nebo nekovalentni vazbou na templdt a nasledné pieruSeni této interakce odstranénim
templatu z polymerni matrice, ¢imz dojde k vytvofeni selektivnich vazebnych mist pro cilovy
analyt ¢i jemu strukturné podobné latky. MIP cilené na AMK byly poprvé pfipraveny v roce
1972 pomoci vysoce selektivniho kovalentné imprintovaného polysacharidu. MIP vSak
muzeme piipravit mnoha polymeracnimi technikami za vyuziti riznych latek. Pouzivaji se
polymerace precipitacni, suspenzni, blokové, sol-gel, povrchové ¢i metoda jedno-
nebo vicestupiiového bobtnani s naslednou polymeraci. Nevyhodami MIP jsou zdlouhavé
syntetické kroky, mozné vymyvani templatti, nizka vazebna kapacita a pomaly pfenos hmoty.
Tyto nedostatky byly uspésné vyfeSeny pouzitim modernéjsi techniky D-MIP, pii niz jsou
jako templaty pouzity strukturni analogy testovanych sloucenin, takzvané ,,dummy* templaty.
MIP jsou zde naroubovany na povrch pevnych nosicl, jako jsou napiiklad nanocastice
magnetitu, kvantové tecky, uhlikové nanotrubice nebo castice silikagelu, které jsou diky své
stabilité pii vysokych teplotach a nizkém pH oblibenym materidlem. Upevnénim MIP byla
analytim zvySena dostupnost dutin, ¢imZz se zaroven zlepSila i rychlost pfenosu hmoty.
Spravné zvoleny a piipraveny D-MIP mé pak velmi vysokou selektivitu, kapacitu a citlivost
[16-22].

Jelikoz AMK postradaji ve své struktufe chromofor ¢i fluorofor, je jejich piimé
a zaroven dostate¢né citlivé stanoveni pomoci HPLC s UV-VIS ¢i fluorimetrickou detekci
znacné obtizné. Pfed samotnou detekci je proto nutné provést derivatizacni krok, ktery AMK
pfevede na jejich absorbujici ¢i fluoreskujici derivaty. PfestoZe derivatizace mulZe byt
provedena v jakékoli fazi analyzy vzorku, véetné jeho pfipravy, davkovani, separace ¢i t€sné
pfed detekci, nejCastéji se setkdme s predkolonovou derivatizaci AMK mimo
chromatograficky systém [1,6]. V soucasné¢ dobé na trhu najdeme velké mnozstvi riznych
derivatizacnich ¢inidel, které se pouzivaji bud’ samostatné, nebo se daji rizné¢ kombinovat
mezi sebou. Mezi tradi€ni ¢inidla patfi napf. ninhydrin, dansylchlorid (DNS-Cl),
o-ftaldialdehyd (OPA), fenylisothiokyanat (PITC) a i o néco moderné€js$i 9-fluorenylmetyl-
chlorformiat (FMOC-CI), dabsylchlorid (DBS-CI) nebo diethyl-ethoxymetylenmalonat
(DEEMM) [1,6]. Nedavno byly navrzeny nové reagencie, které se snazi piekonat ty klasické.
Mezi nimi mizeme zminit ¢inidla 4'-(N,N-dimetylamino) azobenzen-4-sulfonylchlorid
(DABS-CI),  2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-N-chinolin-6-ylkarbamat ~ (AQC)  nebo  2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl-naftalen-1-ylacetat (SINA) [1]. KaZzdé derivatizani ¢&inidlo, at uZz
tradiéni ¢i moderni, ma vzdy své vyhody i nevyhody, které¢ musi byt ptfed jeho vybérem
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dikladn¢ zvazeny [1]. Charakteristika nejcastéji pouzivanych derivatizacnich ¢inidel bude
uvedena v nasledujicich odstavcich.

Pravdépodobné nejrozsitenéjsi derivatizacni Cinidlo pro chromatografické stanoveni
primarnich aminokyselin a biogennich aminii je OPA, jenz bylo poprvé popsano jiz v roce
1971 [10]. OPA disponuje celou fadou vyhod: jednoduchost a rychlost reakce, ktera probiha
okamzité (do 1 min) i pfi teplot€¢ mistnosti, vysokd citlivost pfipravenych fluoreskujicich
derivatt (pikomoly) detekovatelnych pii vlnovych délkach excitace 335-340 nm a emise
425—-440 nm, a v neposledni fad¢ neschopnost fluorescence samotného OPA ¢inidla, které by
komplikovalo interpretaci chromatografickych dat. Na druhou stranu nereaguje se
sekundarnimi aminoskupinami (prolin ¢i hydroxyprolin) a neni tedy vhodné pro vzorky, které
je obsahuji. Pro reakci s OPA je navic kli¢ové alkalické pH a pfitomnost redukéniho ¢inidla
obsahujiciho thiol. Nejcastéji se vyuziva merkaptoetanol neboli ethanthiol. Reakci OPA
s AMK v pfitomnosti merkaptoetanolu vznikaji derivaty isoindolu, které ovSem nejsou prili§
stabilni a musi se s nimi pracovat velmi rychle. Stabilnéjsi derivaty pak poskytuji objemné;jsi
thioly jako je N-acetyl-L-cystein nebo kyselina 3-merkaptopropionova. Prestoze se
derivatizace OPA c¢inidlem obvykle provadi v systému pied kolonou, a to 1 automatizované
pfimo v davkovaci smycce [1,10,11,14,23,24], postkolonova derivatizace neni vyjimkou
a pro mén¢ stabilni derivaty je dokonce i jedinou moznosti [25,26]. Aplikace OPA je velmi
roz§ifend 1 v klinickych a nutri¢nich studiich [1].

DNS-CI je velmi roz$ifené ¢inidlo poskytujici znacné stabilni a citlivé (pikomoly)
fluoreskuyjici derivaty detekovatelné pfi excitacni vlnové délce 286—293 nm a emisni vinové
délce 492 nm. Reakce DNS-CI s AMK vyzaduje vysokou teplotu a dlouhou reakéni dobu,
aproto se pouziva vyhradné pro predkolonovou derivatizaci. DalSi nevyhodou je jeho
nespecifita. DNS-CI totiz reaguje nejen s primarnimi a sekundarnimi aminy [12,13,23,26], ale
také s fenoly, alifatickymi alkoholy a nékterymi cukry [23]. VétSina AMK navic produkuje
vice nez jeden derivat, coz zdsadn¢ komplikuje chromatografickou separaci a kvantitativni
stanoveni [14]. Problémem jsou 1 pocetné hydrolyzni fluoreskujici produkty, které cCasto
piekryvaji samotné piky derivath AMK [26]. Tvorbu téchto produkti vSak miZeme
zredukovat pouzitim minimdlniho mnozstvi DNS-CI, extrahovanim hotovych derivata
systémem kapalina-kapalina nebo kapalina-pevné latka ¢i reakci prebytku DNS-CI s AMK
pfidanou do reakcniho systému [26].

PITC C¢inidlo reaguje rovnéZ s primarnimi 1 sekundarnimi aminy za vzniku velmi

stabilnich derivatl fenylthiokarbamylu AMK absorbujicich pfi 254 nm a detek¢nimi limity
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v jednotkach pikomolt, avSak oproti DNS-CI ¢inidlu nedochézi k tvorbé rusivych vedlejSich
produktt [14,22,27-31]. Hlavni nevyhody PITC ¢inidla jsou obvykle nezbytné vicestupiiové
susici kroky béhem derivatizace, coz nejen vyznamné prodlouzuje Cas potiebny k piiprave
derivatu, ale nasledné to ovlivituje i reprodukovatelnost metody [14]. Stejn¢ jako OPA je
1 PITC ¢inidlo stale velmi rozsifené pro analyzy biologickych a potravinaiskych vzorki [1].

AQC je moderni, komeréné dostupné, predkolonové derivatizacni Cinidlo, které
poskytuje vyjimecné stabilni, fluoreskujici derivaty detekovatelné pii vinovych délkach
excitace 250 nm a emise 395 nm. Jelikoz derivaty ziistdvaji beze zmény po dobu minimalné
jednoho tydne, s oblibou se pouzivda v automatizovanych analyzach [1,32]. Jedinym
vyznamnym reakénim meziproduktem je 6-aminochinolin, ktery rovnéz fluoreskuje, avSak
stanoveni obvykle nijak vyrazné¢ nerusi. Prestoze reakce AMK s ¢inidlem AQC vyzaduje
zvySenou teplotu a delsi reakéni dobu (minimdln€¢ 15 min), nabyva tato technika stale
na popularité [10].

Velmi oblibenym a dnes jiz tradicnim ¢inidlem piedkolonové derivatizace AMK je
FMOC-CI, ktery reaguje s primarnimi, sekundarnimi i tercidlnimi aminy za vzniku velmi
stabilnich fluoreskujicich sloucenin [10,14,23], které¢ se detekuji pti vinové délce excitace
263 nm aemise 313 nm [1]. Obrovskou nevyhodou je fluorescence jiz samotného ¢inidla
a tvorba mnoha vedlejSich, rovnéz fluoreskujicich produktii, které zdsadné ztézuji separaci
a velmi ovliviiuji rozliSeni a kvalitu chromatogramu [10,14].

Pomérné nové, avSak jiz komeréné dostupné, je i ¢inidlo DEEMM, které poskytuje
derivaty AMK absorbujici v UV oblasti pii 280 nm [1,33]. DEEMM by mohl byt povazovan
za optimalni derivatizacni ¢inidlo, jelikoZ poskytuje podobné hodnoty limith detekce a limith
kvantifikace jako nové syntetizovanad cinidla, avSak na rozdil od nich vykazuje i dobrou
chromatografickou separaci, velky linearni rozsah a stabilitu vii¢i vlivu matrice. Jedinou
nevyhodou je delSi reakéni Cas (1 den) a tvorba nestabilniho derivatu s prolinem, ktery tak
vykazuje 1 vy$$i hodnoty LoD a LoQ [34].

VétSina téchto klasickych derivatizaCnich c¢inidel je kompatibilni 1 pfi pouziti
hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). Nicméné€ béhem poslednich
let byly vyvinuty specidlni derivatizaéni cinidla pro ESI-MS detekci, jako je
2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-N-[tris(pyrrolidin-1-yl)fosforanylidenamino]karbamat (FOSF), 4-
(2,5-dioxopyrrolidin-1-yloxykarbonylamino) fenyltrimetylamonium jodid (TAHS) a 2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl-N-pyridin-3-ylkarbamat (APDS). Derivaty téchto cinidel jsou Ilépe
ionizovatelné, poskytuji velmi stabilni signdl a charakteristickou fragmentaci béhem

tandemové hmotnostni analyzy a maji vysokou molekulovou hmotnost, coz umoziuje
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selektivnéjsi detekci [6]. Tato nova cCinidla (TAHS, FOSF) sice nabizeji oproti klasickym
derivatizacnim c¢inidlam (DNS, FMOC-CIl, DEEMM) niz§i limity detekce a kvantifikace,
avsak stale nejsou komeréné dostupnd a vykazuji horsi chromatografickou separaci a nizsi
linedrni rozsah. Za naprosto nejcitlivéjsi ¢inidlo je s hodnotou LOQ < 117 fmol povazovan
TAHS [34]. Nedavno bylo prezentovano i pfimé stanoveni nederivatizovanych AMK pomoci
kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS),
jejiz  instrumentace je bohuzel velmi finanéné narocnd. Aplikace HPLC-MS/MS
na potravinaiské produkty je navic stale jesté dost omezena [10,11]. Obrovskou nevyhodou
MS techniky (obzvlasté pak ve spojeni s HPLC) je jeji vysokd pofizovaci a provozni cena
ataké velky vliv matri¢nich efektl, ktery je tfeba maximalné minimalizovat ¢i v lepSim
ptipadé Upln€ odstranit. Béhem ionizace totiz mlze matrice vzorku zeslabit nebo zesilit
ionizaci analytu, ¢imz pak zdsadné ovlivni kvantitativni stanoveni daného analytu ve vzorku.
Ackoli pfesny mechanismus ucinkli matrice neni zndm, muize byt zplisoben konkurenc¢nim
bojem o naboj, pfitomnosti neté¢kavych piisad, parovanim iontd nebo zménou viskozity
a povrchového napéti kapicek [6].

Dle pouzitého ¢inidla vykazuje RP-HPLC analyza derivati AMK rizné stupné
citlivosti, robustnosti, selektivity a snadnosti provedeni, nicméné¢ podminky analyzy jsou
pro vSechna derivatizacni cinidla obdobné. Pro separaci se nejCastéji pouzivaji klasické
oktadecyl-silikagelové kolony temperované na teploty 16—45 °C a binarni mobilni faze
ruznych slozeni s pratoky 0,5—1,5 ml/min. Vodnou mobilni fazi tvoii nejcastéji pufry (napf.
octanovy, fosfatovy) rozlicného pH nebo vodny roztok organické kyseliny (napf. mravenci)
o nizké koncentraci. ObcCas se setkdme 1 s pfidavky malého mnoZstvi organického
rozpoustédla, jako je tetrahydrofuran nebo metanol (max 20 %, zpravidla v§ak kolem 6 %).
Organickd mobilni faze se obvykle sklada z acetonitrilu, metanolu ¢i jejich kombinaci,
s malymi ptidavky vody a piipadnou upravou pH pomoci pufru, kyseliny mravenci
¢i trifluoroctové [1,7,10-14,23,24,26,32,33]. Separace derivati AMK trva standardné kolem
60 min a vyZaduje pomérné vysoké pritoky (az 1,8 ml/min). To ma za nasledek velkou
spottebu mobilnich fazi. Vzhledem k rostoucim pofizovacim cendm vysoce Cdistych
organickych rozpoustédel (zejména acetonitrilu) a nakladim spojenych s jejich likvidaci,
a dale kviili rostoucimu zajmu o problematiku Zivotniho prostiedi (tzv. zelena chemie) je dnes

cilem vyvinout a validovat rychly a ekonomicky zplsob rutinni analyzy AMK [10].
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2.2 MED A MEDOVINA

2.2.1 Zakladni charakteristika a sloZeni medu

Med je sladky, velmi chutny produkt vyrabény vcelami medonosnymi (Apis mellifera)
z karbohydrati obsazenych ve vyméscich rostlin. Povazuje se za jednu z nejkomplexnéjsich
ptirodnich potravin, kterd obsahuje minimalné¢ 200 riznych chemickych latek [24,35].

Slozeni této viskézni kapaliny je kvili rozdilnym geografickym, botanickym
a procesnim faktorim velmi variabilni. Mezi geografické faktory patii klima, obdobi sbéru,
zemepisna poloha a okolni podminky. Do botanickych faktort se fadi predevs§im typ rostlin
a pritomnost chemického oSetfeni. Procesni faktory jsou pak dany hlavné vcelafem a délkou
a podminkami skladovani [32,35,36]. Hlavni slozkou medu je smés karbohydrati
(monosacharidi, oligosacharidil i polysacharidit), z nichZ je v nejvétsim mnozstvi zastoupena
fruktéza a glukéza [36,37]. V minoritnim mnozstvi pak v medu nalezneme aminokyseliny
(v zasad€¢ hlavné prolin) a jiné organické kyseliny, bilkoviny, fenolické latky, vitaminy
(zejména B1-B6), mineraly (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Zn), pigmenty, enzymy (o- a -
glukosiddza, amyldza a oxiddza) a aromaty [36,38—40]. Nckteré slozky medu pochazeji
zrostlin, jiné jsou dodévany vcelami ¢i vznikaji béhem enzymaticky katalyzovanych
biochemickych reakci v pribéhu zrani medu. Vsechny se pak podileji na vyslednych
organoleptickych vlastnostech medu [24].

V nékterych ptipadech se surovy med pied jeho uvedenim do prodeje podrobuje
tepelnému zpracovani. Tento proces ma hned nékolik diivodi: (a) inhibuje nebo zpomaluje
proces krystalizace, (b) eliminuje rist mikroorganismii, a tim naslednou kontaminaci,
a (c) snizuje viskozitu medu, ¢imz zjednodusi plnéni lahvi [39]. Proces zahtivani vSak mtize
destabilizovat nebo absolutn¢ znicit biologicky aktivni latky, zodpovédné za jeho ptiznivé

ucinky na lidské zdravi, a neni proto doporucovan [41].

2.2.2 Vlastnosti a vyuziti medu

Med mé diky svym organoleptickym vlastnostem a vysoké vyzivové hodnoté Siroké
uplatnéni v potravinafském pramyslu. Mize byt konzumovan piimo nebo jako piisada
zpracovavanych potravin [35]. Jelikoz ma med nizsi glykemicky index nez klasicky cukr, je
oblibenym sladidlem a zdrojem energie sportovcu. Stimuluje navic sekreci inzulinu, ¢imz
nepiimo snizuje hladinu glukozy v krvi, coZ do jisté miry oceni i diabetici. Med déle zvySuje

koncentraci hemoglobinu, zlepSuje lipidovy profil a ma antioxidacni, protirakovinové,
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protizanétlivé,  antimikrobidlni,  antiaterogenni,  antitrombotické¢, = imunomodula¢ni
a analgetické ucinky. Nekteré studie také ukazaly, ze vceli med snizuje rizikové
kardiovaskularni faktory bez zvyseni télesné hmotnosti [41].

Bylo prokazano, ze med mé podobnou antioxida¢ni kapacitu, jako mnoho druhti ovoce
a zeleniny. Med inhibuje oxidacni reakce, které mohou ménit barvu a chut’ potravin. Mezi
tyto reakce patfi napf. enzymatické hnédnuti ovoce a zeleniny, Zluknuti a oxidace zplisobené
svétlem, teplem a nékterymi kovy [35,42-45]. Antioxidanty obsazené v medu jsou
enzymatického i neenzymatického plivodu. Zatimco antioxidanty enzymového puvodu
zahrnuji glukosaoxiddzu, kataldzu ¢i peroxiddzu, mezi neenzymové antioxidanty patii
zejména o-tokoferoly, kyselina askorbova, karotenoidy, nékteré produkty Maillardovych
reakci, proteiny, aminokyseliny ¢i organické kyseliny a dale vice nez 150 fenolickych
sloucenin patiicich do skupiny flavonoidl, flavonolii, fenolickych kyselin, katechint
nebo derivati kyseliny skoficové [43,46,47]. Antioxidacni aktivita jednotlivych medl se
velmi 1i8i v zavislosti na zpracovani, kvétinovém puvodu a vnéjsich faktorech, jako je rocni
obdobi nebo Zivotni prostiedi. Botanicky ptivod vSak ovliviiuje antioxidacni kapacitu nejvice
[44,46,48].

Med neni pfili§ vhodnym médiem pro rist mikroorganismi. Vyjimku tvofi nékteré
siln¢ osmoresistentni a xerofilni druhy, které jsou schopny riist i pfi nizkém obsahu vody
a vysokém obsahu cukru. Jejich pfitomnost je kvili rozliénym kontaminacnim zdrojim
regiondln¢ zavislad. Mezi tyto zdroje patii zejména vzduch, travici ustroji vCel a nektar a pyl
z riznych kvétin [40]. Antibakteridlni vlastnosti medu jsou navic podporovany piitomnosti
peroxidu, lysozymu a fenolickych latek. Bohaty koktejl téchto sloucenin dava medu jedine¢né
vlastnosti, které se daji s vyhodou uplatnit v 1€kafstvi: med Cisti rany, velmi rychle potlacuje
zanét a odstranuje infekce, minimalizuje zjizveni, stimuluje angiogenezi, granulaci tkani
arust epitelu [42—44], snizuje riziko onemocnéni srdce, rakoviny, Sedého zakalu, predchazi
zanétlivym onemocnénim a podporuje funkci imunitniho systému [44]. Lidova lécba véelimi
produkty dala vznik novému oboru alternativni mediciny zvaného apiterapie. Ackoli se zda,
ze je tento védni smér doménou moderni doby, med 1é€il Zalude¢ni viedy, koZni rany a dalsi
nemoci ¢&i zranéni jiz ve starém Egypté a Recku. Med byl pouzivan rovnéz preventivné
na podporu celkového zdravi a pohody [45]. Jelikoz med inhibuje rist patogenti, mize byt
vyuzivan i jako pfirodni konzervaéni ¢inidlo [42—44]. V¢eli produkty maji dnes diky svym

blahoddrnym u¢inklim nenahraditelné misto i v kosmetickém pramyslu [49].
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2.2.3 Kvalita a autenticita medu

Chemické, senzorické, fyzikalni a mikrobiologické vlastnosti jsou spolu s botanickym
a zemepisnym pivodem hlavnimi parametry kvality a nasledné ceny medu. Regula¢ni organy,
potravinaisky primysl, maloobchodnici a v neposledni fadé i spotfebitelé maji tedy obrovsky
zajem znat autenticitu medi [50,51,52].
chuti mnohem drazsi nez jina sladidla, a proto je za ucelem vyssich vydelka producenti velmi
Casto falSovan. Nejcastéjsi metodou falSovani medu je pfidani sachardzy, fruktdozy nebo
glukézy. Nékde je povazovano za falSovani i krmeni véelstev sachar6zou [39,41]. FalSovani
medu je na rozdil od falSovéni jinych sladidel pomérn¢ snadné a t€zko se odhali. Z tohoto
divodu se rozhodl mezindrodni organ Codex Alimentarius spolu s Mezinarodni komisi
pro med (IHC) stanovit nékteré zakladni pozadavky na kvalitu medu a jemu piibuznych
produktt [39,41]. Tyto zdkony se zabyvaji senzorickymi i fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
vlhkosti (<20 %), cukru (70-80 %) a popela (0,1-0,2 %) [36]. Dalsimi parametry, které
vyznamné ovlivituji nutriéni kvalitu, granulaci, chut' a texturu medu, jsou napftiklad
mikrobidlni rozmanitost [40], elektricka vodivost, aktivita diastdzy a obsah pesticidl, 5-
hydroxymetylfurfuralu a ve vod¢ nerozpustnych pevnych latek [33,39,41]. Problematiku vsak
vyznamné komplikuje promeénlivé slozeni medu v disledku riznych okolnich vliva (teplota),
biochemickych zmén (fermentace) ¢i chemickych reakci (oxidace) vyskytujicich se béhem
jeho vyroby ¢i skladovani [39]. Rozdily jsou i v jednotlivych typech medi. Medy tmavé
barvy obsahuji oproti svétlym medim naptiklad vysSi obsah fenolickych latek [44,45],
minerald [53] 1 Zivin [54]. Zavedeni standardnich parametrd, které by komplexné prokazovaly
kvalitu v§ech druhti medu, je tedy téméf nemozné [39].

Botanicky piivod miize byt jednoznaéné urcen pouze u tzv. jednokvétych meda neboli
medl pochazejicich z pylu jedné rostliny, jelikoz vykazuji typické senzorické a fyzikalné-
chemické vlastnosti. Pro hlavni evropské jednokvété medy tedy jiz existuji standardy
stanovené organem IHC. Tyto medy jsou ale ve skuteCnosti velmi vzacné, nebot’ vcela se
témef nikdy nezivy nektarem jednoho druhu rostliny. Pro ur€eni botanického i zemépisného
puvodu medu mizeme pouzit profil tékavych latek, bilkovin, aminokyselin, fenolickych latek,
organickych kyselin, cukri, ale i mineralnich latek, a to za pouziti riznych technik, jako je
fluorescenéni nebo IR spektroskopie, NMR nebo MS spektrometrie, kombinovanych se

separacnimi metodami [32,39,41]. Nicméng¢ stale neexistuji zadné oficialni metody stanoveni
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geografického nebo botanického ptvodu medu, které by byly svazované vyhlaskou EU

¢i jinymi orgéany [7,8].

2.2.4 Stabilita medu

Nevhodné podminky zpracovani a skladovani medu mohou vést k tvorbé nezadoucich
produkti v disledku reakce karbonylové skupiny na redukujicim konci cukrd s volnymi
aminoskupinami dusikatych latek. Tato reakce je znama jako tzv. Maillardova reakce neboli
reakce neenzymového hnédnuti. Za béznych teplot probihaji Maillardovy reakce jen velmi
pomalu. Jejich pribéh v§ak vyznamné roste se zvySujici se teplotou. V prvnim kroku dochazi
k vytvoteni tzv. amadori produktl, které se nasledné bcéhem skladovani preméiuji
na makromolekuldrni pigmenty melanoidiny, ¢imZ se méni nejen sloZeni, ale 1 organoleptické
vlastnosti potraviny (barva, chut’, viin¢). Obecné¢ Maillardovy reakce sniZuji nutri¢ni hodnotu
potravin, potazmo medu, protoze dochazi k destrukci esencidlnich aminokyselin za vzniku
nezadoucich latek. V nékterych ptipadech jsou vSsak Maillardovy reakce vitané. Mezi n¢ patfi
tteba vyroba pekatskych produktt ¢i pe¢eni masa [2,39].

Nejznaméj$§im kontaminantem medu je bezbarvd organickd sloucenina 5-
hydroxymetylfurfural (5-HMF). 5-HMF je ve stopovych mnozstvich naprosto neskodny
a v minimalnich koncentracich ho bézné¢ nalezneme v mnoha potravinach, z nichz mizeme
jmenovat napfiklad suSenky, marmelddy, dzusy, alkoholické napoje nebo pravé med.
Ve vysSich koncentracich je vSak 5-HMF toxicky. V potravinach se tvofi béhem delSiho
skladovani nebo pfi degradaci cukri (v kyselém prostiedi za vysSich teplot). Je rovnéz
1jednim z meziproduktl Maillardovych reakci. Klicova slozka pfi tvorbé 5-HMF je 3-
deoxyozon, ktery pochazi z 1,2-enolizace a dehydratace glukézy nebo fruktozy. Jelikoz
mnozstvi 5-HMF v medu zavisi zejména na jeho tepelném oSetieni a délce jeho skladovani,

muze byt 5S-HMF pouzit k indikaci Cerstvosti ¢i nadmérného zéhfevu medu [39,46,55].

2.2.5 Diilezité dusikaté latky v medu

Obsah bilkovin v medu zavisi na druhu véel a pohybuje se v rozsahu 0,1-3,3 %. Cast
proteinll tvofi 1 vyznamné enzymy, jako je invertaza, o- a B-glukosidaza, katalaza, fosfataza,
glukosaoxidaza a diastazy (a- a f-amylazy) [39].

Aminokyseliny tvoii 1 % (m/m) vSech sloZzek medu. Bilkoviny a aminokyseliny
ptitomné v medu jsou prevazné rostlinného piivodu. Jejich hlavnim zdrojem je pyl a mohou

tak slouzit pro stanoveni botanického ptivodu medu. Nékteré AMK se vSak do medu dostavaji
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prostiednictvim vcel. Piikladem takové aminokyseliny je prolin, ktery je zdroveinl i nejvice
zastoupenou aminokyselinou v medu. Prolin se do medu dostava ze slinného sekretu vcel
béhem pfemény nektaru na med a jeho mnozstvi zavisi na dobé, kterou nektar stravi
v travicim ustroji veely. Pfedstavuje 50-85 % celkovych aminokyselin medu, a proto slouzi
jako kritérium pro hodnoceni zralosti a kvality medu. Dle legislativy musi byt v jednom
kilogramu medu minimalné 180 mg prolinu, coz je hranice pro zaruceni dostate¢n¢ kvalitniho
produktu. Kromé prolinu med obsahuje i dal$i aminokyseliny, z nichZ nejbéznéjsi je alanin,
kyselina glutamova, fenylalanin, tyrosin, leucin, izoleucin, B-alanin, ornitin nebo kyselina y-
aminomaselna [11,32,33,39].

Kvalitativni 1 kvantitativni zmény volnych AMK ve véelich produktech béhem jejich
skladovani pti pokojové teplot¢ po dobu 24 mésicii byly studovany kolektivem autorii
ze Spanélska [9]. Bylo zjisténo, e koncentrace vétsiny volnych AMK se béhem prvnich
deviti mésict skladovani vyrazné snizila, nicméné po 15 mésicich skladovani jiz nebyly
pozorovany zadné zmény. Vyjimkou byla kyselina asparagové, B-alanin a prolin, jejichz
obsah béhem prvnich Sesti mésict skladovani vyznamné vzrostl. Koncentrace prolinu po této
dob¢ opét poklesla, zatimco koncentrace kyseliny asparagové klesla az po dvanacti mésicich.
Obsah B-alaninu se béhem dalSich mésicti jiz nezménil [39]. Zmény ve slozeni byly
zaznamenany také v medu uchovavaném pii riiznych teplotach po dobu Sesti mésicii [56].
Bylo totiz dokézano, Ze polyfenoly pfitomné v medu mohou byt oxidovany na chinony, které
nasledn¢ interaguji s bilkovinami za vzniku kovalentni vazby. Tyto interakce jsou zesileny
praveé v piipadé, ze je med uchovavan pii vysokych teplotach, pti nichz dochazi k modifikaci
struktury a velikosti proteinti [39], a ndsledné¢ vedou k tvorbé komplexu protein-polyfenol

[56].

2.2.6 Medovina a jeji historicky ptivod

Jelikoz je v¢eli med hlavni surovinou pro vyrobu medoviny, vykazuje medovina velmi
obdobné chemické slozeni a vlastnosti jako med a pohliZime na ni podobné i1 z hlediska
hodnoceni jeji kvality, autenticity a plvodu. Ptipadné rozdily v jejim slozeni jsou dany
technologickym procesem pfipravy, jako je fermentace, tepelné zpracovani a skladovani
[46,55].

Medovina je tradi¢ni alkoholicky napoj, jehoz ptivod saha az do davného neolitu [40].
Stale se vedou debaty o tom, zda je nejstarSim alkoholickym nédpojem pivo, vino nebo praveé

medovina [54]. Predpoklada se, ze vyroba medoviny zacala v Africe, odkud byla pfenesena
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pies Stiedozemni mote do Evropy [35]. Pfesné Casové obdobi ani misto piivodu vSak znamy
nejsou [54]. Ditkkazy o konzumaci medoviny nalezneme téméi ve vSech starych kulturach
[54], které ji obvykle pouzivaly béhem tradi¢nich oslav a ritudli [57] za ucelem zvySeni
plodnosti a udrzeni zdravi [53]. Piestoze byla medovina v soucasnosti z velké ¢asti nahrazena
pivem a vinem (jsou méné nakladné a jednodussi na pripravu) [54], jeji konzumace je stale
roz$ifena celosvétové. Mezi velmi vyznamné spotiebitele patii napiiklad Anglie, Polsko,

Némecko, Slovinsko, Etiopie nebo Jizni Afrika [58].

2.2.7 Vyroba medoviny

Tradi¢ni zplisob vyroby medoviny je jednoduchy. Med je nafedén vodou na vysledny
obsah 18-37 % (v/v) a pH je upraveno na hodnoty 3,6-5,5. Dle libosti je mozn¢é ptidat rizna
aditiva pro ochuceni, obvykle se jedna o bylinné¢ extrakty ¢i ovocné Stavy [35,36,59].
V nékterych ptipadech je ddle nutné medovy roztok obohatit o dusikaté slouceniny, které jsou
klicové pro spravny rast kvasinek. VétSinou se pro tento ucel pouzivaji latky zndmé pod
nazvem FAN, jez zahrnuji amonné ionty, kratké peptidy (di-, tri-) a aminokyseliny. Nékdy se
mnozstvi dusikatych latek zvySuje pfidavkem pylu, ktery kromé dusiku doda i lipidy,
vitaminy a mineraly [11,36]. Po Gpravach a suplementaci nasleduje u tzv. vafenych medovin
zahtati ¢i mirné povafeni medového roztoku, ¢imz se odstrani zdkalotvorné bilkoviny
a nezaddouci mikroorganismy, které by mohly pozd&ji zapticinit nekontrolovanou fermentaci.
Dojde tedy ke zvySenti stability vysledného produktu [60]. U tzv. nevatfenych medovin je tento
krok vynechan. U obou technik nasleduje temperace na teploty 20-35°C a inokulace
medového mostu kmeny osmotolerantnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae, Hansenula
anomala nebo jejich smésmi. Fermentacni proces kon¢i v momenté, kdy koncentrace
zbytkovych cukri klesne pod 5 g/l. V této fazi dochazi k ptirozenému syceni medoviny
oxidem uhli¢itym [35]. Na zavér se pomoci dekantace, filtrace ¢i centrifugace odstrani
nezadouci zakal a hotovy produkt se plni do lahvi, pasteruje a ulozi k dozravani [35,61].

Jelikoz puasobenim vysSich teplot ¢i dokonce vafenim medového mostu dochézi
k degradaci cennych termolabilnich latek (napf. fenoll, enzymi ¢i vitaminl), k oxidaci,

hnédnuti a k vyznamnému naristu koncentrace 5-HMF, byly jiz vyvinuté nové, avSak

24
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[54,60,62]. Jako alternativa vafené¢ 1 nevafené¢ medoviny vznikla v soucasnosti metoda
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vyuzivajici velmi rychlého zahiati medového mostu na vysokou teplotu pisobici naprosto
minimélni dobu, obvykle kolem 30 s. Tento zplisob ptinasi veskeré vyhody tepelné upravy
medu, jako je stabilizace a sterilace medového mostu ¢i odstranéni nezddoucich latek
zpusobujicich zdkal, nicméné je méné pracny, energeticky méné naro¢ny a zachovava kvalitu
nevarené medoviny [54,62].

Obéma zakladnimi vyrobnimi technologiemi (studena ¢i tepla cesta) je vysledny obsah
alkoholu v rozmezi 7-22 % [35]. Pfesné procento etanolu zavisi na pocateCnim natedéni
medu, které mize byt v poméru od 1:0,5 (med:voda) az po 1:4 [63]. Pravé mnozstvi etanolu je
dilezitym parametrem pro naslednou klasifikaci medoviny, ktera se tak mulze fadit
do kategorie piva, vina nebo likért. Tato klasifikace je mozna diky stejnému fermentaénimu
procesu zminénych népoji. Rozdilem je pouze doba hlavniho kvaseni, ktera je u medovin
podstatné delsi [64] a trva obvykle od nékolika tydnii (pfi pocatecnim nafedéni medu 1:4) az
faktory, z nichz nejkriti¢téjsi je vysoky pocatecni obsah fruktodzy, nizka hladina esencialnich
zivin a nizkd hodnota pH [64], kterou mimo jiné zplsobuje i1 vznikajici CO. Pokud pH klesne
pod hodnotu 2,5, dochazi dokonce k uplnému zastaveni kvasiciho procesu [62]. PferuSovana,

vvvvv

pravdépodobnost kontaminace bakteriemi nebo nezadoucimi kvasinkami [64].

2.2.8 Kbvasinky pro vyrobu medoviny

Kvasinky hraji zasadni roli pfi vyrobé vSech alkoholickych napojii a vybér vhodnych
kmeni kvasinek je nezbytny nejen pro maximalni vytézek alkoholu, ale i pro zachovani
kvality napojli. Vyznamné totiZ ovliviiuji chut’ a aroma vysledného fermentovaného produktu
[66]. Kvasinky musi v medovych moStech odolavat stresovym podminkam, jako je vysoka
osmolarita, nizkd koncentrace zdkladnich Zivin, nizky obsah mineralt, nizké pH a nizka
pufraéni kapacita [64]. Obecné nejsou schopny riist v mediu, ktery obsahuje vice nez 22 %
cukru a 14 % alkoholu [54]. Vyrob¢ alkoholickych ndpoji proto v celosvétovém meétitku
dominuji kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae [66], jez maji vysokou fermentacni
kapacitu, jsou schopné rychlého ristu za anaerobnich podminek a maji vysokou toleranci viici
etanolu, pfipadnym rdstovym ¢i fermentacnim inhibitorim a stresovym podminkam [67].
Ptestoze se v menSich provozovnach na vyrobu vina, piva ¢i destilovaného lihu mizeme
setkat s vyuzitim spontanni fermentace, jez je zapti¢inéna ptivodni mikrobiologickou flérou

(divokymi kvasinkami a bakteriemi) pfitomnou v surovinach a ve vyrobnim zafizeni,
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pii primyslové vyrobé zminénych népoji se pouzivaji zasadné Cisté kultury vybranych
kment Saccharomyces cerevisiae [66]. Medovina se obvykle vyrabi pomoci stejnych
purifikovanych a kultivovanych kvasinek [40], avSak pouziti netradi¢nich druhi mikrobu,
které¢ medovindm pfinasi nové chuté a vlastnosti, neni v soucasnosti vyjimkou [68].

Primérnim ukolem kvasinkové bunky neni tvorba alkoholu, ale jeji reprodukce. Tyto
dvé Cinnosti jsou spolu vsak neoddélitelné spojeny. Vyrobou etanolu totiz rostouci bunky
udrzuji svoji redoxni rovnovéahu. Nerostouci kvasinky pak fermentuji pouze nezbytné nutné
mnozstvi cukru k dodani energie pro bézny chod buiiky. Bylo dokonce vypocteno, ze rostouci
kvasinkové bunky produkuji etanol 33x rychleji nez nerostouci bunky [66]. Pokud se tedy
kvasinkam nedafi, fermentace neprobihd spravné, a tim dochazi k nedostatecné tvorbé
etanolu. Dle poslednich studii se vSak muzeme tomuto problému vyhnout piidavkem
hydrokoloidi [69] nebo pouzitim imobilizovanych kvasinkovych bunék na imobiliza¢nim
mediu [54,57,65]. Imobilizace mikrobl navic zabrafiuje tvorbé zdkali a zkracuje dobu
fermentace a zrani [54,65]. Na druhou stranu ani nadmérny rast kvasinek neni Zzadouci,
jelikoz ve vysledku znamena opét ztraty alkoholu. Fermentaéni primysl se proto snazi
optimalizovat rist kvasinek za pouZziti bunécnych recyklickych systémt, vysokych hustot
kvasinkovych buné€k, kontinualnich/semikontinualnich fermenta¢nich procesi a/nebo
imobilizovanych kvasinkovych bioreaktort [66].

Prestoze je hlavnim produktem kvaseni etanol a oxid uhli¢ity, neméné dulezité jsou
1 sekundarni fermentacni metabolity kvasinek. Ackoli jsou tyto latky produkovany v nizkych
koncentracich, patfi mezi velmi dulezité aromatické latky fermentovanych napoji. Obzvlaste
vyznamné jsou vzniklé estery, které pfinasi napojim zadouci ovocné ¢i kvétinové aroma.
Svoji roli vSak hraji 1 vySsi alkoholy, polyoly, organické kyseliny, vicinalni diketony

a aldehydy [66].

2.2.9 Kvalita medoviny

Vyroba alkoholickych ndpoji kvasinkami je vibec nejstar§i a ekonomicky
kli¢ovou roli nejen pro spotiebitele a vyrobce, ale zejména pro cely zemédélsky sektor [70].
Evropska unie si tuto situaci velmi dobfe uvédomuje, a ma proto znany zajem na uskute¢néni
rozsédhlych vyzkumt v odvétvi lihovin vedoucich k ustanoveni opatfeni zaméfenych
na ochranu spotiebitelll (zabranéni klamnym reklaméam, spravné oznaovani potravin, ochrana

zemepisnych oznaceni, dodrzovani vyrobniho postupu, odhalovani a pfedchazeni falSovani
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apod.) a valorizace producentti téchto napojii pro zajisténi prehlednéjsSiho trhu a rovnych
podminek hospodaiské soutéze [70].

Jakost a druh medoviny je primarné¢ ovlivnén kvalitou pouzitého medu, ackoli
vyznamnou roli v organoleptické a chemické kvalité kone¢ného produktu hraje také pouzita
kvasinkova mikroflora [40], pocatecni nafedéni medu, piidana aditiva (kousky ovoce, ovocné
Stavy, zelenina, kofeni, byliny), zahfati medu a cely fermentacni proces a proces zrani
[35,49].

Stejné jako u EVOO je i u medoviny dilezité znat jeji botanicky a geograficky ptivod,
ktery je dan ptivodem medu a bezesporu patii do hodnoceni celkové kvality produktu urcujici
jeho vyslednou cenu na pultech obchodi. Medovina je kvili nedostate¢nému legislativnimu
osetfeni Casto falSovanym zbozim. NejbéznéjSim zptisobem falSovani medoviny je ¢aste¢na
nebo Uplna ndhrada medu levnéjs$i melasou nebo jinymi cukernymi roztoky. Druhy casty
zpisob falSovani je spojen s absenci fermentacniho kroku, kdy dochdzi k pouhému smichéani
medu s etanolem, coz neni v souladu se spravnou vyrobni praxi Mnoho tuzemskych vyrobct
medoviny se dokonce nefidi ani minimalnimi pozadavky danymi vyhlaskou Ministerstva
zemé&délstvi €. 335/1997 Sb., kterad natizuje pouZiti nejméné 280 g medu na 1 litr medoviny
[39,70-72]. Kvalitu medoviny je stejné jako u medu ¢i jinych produkti mozné stanovit
analyzou profilu AMK [7-9,12,24,32,33,37,39], organickych kyselin [55], sacharida [55,71],
fenolickych latek [46,55] ¢i kontaminantu 5-HMF [46,55,71].

2.2.10 Druhy medovin

Medovina miize byt stejné jako vino délena na neperlivou, sycenou nebo Sumivou,
¢i dokonce na suchou, polosladkou nebo sladkou [54].

Kromé¢ tradicni medoviny vyrdbéné pouze z medu a vody existuje i mnoho dalSich
druhli. Mezi nejzndméjsi patii bochet nekdy nazyvan rovnéz burnt, ktery je vyroben
ze zkaramelizovaného medu. Pokud smichdme med s ovocnou §t'avou, vznikne po fermentaci
druh medoviny obecné zndmy jako melomel. Pouzivaji se ale dZzusy z rizného ovoce, jako je
moruse, bilé 1 Cervené hrozny vinné révy, Cerny rybiz, javorovy sirup apod. Podle pouzitého
ovocného dZusu vznikd medovina typického charakteru, nesouci pak vlastni nadzev. Napiiklad
cyser je medovina vznikla fermentaci medového roztoku a jable¢ného dzusu. Medoviny
vyrabéné s pridavkem rizného kofeni maji obecny ndzev metheglin. Stejné jako u melomelu
se 1 zde setkavame se specifickymi nazvy dle typu pfidavaného koteni, pficemz druh koteni

obvykle zavisi na zemi puvodu. Jednd se napiiklad o slad, chmel, chilli nebo rizi. DalSim
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druhem medoviny je tzv. sack mead. Ten se vyrabi za pouziti vétSiho mnozstvi medu, takze
kone¢ny produkt obsahuje velké mnozstvi nezkvasenych cukrii. Jakykoli druh medoviny
muze byt nasledn¢ destilovan za tcelem vyroby brandy, jez mize dosahovat az 75 % alkoholu

[35,54].
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2.3 ENERGETICKE NAPOJE

2.3.1 Definice, sloZeni a konzumace energetickych napoji

Energetické napoje jsou nealkoholické potravinové dopliiky stravy obsahujici legalni
ptisady se stimula¢nimi vlastnostmi [73]. Ackoli energetické napoje nejsou vhodnym zdrojem
rehydratace nebo obnovy elektrolytl v téle pii béznych, natoz pak sportovnich aktivitach, jsou
jiz od roku 1987, kdy byly poprvé uvedeny na svétovy trh, marketingem spojovany
s extrémnimi sporty, jako je horolezeni, parasailing, base jumping, snowboarding,
motoristické sporty apod. Nejpopuldrnéjsi a celosvétové nejznaméjsi a nejkonzumované;si
znackou energetickych napoji je Red Bull. I kdyz vyrobci Red Bullu nikdy netvrdili, ze by
jejich produkt mél zvySovat sportovni kondici, utrati pfiblizné tfetinu svych ro¢nich nékladi
sponzorovanim sportovniho odvétvi [74]. Nové tisicileti pak piineslo pfimo vinu téchto
syntetickych, energeticky velmi bohatych napoju cilenych predevsim na mladé spotiebitele
[75]. Skandalni jsou pak statisticka data souvisejici s jejich prodejem. Ackoli obaly vétSiny
energetickych ndpoji pfimo upozoriiuji na nevhodnost jejich konzumace mladistvymi,
az polovinu trhu s energetickymi ndpoji tvoii osoby mladsi 25 let. Do této skupiny vsSak
nespadaji pouze mladi dospéli (19-25 let), ale velkou ¢ast tvoii i dospivajici (12—18 let) a déti
do 12 let [76]. V roce 2009 byla ve Spojenych statech odhadnuta ro¢ni spotfeba 5,25 1
energetického ndpoje na osobu star§i 10 let [77]. V roce 2012 energetické napoje dokonce
tvotily az 20 % celkového prodeje vSech nealkoholickych napoji [75]. V témZe roce presahl
pouze ve Spojenych statech americkych prodej energetickych napoji sumu 12 miliard USD
[77]. Ukézalo se, ze k témto neuvéfitelnym c¢islim z velké ¢asti pfispivaji mladi muzi
nasazeni v americké armad¢, predevsim ti ve valecnych zonach [77]. Spotieba energetickych
napoji se zaposlednich 18 let mnohonasobn€ zvysila. Divodem je velmi intenzivni
a efektivni marketing a také nedostatecnd informovanost spotiebiteli o potencidlnich
Skodlivych ucincich spojenych s konzumaci téchto napoji [75].

Na téma pozitivniho pfinosu energetickych napojl existuje né€kolik vyzkumd, jejichz
zaveéry by se daly shrnout do 3 skupin: (a) konzumace energetickych napojli nepiindsi zadné
benefity [78,79]; (b) energetické napoje samy o sobé nezlepsSuji zadné funkce v téle,
za ptipadné zmény zodpovida tzv. placebo efekt [80]; (c) piti energetickych népoji piinasi
jisté pozitivni u€inky, nicméné mira samotného efektu neni pfili§ vyznamna. Po konzumaci
udajné dochazi k nepatrnému zlepSeni fyzické vykonnosti a kognitivnich funkei, konkrétné

subjektivniho vnimani bdélosti, fyzické vytrvalosti, pfesnosti, reakéni doby pii zpracovani
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vizualnich informaci, pozornosti a psychomotorické vykonnosti, do niz se fadi i reak¢ni doba
¢i kratkodoba pamét’ [74,81-85].

Nejvice diskutovanou slozkou energetickych néapoji je kofein. Kofein obsazeny
v energetickém napoji ma sice podobnou koncentraci jako v kaveé (kolem 30 mg na 100 ml
napoje), nicmén¢ je prodavan ve vyrazné vétSich balenich (nejcastéji 250-500 ml), které
vedou k zdsadné¢ vysSimu piijmu kofeinu [86]. Vysoka konzumace kofeinu zpusobuje
zachvaty, mrtvici, a dokonce az nahlou smrt [76]. Zadnou vyjimkou dnes nejsou ani
hospitalizace v nemocnicich ¢i toxikologickych centrech kvili akutni otravé kofeinem
spojené zpravidla s nadmérnou konzumaci pravé energetickych doplikd stravy [75].
U dospivajicich je vysoky piijem kofeinu spojen se zvySenym krevnim tlakem a poruchami
spanku. Pro téhotné Zeny pak znamend riziko pozdnich potratd, mrtvé narozenych déti
¢1 nedostatecné velikosti kojencli v pfedkrmovém veku [87]. Americkd vladni agentura FDA
dohlizi vedle bezpec¢nosti 1é¢iv (volné prodejnych i na predpis), vakcin, biofarmaceutik,
krevnich transfuzi, zdravotnickych prostfedkii a zafizeni, kosmetickych piipravk,
tabakovych vyrobki, krmiv pro zvifata a veterindrnich vyrobkii rovnéz i na bezpecnost
potravin a dopliikt stravy. FDA ovSem udava povolend mnozstvi kofeinu pouze v potravinach
a nealkoholickych népojich. Jelikoz ale energetické napoje spadaji do kategorie
potravinovych doplnkt, zlstavaji i nadale bez pravniho oSetfeni limitd kofeinu [76,86,87].
Regulac¢ni agentury by tak mély vyZadovat zvlaStni oznaCovani vysokého obsahu kofeinu
na obalech nejen potravin, ale i potravinovych dopliikii, a dale by mély vice upozorfiovat
na rizika spojend se spotiebou kofeinu u té¢hotnych zen a dospivajicich [87]. I kdyz nezadouci
ucinky az toxicita energetickych napoji prameni predevsim z jejich vysokého obsahu kofeinu
[75], je tfeba zminit i obrovské mnoZstvi ptfitomného cukru, které velmi uzce souvisi
s naslednym vznikem obezity [75]. K dal§$im makroslozkdm energetickych napoji patii také
taurin a vitaminy skupiny B [88]. Minoritnimi pfisadami jsou pak AMK, metylxantiny [88],
citikolin nebo extrakt z guarany (Paullinia cupana) [89] ¢i zenSenu [75,86]. VSechny
jednotlivé slouceniny, mimo AMK a vitamind, jsou znamy pro své stimulacni U¢inky
na pamét’, ¢innost mozku a pozornost [89]. Mezi jejich dalsi u€inky patii zvySena vnimavost
[90], bdélost, ostrazitost a fyzicka a duSevni vykonnost [91]. Pro vySe zminéné vlastnosti jsou
energetické ndpoje vyrobci Casto nadhazovany sportovcim, studentim a lidem v profesich,
jez vyzaduji neustalou koncentraci [75]. Bohuzel jen méalokdo vi, co piesn€ ud€la smes téchto
stimula¢nich latek s chodem lidského téla.

Energetické napoje se na vecircich bézné konzumuji v kombinaci s alkoholem
arekreacnimi drogami, jako je extdze nebo jiné amfetaminy [75]. Na internetu naleznete
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desitky az stovky alkoholickych koktejla, v jejichz zaklad¢ je pouzit energeticky napoj. Tyto
koktejly jsou oblibené nejen pro svou chut’, ale zejména pro oddaleni tnavy konzumenta
a pro obecné, Casto mylné povédomi, ze jejich konzumace snizuje typické piiznaky opilosti,
jako je bolest hlavy, slabost, sucho v ustech ¢i vnimani zhorSené koordinace [74,87]. Pravé
snizeni letargie po poziti energetickych alkoholickych koktejli pfedstavuje dalsi velky
problém. Udrzuje totiz jedince déle vzhiru, coz prodluzuje dobu konzumace, a tim zvysuje
findlni piijem alkoholu. To ve vysledku znamend vétsi riziko zavislosti na alkoholu, nemluvé
o tom, ze alkoholici pak tlumi své poalkoholové stavy kofeinovymi napoji, z ¢ehoz se stava
zaCarovany kruh [87]. Organizace EFSA dokonce uvedla, Ze akutni zdravotni a fatalni
problémy nastaly pravé v dusledku vysoké spotieby energetickych doplnkt stravy, a proto by
se pred jejich nadmérnym uzitim méli mit spotfebitelé na pozoru [89]. FDA vydalo
v listopadu roku 2010 ozndmeni, ze kofein je nebezpecnou potravinaiskou piidatnou latkou
alkoholickych nédpoji. Toto oznameni tak v USA zakézalo prodej jiZz ,,pfedmichanych*
alkoholickych energetickych napoji. Federdlni obchodni komise dale oznadmila vyrobctm,
ze se podileji na pfipadném nezdkonném uvadéni nebezpecnych alkoholickych népojl na trh
[87].

Ackoli mohou byt energetické napoje pro stfidmého, zdravého, dospélého konzumenta
zcela neskodné, jejich soustavna nebo nadmérna konzumace, ptipadné¢ nevhodna kombinace
s jinymi navykovymi latkami mtze za urcéitych okolnosti vazné poskodit zdravi spotiebiteltl

[73], a to dokonce i s nasledkem smrti [74,76].

2.3.2 Zakladni charakteristika, metabolismus, vlastnosti a vyskyt taurinu

Taurin (2-aminoethansulfonova kyselina) je pfirodni, organicka [77,92], sirna [89],
neproteinogenni [92,93] B-aminokyselina [93], ktera je v jatrech ¢lov€ka syntetizovana
dekarboxylaci sirnych AMK methioninu nebo cysteinu s néslednou oxidaci jejich thiolové
skupiny [92-94]. Karboxylova funkéni skupina je tak ve struktufe taurinu nahrazena
kyselinou sulfonovou [92,93], coz je hlavnim diivodem nezaclenéni této AMK do struktury
bilkovin [92,93].

Taurin v téle podléha dvéma hlavnim metabolickym cestdm. Devadesat pet procent je
z téla vylu€ovano moci, z toho asi 70 % v jeho nezménéné formé a zbytek ve formé siranu.
Vétsina siranu odvozeného od taurinu je produkovana bakteriemi ve stievech a absorbovana.
Taurin v§ak mtze byt konjugovan se zlucovymi kyselinami syntetizovanymi v jatrech. Tvoii

tak Zlucové soli, které plsobi jako detergenty piiemulgaci a traveni lipidi. Ve formé
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zlucovych soli se nasledné¢ miize ucastnit enterohepatické cirkulace, béhem niz je bakteriemi
pfeménén na anorganicky siran, ktery je poté opét vyloucen moci. Piestoze je taurin pfitomen
v mitochondriich, jejichZ funkci dokonce i ovliviiuje, savci nejsou schopni taurin piimo vyuzit
pro vyrobu bunécné energie. Je tak zdrojem uhliku, dusiku, siry a energie pro stfevni bakterie
[77].

Taurin je jednou z hlavnich slozek (obvykle 0,4 %; m/m) energetickych napoji [88]
a jednou z nejbéznéjSich volnych AMK pfirozené ptitomnych ve stravé [89]. Mezi jeho zdroje
patii dribez, hovézi ¢i vepfové maso, moiské plody, mlééné vyrobky a ryby. Lidé
konzumujici tyto potraviny nemaji s nizkymi hladinami taurinu v téle obvykle problém. Jejich
pramérny denni pfijem totiz ¢ini 100-200 mg taurinu [77,86]. Opakem jsou vegani
a vegetariani, ktefi trpi nedostateCnym pifijmem taurinu v disledku konzumace ptevazné
(¢i zejména) rostlinné stravy, jez je na taurin velmi chudd. Zatimco vegetarianska strava
poskytuje kolem 17 mg taurinu denné, veganské strava v podstaté¢ Zadny taurin neobsahuje.
Jedna plechovka energetického drinku (250 ml) tak 7% zvysi primérny denni pfijem taurinu
¢lovéku s pestrou stravou, 55X vegetaridnovi a pro vegana by tento pfijem znamenal velmi
vyznamnou suplementaci. Pii dostatku esencidlniho methioninu ¢i cysteinu vSak nejsme
na pfijmu taurinu z potravy zavisly. Taurin je tedy pro dospélého zdravého cloveka
aminokyselinou podminéné esencialni. Dlouhodobou nedostate¢nou koncentraci taurinu v téle
pak maji seniofi starSi 61 let. Vtomto v€ku chybi i zdravym jedincim az 50 % jeho
potiebného mnozstvi. Prfi¢inou je zejména naruSend biosyntéza endogenniho taurinu
v disledku vycerpani dekarboxyldz zodpovédnych za preménu cysteinu ¢i methioninu
na taurin. Pro seniory se tak taurin stdvd aminokyselinou esencidlni. Taurin je esencidlni

v

rovnéz pro plod, novorozence a kojence. Je nejhojnéj$i volnou aminokyselinou v mozku
plodu a druhou nejhojnéjsi volnou aminokyselinou v lidském matefském mléce. Nedostatek
taurinu béhem téhotenstvi Zeny vede k neurologickym abnormalitim a k celoZivotnimu
oxidativnimu stresu potomkii. Novorozenci mohou trpét absenci taurinu v ptipad¢ dlouhodobé
parenteralni vyzivy. Nésledkem toho pak miize dojit k dysfunkci sitnice, ¢i k funkénimu
a strukturdlnimu poSkozeni mozku. Kojenci s nedostatkem taurinu maji pak zhorSenou
absorpci tuku, sekreci ZluCovych kyselin a retindlni ¢i jaterni funkce. Kvili véznosti
deficience taurinu v kojeneckém véku (< 1,5 roku) byla organem FDA schvélena v roce 1984
suplementace kojenecké vyzivy taurinem. V neddvné dobé se vsSak zacalo spekulovat
0 nezbytnosti a piipadn€ 1 mnozstvi a dob¢ trvani této suplementace [77].

Taurin hraje dilezitou roli v mnoha vyznamnych fyziologickych procesech zivych

organismi [89]. Podili se na osmotické regulaci a stabilizaci membran, vychytdvanim
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Skodlivych latek ptispiva k detoxikaci jater [89], pfeménou cholesterolu na zlu¢ové kyseliny
(jedna z metabolickych cest taurinu) snizuje koncentraci LDL cholesterolu v krvi [89,94]
a zlepSenim vyuzitelnosti bilkovin a tukG pomaha k tvorbé a udrzeni svalové hmoty [88,94].
Taurin také nepifimo zvySuje pevnost kosti. Stimuluje totiz produkci enzymu alkalicka
fosfataza, kterd se vaze na protein osteopontin zodpovédny za proces resorpce kosti [94].
Kromé toho ovliviluje ristovy hormon [77], ¢imz chrani pfed zpomalenim ristu [95]. Taurin
pusobi preventivné proti cystické fibroze [77], nemocem ledvin a kardiovaskularniho systému
[93], ischemicko-reperfuznim poSkozenim, sepsi, diabetu, epilepsii a dalSimi zadchvatovym
onemocnénim a chrani pred nékolika druhy rakoviny, stejné jako pied rGznymi formami
psychozy, véetné traumatu, deprese a schizofrenie [92]. Taurin rovnéz ovliviiuje produkci
nékolika hormont, jako je napfiklad prolaktin, kortisol, pohlavni hormony nebo jiz zminény
rustovy hormon [77]. Za zminku stoji i jeho protizdnétlivé [89] a antioxidacni Gcinky [93]
(zachycuje reaktivni kyslik a chrani pted oxida¢nim stresem) [77]. Taurin se Casto pfidava
do oftalmickych 1é¢iv [96], jelikoz snizuje oxidativni poskozeni CoCek, plisobi preventivné
proti Sedému zékalu (katarakta) [96], 1€¢i retinopatii a celkové ovliviluje vyvoj a zdravi
sitnice [93]. Krom¢ oc¢i nalezneme taurin v rizném mnozstvi i ve svalech, ledvinach, slinivce
btisni, reprodukénich orgédnech, slezin€, tenkém stfevu, plicich a v jiz zminénych jatrech,
mozku a matetském mléce [77]. Pravé epifyza a hypofyza mozku je jeho hlavnim polem
pusobnosti [77,90]. Mnozstvi taurinu v mozku se s vékem méni. V mozku plodu je
koncentrace taurinu ze vSech AMK nejvyssi. S postupujicim vékem se jeho mnozstvi snizuje,
zatimco se zvySuji hladiny glutamatu. Pravé glutamat se v mozku dospélych jedinch stane
nakonec dominantni AMK, a taurin tak zaujme az druhou pozici [77]. Taurin v mozku zastava
hned nékolik kli¢ovych roli: stimulaci myslenkovych procest optimalizuje ¢innost centralniho
nervového systému [90], funguje jako inhibi¢ni neuromodulator a neurotransmiter [77,89]
a také chrani mozek pted cytotoxickymi Uc€inky glutamatu [89]. V posledni dobé se pouziva
k prevenci 1 k 1écbé Alzheimerovy [93,95] ¢i Huntingtonovy neurodegenerativni choroby.
Dokaze totiz inhibovat apoptézu neuronti a stabilizovat proteinové konformace, ¢imz brani
jejich agregaci a nésledné dysfunkei [77].

Doposud probéhlo nékolik studii, v nichz byl taurin suplementovan v rozdilnych
davkach po rtizn¢ dlouhou dobu (1-10 g taurinu denné po dobu 1 tydne az 1 roku). Zavéry
téchto studii jsou vSak neuplné a nejednotné. Nebyly sice prokdzany jeho teratogenni
¢1 karcinogenni u¢inky ani jiné akutni, subakutni ¢i chronické stavy [77], nicméné nekolik
vyzkumi ukazalo, ze nadmérny pfijem taurinu zpusobuje vedlejsi ucCinky, jako je
hypoglykémie, dehydratace, snizend srdecni frekvence pii zvySeném krevnim tlaku, prijem,
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peptidicky vied, zavraté [89], kardiomyopatie ¢i jaterni toxicita [88]. Vzhledem k tomu,
ze maximalni denni pfijem taurinu nebyl nikdy oficidlné stanoven, je naprosto nutné provést
dalsi dikladny vyzkum v této oblasti [77]. Ze studii zkoumajicich vliv taurinu na lidi i zvifata
bylo pouze doporuc¢eno nepiekracovat denni piijem 3 g [77,97].

Rychlé a piesné stanoveni obsahu taurinu v tkanich a dalSich biologickych vzorcich je
velmi uzite¢né pro vcéasnou diagnostiku zavaznych patologii a nemoci [92,95]. Neméné
dilezita je vSak i kontrola jeho maximalnich limitl v potravinach, a to zejména u kojenecké
vyzivy [91] a potravinovych suplementti, véetné energetickych napoju, kde tvoii v kombinaci
s kofeinem a guaranou nevyzpytatelny koktejl latek. Vyvoj a validace ptesnych, rychlych
a levnych analytickych metod pro analyzu taurinu nejen v energetickych napojich je proto

velmi aktualnim tématem [89].

2.3.3 Metody stanoveni taurinu

Pro analyzu taurinu v potravinach a klinickych vzorcich bylo jiz popsdno mnoho
analytickych metod. Z chemického hlediska je vSak taurin nizkomolekularni, polarni,
netékava latka s absenci chromoforu, fluoroforu ¢i elektroforu, coz ji €ini nestanovitelnou
pomoci béznych spektralnich, separacnich ¢i elektrochemickych metod. Pied analyzou je tedy
vétSinou nezbytné zatadit derivatizacni krok, ktery je obvykle komplikovany, ¢asové narocny
a vyZaduje intenzivni manudlni praci [89,92,93,95,98].

NejcastéjSi metodou stanoveni taurinu je v soucasnosti RP-HPLC analyza se
spektrofotometrickou ¢i fluorimetrickou detekci [91,95,99]. V tomto ptipadé je vSak nezbytna
predkolonova derivatizace taurinu provadénd standardn€é za pomoci cCinidel bézné
pouzivanych pro derivatizaci a-AMK [73,89,94,96,98,100—104]. Na druhou stranu nalezneme
1 mnoho publikaci, které¢ popisuji pfimé stanoveni taurinu v rozlicnych vzorcich (véetné
energetickych ndpojli) pomoci kapalinové chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC),
iontové-vyménné kapalinové chromatografie ¢i klasické RP-HPLC, a to v kombinaci
s detektorem rozptylu svétla (ELSD) [88,105—-107], hmotnostni spektrometrii [108—113]
nebo pulzni amperometrickou [99] ¢i konduktometrickou [98] detekci. Vysoké ndklady HPLC
analyz (obzvlasté s MS detekci), vCetné¢ udrzby pfistroji a piipadnych nakladt
na derivatiza¢ni €inidlo, v8ak €ini screening a stanoveni taurinu nerealizovatelné pro mnoho
malych laboratoti zabyvajicich se kontrolou potravin [91]. Z tohoto dlivodu se dnes mliZzeme

setkat 1 s jednoduchym a levnym spektrofotometrickym stanovenim taurinu pomoci
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vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie (HPTLC) po jeho piredchozi derivatizaci
ninhydrinem [114].

Velmi atraktivni technikou pro analyzu taurinu se neddvno stala i CE, a to zejména
diky své rychlosti, vysoké uc¢innosti separace a nizké spotfebé vzorku, rozpoustédel a ¢inidel
[95,98]. Kromé¢ klasického CE uspotadani se nekteré vyzkumy zabyvaly i CE v kombinaci
s laserem indukovanou fluorescenci [95,115-117], ¢i CE na mikroCipech s fluorescenéni
detekci [118,119]. V kazdém piipadé je vSak opét nutné pied vlastni analyzou zatadit
derivatizacni krok vedouci k fluoreskujicimu ¢i absorbujicimu derivatu.

V jednodussich matricich a po vhodné derivatizaci mizeme taurin bez problému
stanovit Cisté jen spektrofotometricky [120,121], ¢i fluorimetricky [122]. Dokonce se v dne$ni
dob& miizeme setkat i s netradi¢nimi technikami analyzy taurinu jako je 'H-NMR [123]
¢i FTIR spektroskopie [73]. Tyto techniky vSak neposkytuji dostateCnou citlivost
(spektrofotometrie), vyzaduji drahé derivatiza¢ni c¢inidlo (fluorimetrie) nebo nejsou
pro mensi, nespecializované laboratoie bézné (NMR, FTIR) [89].

Elektrochemickd detekce ptedstavuje alternativni, snadnou, citlivou, selektivni,
reprodukovatelnou, a predevsim levnou techniku, kterd se velmi snadno miniaturizuje bez
ztraty citlivosti [92,93,95]. Taurin vSak ve své struktufe neobsahuje zadna elektroaktivni
centra. Existuje navic jen n€kolik malo publikaci popisujicich jeho pfimé stanoveni pomoci
voltametrickych metod. Na nemodifikovanych elektrodéch, jako je zlato [124] nebo skelny
uhlik [125], sice podléha taurin polymeracéni reakci za vzniku polytaurinu vyuZzitelného mimo
jiné pro konstrukci velmi selektivnich senzorti, nicméné se ukézalo, Ze tuto polymeracni
reakci nelze pro jeho kvantitativni analyzu pouzit. K pfimé anodické oxidaci taurinu totiz
dochdzi pifi velmi vysokych potencidlech, pii kterych nelze vyloucit interference
doprovodnych latek. Béhem této oxidace navic dochdzi k silnému zneciStovani elektrod
reakénimi produkty, coz zasadn¢ zhorSuje citlivost a reprodukovatelnost experimentu
[92,93,95,124,125]. Popsané problémy lze vSak do jisté miry obejit pouZitim vhodnych
modifikaci pouzit¢ metody. Skupina iranskych védct napiiklad vyvinula v roce 2018
voltametricky senzor sloZzeny z a-cyklodextrinu a nanocastic stfibra vyskytujicich se
na povrchu elektrody ze skelného uhliku. Pomoci takto pfipravené¢ho senzoru pak dokézali
pfimo stanovit taurin v lidské plazmé [93]. Taurin vSak lze elektrochemicky stanovit
i nepfimo, a to po vhodné derivatizacni reakci, jejimz vysledkem je elektroaktivni derivat
taurinu. Tento derivat pak miZeme detekovat elektrochemicky po pfedchozi HPLC ¢i CE
separaci nebo pouZzit vhodné voltametrické techniky, pfi nichZ derivatizacni reakce probiha

uvniti voltametrické cely [92,95,126,127]. Ptikladem vhodného derivatiza¢niho ¢inidla mize
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byt napiiklad OPA v ptitomnosti merkaptant, kdy vznika elektroaktivni isoindol [126,127].
Kromé vyuziti specidlné¢ modifikovanych elektrod [92,93] ¢i pfipravy derivatu, mizeme
taurin stanovit i s pouzitim bezkontaktni vodivostni detekce po CE [91] nebo MEKC separaci

[90] nebo sériovou dvojitou elektrodovou detekei [95].
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2.4 EXPERIMENTALNI CAST

2.4.1 Pristroje a prisluSenstvi

Pro analyzu AMK byl pouzit kapalinovy chromatograf slozeny z degaseru DGU-
20 As, cerpadel LC-30AD, fluorescencniho RF-20A XS a spektrofotometrického SPD-20A
detektoru (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Kompletni HPLC systém doplnoval

Sesticestny manualni davkovaci systém s vné&jsi davkovaci smyckou o objemu 2 pl (Valco-

Zorbax SB-Aq: 15 cm x 3 mm x 3,5 um (Agilent, Santa Clara, USA), Ascentis Express C18:
I5cm x 3 mm X 2,7 um a 10 cm % 2,1 mm x 2 um (obé Supelco, Bellefonte, PA, USA).
Vzorek byl davkovan mikrostiikakou Hamilton (Fisher Scientific, Pardubice, CR).

Vzorky medovin byly pted DNS-CI derivatizaci extrahovany zatfizenim pro extrakci
tuhou fazi Vacuum SPE Manifold (Labicom, Olomouc, CR) s vakuovou jednotkou Labobase
SBC 860 (KnF, Stockholm, Svédsko) a regulatorem vakua CVC 3000 (Vacuubrand,
Wertheim, Némecko) za pouziti komeréné doddvanych SPE extrak¢énich kolonek: Supelco
LC-SCX (1 ml, 100 mg; Supelco), Strata SCX (3 ml, 500 mg), Strata XC (6 ml, 500 mg),
Strata Screen-C (6 ml, 500 mg) a Strata DSX-SCX (6 ml, 500 mg; vSechny Strata kolonky:
Phenomenex, Torrance, CA, USA).

K méfeni excitacnich a emisnich spekter DNS-Cl derivati prolinu byl pouZit
spektrofluorometr Fluorat-02-Panorama (Lumex Instruments, St. Peterburg, Ruska federace)
a kfemenné kyvety o Sifce 1 cm (Fisher Scientific).

Spektrofotometr UV/VIS-2450 (Shimadzu) s kiemennou kyvetou o tloustce 1 cm
(Fisher Scientific) byl pak pouZit k méfeni absorbance derivatli prolinu ve vzorcich medovin
po jejich reakci s derivatizacnim ¢inidlem ninhydrin a rovnéz i pro méfeni reakéni kinetiky
tvorby OPA derivatu taurinu.

Filtrace mobilnich fazi probihala pomoci filtracni aparatury napojené na vakuovou
jednotku Labobase SBC 860 (KnF) aregulator vakua CVC 3000 (Vacuubrand)
za pouziti membranovych filtrii (Nylon; 0,2 um, 47 mm).

Derivaty, vzorky ¢i standardni roztoky byly v pifipadé potreby suSeny pod proudem
dusiku v digitalni susici vané (Miulab, Hangzhou, Cina).

Pii pfipravé derivatl byla pro fddné smichéni vSech ¢inidel pouZita minitfepacka

REAX Top (Heidolph, Schwabach, Némecko).
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Vsechny derivaty byly pted HPLC analyzou odstiedény na zatizeni Eppendorf® 5424
(Merck, Darmstadt, Némecko).

DalSi vybaveni:

Injekéni stiikaCky o objemech 1 ml a 5 ml vcetné polytetrafluorethylenovych (PTFE)
stiikackovych filtrti (0,45 pm, 13 mm a 0,45 pm, 4 mm) pro filtraci pripravenych derivati
(Labicom)

Mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml (Fisher Scientific)
pH metr (Metrohm, Praha, CR)

Ultrazvukova vana (Kraintek, Podhéjska, Slovensko)

2.4.2 Pouzité chemikalie

Pouzité standardy aminokyselin

Glycin (Gly), > 99% L-Lysin hydrochlorid (Lys), > 98%
L-Alanin (Ala), > 98% L-Methionin (Met), > 98%

L-Arginin hydrochlorid (Arg), > 98% L-Prolin (Pro), > 99%

L-Asparagin (Asn), > 98% L-Serin (Ser), > 99%

L-Asparagova kyselina (Asp), > 98% L-Taurin (Tau), > 98%

L-Cystein hydrochlorid (Cys), > 98% L-Threonin (Thre), > 98%
L-Fenylalanin (Phe), > 98% trans-4-hydroxy-L-prolin (trans-Pro),

L-Glutamin (Gln), > 99% >98,5%

L-Glutamova kyselina (Glu), > 99% L-Izoleucin (Tle), = 98%

L-Histidin hydrochlorid (His), > 98% L-Tryptofan (Trp), = 98%

L-Leucin (Leu), > 98% L-Tyrosin (Tyr), = 98%

L-Valin (Val), > 98%

Vsechny uvedené standardy aminokyselin byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

107



Derivatiza¢ni a pomocna reak¢ni ¢inidla

Chloristan lithny, 99,99% Sigma-Aldrich

Dansylchlorid (DNS-CI), > 99,9% Sigma-Aldrich

Ethanthiol, > 97% Sigma-Aldrich
Fenylisothiokyanat (PITC), 98% Sigma-Aldrich

Ninhydrin, p.a. Sigma-Aldrich

Octan sodny, p.a. Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)
o-ftaldialdehyd (OPA), > 99% Sigma-Aldrich

Triethylamin (TEA), 99,8% Lach-Ner s.r.o.

Uhli¢itan lithny, > 99,0% Sigma-Aldrich

Uhli¢itan sodny, p.a. Lachema

Ostatni chemikalie

Acetonitril, 99,9% Sigma-Aldrich
Etanol, 96% Lach-Ner s.r.o.
Hydroxid sodny, p.a. Penta (Praha, CR)
Kyselina chlorovodikova, 35%, p.a. Lach-Ner s.r.0.
Kyselina mravenci, 98% Penta

Kyselina octova, 99% Lach-Ner s.r.o.
Metanol, 99,9% Sigma-Aldrich
n-Hexan, 99% Sigma-Aldrich
Octan amonny, p.a. Lachema (Brno, CR)
Propan-2-ol, > 99.5% Sigma-Aldrich
Thiomocovina, p.a. Lachema

Deionizovana voda byla pfipravena pomoci Cisticiho zatizeni Mili-Q od Merck Millipore

(Darmstadt, Némecko)
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2.4.3 Stanoveni prolinu v medovinach po jeho DNS-CI derivatizaci

2.4.3.1 Vzorky analyzovanych medovin

Vzorky medovin byly ziskany od mistnich vcelaii nebo zakoupeny v béznych
obchodech. Jednotlivé medoviny se tak od sebe liSily vyrobcem, zpiisobem vyroby i svym
puvodem. Vsechny vzorky byly uchovavany v lednici a pted analyzou byly vytemperovany

na pokojovou teplotu [128]. Seznam analyzovanych medovin je uveden v tabulce 5.

2.4.3.2 Extrakce prolinu a jeho DNS-CI derivatizace

Prolin byl ze vzorku izolovan extrakci na tuhou fazi. Po dikladné optimalizaci
extrak¢nich podminek byla pro izolaci pouzita kolonka Strata SCX s nésledujicim postupem.
Kolonka byla nejprve kondicionovdna 6 ml cisttho metanolu a 6 ml vody okyselené
koncentrovanou HCI na pH 3,0. Poté bylo aplikovdno 10 ml standardniho roztoku prolinu,
pfipadné¢ 20 ml vzorku medoviny, pficemz pH obou roztokti bylo pfedem upraveno
na hodnotu 1,9 (HCI). Piipadné necistoty byly odstranény proplachnutim kolonky 1 ml
(pro standard) nebo 5 ml (pro vzorek) vody o pH 3,0. Eluce zadrzenych AMK probéhla
pomoci 2 ml 1M NaOH. Pritokova rychlost byla ve vSech extrak¢nich krocich udrZzovéana
na pfiblizné hodnot¢ jedna kapka za sekundu.

Ke stanoveni uCinnosti extrakce byly pouzity tfi znamé koncentrace standardnich
roztokli prolinu (89; 238 a 298 mg/l). Kazdy koncentra¢ni roztok byl extrahovan v péti
replikdch a kazdy ziskany extrakt byl po jeho derivatizaci tfikrat analyzovan (n = 15).
Z naméfenych dat byla poté vypoctena ucinnost extrakce a jeji smérodatna odchylka.

Cela derivatiza¢ni reakce prolinu s DNS-CI ¢inidlem byla provadéna za nepftistupu
svétla. Obecné schéma reakce DNS-Cl ¢inidla s AMK je uvedené na obrazku 12.
V mikrozkumavkach Eppendorf (Merck) obalenych alobalem bylo 5 minut michdno 0,5 ml
extraktu s 5 mg uhlicitanu lithného a 1 ml 0,01M DNS-CI ¢inidla rozpusténého v acetonitrilu.
Nésledné byl roztok odstfedén po dobu 2 min pfi 10 000 rpm, zfiltrovan pies PTFE
sttikackovy filtr (0,45 um, 4 mm) a nadavkovan do kapalinového chromatografu [128].
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Tabulka 5 Seznam 24 analyzovanych ¢eskych medovin, véetné jejich ptivodu a zpiisobu piipravy.

CisLO ZDROJ A .
VZORKU MIiSTO PUVODU PRIPRAVA

1 Obchod Nevatena

2 Vcelar, Pardubice Nevarena

3 Obchod Nevarena

4 V¢elat, Nové Mésto nad Metuji Nevarena

5 V¢elat, Vamberk Nespecifikovano
6 V¢elat, Domazlice Nespecifikovano
7 Obchod Nevaiena

8 V¢elar, Nové Mésto nad Metuji Nevarena

9 Obchod Nevarena

10 Obchod Nespecifikovano
11 Obchod Nevarena

12 V¢elar, Nové Mésto nad Metuji Nevarena

13 V¢elar, Nové Mésto nad Metuji Nevarena

14 Obchod Nevarena

15 Obchod Varena

16 Obchod Nespecifikovano
17 Obchod Nevarena

18 Obchod Nespecifikovano
19 Véelafr, Domazlice Nevarena

20 Vcelaft, Pardubice Nevarena

21 Obchod Nevarena

22 Obchod Varena

23 Vcelar, Domazlice Nevarena

24 Obchod Varena

110



\
N—CH3
S| : O y 0 O
>—’—\ NHy + \\s Do o 0 RIS
e
HO y cl \\O

Aminokyselina Dansylchlorid DNS-AMK derivat
Obriazek 12 Obecné reakéni schéma tvorby derivatu dansylchloridu s aminokyselinou (DNS-AMK).

2.4.3.3 Podminky chromatografické analyzy DNS-CI derivatu prolinu

Analyza DNS-prolin derivatu probéhla pomoci RP-HPLC na koloné Ascentis Express
C18 (15 cm x 3 mm x 2,7 um) za pouziti gradientové eluce. Prvni slozkou mobilni faze (A)
byl 0,1% roztok triethylaminu ve vodé, ktera byla okyselena ptidavkem HCOOH na vysledné
pH 3,0. Druhou slozku (B) tvofil Cisty acetonitril. Program gradientu byl nésledovny:
0 min 40 % B, 2 min — 50 % B, 4 min — 100 % B. Pratok mobilni faze kolonou cinil
0,8 ml/min, kolona byla termostatem temperovana na teplotu 30 °C a vstfikovany objem
vzorku byl 2 pl. K detekci pfipravenych derivati byl pouzit fluorescencni detektor, jehoz
excitacni a emisni vinové délky byly nastaveny na Aex = 264 nm a Aem= 497 nm. Ke sbéru

a vyhodnoceni dat byl pouzit software Clarity (DataApex, Praha, Ceska republika) [128].

2.4.3.4 Kbvantifikace prolinu ve vzorcich medovin

Pro kvantifikaci prolinu v medoviniach byla pouZita metoda kalibracni piimky.
Za timto ucelem bylo pfipraveno sedm rizné koncentrovanych standardnich vodnych roztokt
prolinu v koncentratnim rozmezi 108,2—238,0 mg/l. Extrakce, derivatizace i1 analyza
kalibra¢nich roztokl byla provedena postupy popsanymi v kapitolach 2.4.3.2 a 2.4.3.3. Kazdy
koncentracni stupenl byl extrahovan ve tfech replikach a poté i tfikrat analyzovan (n = 9).

Kalibra¢ni ptimka pak byla linearni zavislosti ploch piku prolinu na jeho koncentraci [128].

111



2.4.4 Stanoveni AMK v medovinach po jejich PITC derivatizaci

2.4.4.1 Standardy AMK a vzorky medovin

Pro analyzu AMK v medovinach byl pfipraven standardni roztok 21 AMK (Ala, Asn,
Asp, Glu, GIn, Gly, His, Ile, Leu, Ser, Thre, trans-Pro, Tyr, Arg, Cys, Lys, Met, Phe, Pro, Trp
a Val; zkratky jsou vysvétlené v kapitole 2.4.2) o dvou riznych koncentracich.
Pro optimalizaci derivatizace a separace byl pfipraven vodny roztok smési jmenovanych
standardii AMK s kone¢nou koncentraci ¢ =0,0476 g/l kazdé z nich. V ptipadé kvantifikace
AMK byl stejnym zplisobem piipraven vodny roztok s kone¢nou koncentraci ¢ = 0,4 g/l
kazdé AMK.

Stanoveni aminokyselinového profilu bylo provedeno u péti ¢eskych medovin
(€. I-V), které vSak nebyly totozné s medovinami pouzitymi pro analyzu prolinu po jeho
DNS-CI derivatizaci (kapitola 2.4.3). Tyto dva projekty neprobihaly ve stejném cCasovém
obdobi azminéné medoviny jiz tedy nebyly kdispozici. Pro ucely stanoveni
aminokyselinového profilu medovin po jejich PITC derivatizaci byly dva z analyzovanych
vzorkll zakoupeny na mistnich trzich (vzorek ¢. I a II) a zbylé tfi vzorky byly ziskdny pfimo
od ¢eskych vcelati (vzorky €. III-V). Vzorky ¢. I all spadaji do skupiny tzv. vatenych
medovin, jelikoz byly pfed samotnou fermentaci tepelné¢ zpracovany. Vzorky ziskané
od vc¢elari byly naopak pfipraveny studenou cestou, a fikdme jim proto medoviny nevarené.
Dva vyrobci poskytli dalsi informace o svych produktech, kterymi bylo dodate¢né sladéni
medoviny cukrem (vzorek €. II) nebo medem (vzorek €. V). Vzorek €. IV spada do skupiny
tzv. medovych vin, ktera se pfipravuji za studena, a to pouze fermentaci medového roztoku
bez dalSiho sladéni, konzervace ¢i dolihovani, avSak casto s ptfidavkem ovocnych §tav
¢i kofeni.

Kyselost vzorki medovin byla pfed samotnou derivatizaci upravena na pH 5 pomoci

IM NaOH.

2.4.4.2 PITC derivatizace smési 21 AMK

PITC derivatizace AMK byla peclivé optimalizovana a vysledny postup byl
nasledujici: v mikrozkumavce Eppendorf bylo smichano 300 pl vzorku medoviny (pH 5)
nebo 300 pl standardni smési 21 AMK o koncentraci (kazdé z nich) ¢ =0,0476 g/l s 30 pl
vody, 50 pl IM octanu sodného, 50 pl triethylaminu a 50 pl PITC ¢inidla. Po 20 minutach

michéni pfi pokojové teploté byla smés odstiedéna (2 minuty, 10 000 rpm), zfiltrovana pies
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PTFE injekéni filtr (0,45 um, 4 mm) a analyzovéana. Obecné schéma reakce PITC cinidla
s AMK je uvedené na obrazku 13.
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Aminokyselina (AMK) Fenylisothiokyanat (PITC) PITC-AMK derivat

Obrazek 13 Obecné schéma reakce PITC ¢inidla s AMK.

Kvantifikace AMK ve vzorcich medovin byla provedena metodou vicenasobného
standardniho ptidavku ve tfech stupnich. Plivodni vzorek medoviny byl nejprve derivatizovan
dle vyse popsaného postupu. Déle bylo do kazdého nového vzorku medoviny, namisto 30 ul
vody v pivodnim derivatizacnim postupu, pfidano 10, 20 a 30 pl standardni smési AMK
oc=0,4 g/l. Jelikoz celkovy objem derivatizacni smési musi byt konstantni, tedy 30 ul, byl
do smési vzdy pfidan odpovidajici podil vody, ktery tak ¢inil 20, 10 nebo 0 pl. Objemy
dalsich slozek v derivatizacni smési (octan sodny, TEA a PITC) byly identické s pfedchozim
postupem. Pii méfeni vzorkid byl graficky zaznamenavan nartst vysky pikti danych AMK
v zavislosti na velikosti standardniho ptidavku. Z téchto zdznaml byla sestrojena kiivka
linedrni zavislosti, jejiz interpolaci do hodnoty x = 0 bylo vypoc¢teno mnozstvi stanovované
AMK v predloZzeném vzorku.

VSechny piipravené derivaty byly nésledn€ analyzovany optimalizovanou HPLC

metodou.

2.4.4.3 Chromatograficka analyza PITC derivati AMK

Chromatografickd separace byla provedena na analytick¢ koloné¢ Zorbax SB-Aq
(15em % 3 mm x 3,5 um) s vyuzitim mobilnich fazi: (A) octan amonny o ¢ = 70 mmol/l
apH 6,55 filtrovany ptes 0,2 um nylonovy membranovy filtr a (B) 60% acetonitril ve vode¢.
Vysledny gradientovy profil byl nésledujici: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min — 18 % B,
8,5 min — 60 % B, 9 min — 100 % B. Mrtvy objem kolony byl méten s pouzitim thiomocoviny

a ¢inil Vo =0,936 ml. Pritok mobilni faze byl udrzovan na konstantni hodnoté 0,6 ml/min.
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Mnozstvi nastfikovaného vzorku byl dan velikosti pouzité vnéj$i smycky o objemu 2 pl.
Kolona byla umisténa v termostatu kolon, ktery byl temperovan na teplotu 30 °C. Absorbance
derivatu byla méfend spektrofotometrickym detektorem pii 254 nm. Kazdé meéteni bylo

opakovano minimaln¢ tiikrat. Ke sbéru a vyhodnoceni dat byl pouzit software Clarity.

2.4.4.4 Referenéni metoda

Obsah prolinu nalezeny ve vzorcich medovin po jejich HPLC analyze byl potvrzen
harmonizovanou metodou danou organem International Honey Commission [129], ktera je
zalozena na sledovani barevného produktu vzniklého po reakci prolinu s derivatizaénim
¢inidlem ninhydrin. Pro tuto derivatizaci bylo ve zkumavce se zabrusem smichéno 0,5 ml
kalibra¢niho roztoku nebo vhodné fedéného vzorku ¢i destilované vody (slepy pokus) s 1 ml
koncentrované¢  kyseliny = mravenci a 1 ml 3%  roztoku  ninhydrinu
v ethylenglykolmonometyletheru. Po uzavieni zkumavky byla reakéni smés 15 min tfepana,
dale 15 min vafena ve vrouci vodni lazni a pak 10 min temperovéana pii teplot¢ 70 °C.
Nakonec bylo pifiddno 5 ml 50% vodného roztoku 2-propanolu a reakéni smés byla
temperovana 45 min na teplotu 70 °C. Pted spektrofotometrickym métenim byla reakéni smés
ochlazena na laboratorni teplotu.

Standardni roztoky prolinu byly pfipraveny v koncentraénim rozmezi 40—-120 mg/l.
Kazdy standardni roztok i kazdy vzorek medoviny byl derivatizovan tfikrat. Vzorek ¢. V
musel byt pfed reakci zfedén z divodu vysokého obsahu prolinu. Intenzita absorbance
vzniklych derivath byla métena spektrofotometricky pfi vinové délce 510 nm proti slepému
pokusu. Touto metodou je mozné stanovit pouze prolin, ktery jako jediny tvoii s ninhydrinem
Cerveny komplex. Ostatni AMK reaguji za vzniku fialového komplexu, jejichz detekce
probihd pfi jinych vlnovych délkach. Kvantifikace prolinu byla provedena pomoci dvou
metod s vnéjSim standardem (metodou kalibracni kiivky a pfimého srovnani) a vysledky byly

porovnany.

2.4.5 Stanoveni taurinu v energetickych napojich

2.4.5.1 Vzorky energetickych napoji

Pro stanoveni taurinu v energetickych napojich bylo derivatizovano a analyzovano Sest
u nas komeréné dostupnych vzorkii energetickych napoji od tiech zndmych vyrobcd.

Jmenovité se jednalo o Red Bull classic, Red Bull letni edice s kokosovou pfichuti, Crazy
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wolf classic, Crazy wolf s ptichuti rybizu, Semtex bez cukru a Semtex s pfichuti grapefruitu

a primeési toniku [130].

2.4.5.2 Piiprava a HPLC stanoveni PITC derivati taurinu

Ptiprava a RP-HPLC analyza PITC derivatu taurinu probéhla velmi obdobné, jak bylo
uvedeno v kapitolach 2.4.4.2 a 2.4.4.3 zabyvajicich se stanovenim a-AMK ve vzorcich
medovin. K derivatizaci bylo za laboratornich podminek smichdno 40 ul TEA, 40 ul 1M
octanu sodného, 40 ul PITC ¢inidla a 300 upl standardniho roztoku taurinu nebo 300 pl
desetkrat ziedéného vzorku energetického napoje. Takto pfipravend derivatizacni smés byla
tiepana po dobu 20 min pfi laboratorni teploté. Dalsi postup zpracovani vzorku byl totozny
s postupem popsanym v kapitole 2.4.4.2.

Pro kvantifikaci taurinu byla pouZita metoda kalibracni kiivky, kdy bylo pfipraveno
avySe uvedenym zplisobem zpracovano osm standardnich vodnych roztoki taurinu
v koncentraénim rozmezi 100-800 pg/ml. Kazdy kalibra¢ni roztok byl derivatizovan v trojim
provedeni a k sestrojeni kalibra¢ni pfimky byly zaznamenavany nartsty ploch piku. Analyzy
realnych vzorki byly opakovéany vzdy pétkrat.

Chromatografické podminky stanoveni, jako je druh mobilni faze a jeji pritok, druh
a teplota kolony, vlnova délka spektrofotometrické detekce a objem nastiikovaného vzorku,
byly stejné jako v kapitole 2.4.4.3, pouze gradientovy program mobilni faze se liSil a byl
nasledovny: 0 min — 15 % B; 1 min — 20 % B; 2 min — 100 % B; 3 min — 15 % B. Ke sbéru
a vyhodnoceni dat byl i zde pouZit software Clarity [130].

2.4.5.3 Stanoveni taurinu jako OPA derivatu

Mnozstvi taurinu bylo ve stejnych vzorcich energetickych napojt paralelné stanoveno
1 elektrochemicky po jeho derivatizaci ¢inidlem OPA. Celd derivatiza¢ni reakce byla nejprve
optimalizovdna pomoci spektrofotometrie a az nasledné pifevedena do formy vhodné
pro elektrochemii. V optimalizovaném elektrochemickém postupu bylo smichano 30 pl
vzorku s 9 ml nosného elektrolytu (0,1M LiClO4 v 95% metanolu) a 1 ml derivatiza¢ni smeési
sestavajici z metanolického roztoku OPA <¢inidla o ¢ = 37 mmol/l a ethanthiolu
o ¢ = 71 mmol/l. Po Sestiminutové derivatizani reakci byla provedena elektrochemicka
analyza na elektrod¢ ze skelného uhliku (GCE) s pouzitim square wave voltametrie (SWV)
v rozsahu potenciali 0,2-0,8 V, s potencidlovym skokem 5 mV, potencialni amplitudou

50 mV a frekvenci 80 Hz. Schéma derivatiza¢ni reakce je uvedeno na obrazku 14.
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Elektrochemické kvantitativni stanoveni taurinu v uvedenych energetickych napojich
bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky v koncentracnim rozsahu 20—100 umol/l taurinu.
Kazda analyza standardniho roztoku byla opakovana minimalné tfikrat, zatimco analyzy

realnych vzorkl byly opakovany vzdy pétkrat [130].
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Obrazek 14 Schéma derivatiza¢ni reakce taurinu s ¢inidlem OPA v pfitomnosti ethanthiolu.

2.4.6 Statistické vyhodnoceni experimentalnich dat

Pro statistickou analyzu experimentalnich dat byl vyuzZit program QC Expert 2.9
(Trilobyte, Pardubice, CR). Viechny kalibraéni kiivky byly méfeny pro nejméné sedm
koncentra¢nich hladin. Pocet opakovani byl n = 3 nebo n = 5 a je blize specifikovan
u jednotlivych stanoveni. Experimentalni data byla proloZena linearni regresi s vyuzitim
metody nejmensSich ctvercli. Regresni parametry (Usek a smérnice regresni piimky) jsou
uvadény s jejich smérodatnymi odchylkami. Konecné vysledky byly vypocteny jako intervaly
spolehlivosti X + sti.a, kde x je aritmeticky pramér, s je smerodatna odchylka a #;.« kriticka
hodnota Studentovy z-distribuce pro pét (2,015) nebo pro tti (2,353) opakovani pti hlading

vyznamnosti a = 0,05.
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2.5 VYSLEDKY A DISKUSE

2.5.1 DNS-Cl derivaty prolinu v medovinach

2.5.1.1 Optimalizace extrakce prolinu ze vzorkii medovin

Za ucelem eliminace matricového efektu a zvySeni koncentrace prolinu jsou AMK
ze vzorkl Casto izolovany pomoci kationtové-vyménné SPE extrakce s rliznou stacionarni
fazi. Elu¢nim c¢inidlem pak obvykle byva roztok NaOH v koncentraénim rozsahu 0,1—1 mol/l
[6-8,22,27]. Vétsina Cinidel uréenych pro derivatizaci AMK vSak poskytuje selektivni,
kvantitativni a reprodukovatelnou reakci s minimalnim poc¢tem vedlejSich produktii v rozmezi
pH 9 az 10. Extrémné vysoké pH extrak¢éniho eluatu, dané vysokou alkalitou elu¢niho roztoku
hydroxidu, tedy nemusi byt vzdy vhodnym prostiedim pro optimalni pribéh derivatizacni
reakce. Velmi zasadité pH navic ve vétSiné piipadi zplisobuje destrukci staciondrnich fazi
navéazanych na silikagelu kolonky. Z tohoto diivodu bylo testovano 5 rtiznych SPE kolonek
(Supelco LC-SCX, Strata SCX, Strata XC, Strata Screen-C a Strata DSX-SCX) a to
v kombinaci s riznym typem a mnozstvim elu¢nich roztokli (NaOH o ¢ = 0,01-1,0 mol/l,
8% NaCO3 nebo jejich smési). Porovnanim ploch piku extrahovaného a neextrahovaného
DNS-CI derivatu standardu prolinu byla nejprve hodnocena u¢innost extrakce na danych
patronkach. Bylo zjisténo, Zze 8% Na,COs3 a 0,01 mol/l NaOH nejsou dostate¢né silnymi
eluenty pro naruSeni afinity zachycenych AMK ke staciondrni fazi. Pii jejich uziti dochazelo
totiz v zavislosti na pouZité patronce k naprosto minimalni ¢i dokonce zadné eluci AMK
z patronky. Vliv eluéniho rozpoustédla pouzitého pro eluci prolinu zachyceného na SPE

kolonce Strata SCX je patrné z obrazku 15.
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Obrazek 15 Vliv pouzitého eluc¢niho ¢inidla na kvalitu piku DNS-CI derivatu prolinu.

Nejlepsim eluénim &inidlem byl roztok NaOH o ¢ = 1 mol/l. Uginnosti extrakce
pii pouziti tohoto elu¢niho roztoku byly ziskany v rozmezi 0,0-84,2 % a jsou spolu
s odpovidajicimi hodnotami intervalti spolehlivosti uvedeny v tabulce 6. Piestoze jsou
vSechny testované kolonky dle vyrobcl pfimo urcené k extrakci AMK, na kolonce Supelco
LC-SCX nedoslo k zddnému zachytu analyti. Oproti tomu nejlépe dopadla kolonka Strata
SCX, jejiz uinnost pro prolin ¢inila 84,2 % (tabulka 6). Tento druh kolonky byl nasledné
vyuzit pro vSechny dal$i experimenty. Dale byly optimalizovany dalSi parametry, jako je
extrahované mnozstvi medoviny (10-20 ml), jeji pocateéni pH (pH 1,6—3,0) a mnozstvi
elu¢niho roztoku (1-5 ml). Ze vSech testovanych parametri byly nejlepsi vysledky ziskany
extrakci 20 ml medoviny predem okyselené na pH 1,9 a eluci 2 ml NaOH o ¢ =1 mol/l [128].
Podrobny popis extrakce je uveden v kapitole 2.4.3.2.

Tabulka 6 P& zkoumanych extrakénich kolonek s odpovidajicimi hodnotami extrakénich U¢innosti [%]
a intervall spolehlivosti.

SPE KOLONKA UCINNOST [%]
Supelco LC-SCX 0,0+ 0,0
Strata X-C 672+2,5
Strata Screen-C 31,5+1,6
Strata DSC-SCX 60,7+t2,3
Strata SCX 84,2 +4.38
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2.5.1.2 Optimalizace DNS-CI derivatizace prolinu

Piivodni derivatizaéni proces byl zalozen na relativné komplikovaném postupu
[131,132], v némz AMK reagovaly s DNS-CI c¢inidlem v prostiedi uhli¢itanu lithného bez
pritomnosti svétla, pfiCemz reakéni smeés musela byt zahiivana na vodni lazni pii 40 °C
po dobu 20 minut a vzniklé derivaty byly analyzovany az po nasledném tficetiminutovém
ustaveni rovnovahy (ekvilibra¢ni ¢as). Tato derivatizace byla velmi peclivé optimalizovana
za ucelem zjednodusSeni a zrychleni reak¢niho procesu, a tim zkraceni doby pfipravy vzorku
k analyze. Pro spravny prub¢h derivatizacni reakce bylo nezbytné najit nejvhodnéjsi
rozpoustédlo DNS-CI1 ¢inidla, vyhovujici pH extraktu a vhodné poméry jednotlivych
reak¢nich komponent. Dale bylo nezbytné ovéfit vyznam zvysené teploty, ekvilibra¢niho ¢asu
a pritomnosti uhli¢itanu lithného, stejn¢ jako délku reakce a stabilitu ziskanych derivati.

Jelikoz dansylchlorid velmi snadno podléha hydrolyze, je obvykle rozpoustén
v organickych rozpoustédlech, a to zejména v metanolu nebo acetonitrilu. Porovnanim
vytézku derivatizace standardu prolinu pfi pouziti téchto dvou rozpoustédel bylo nalezeno,
ze derivatizace probiha s evidentné vysSSim vytézkem, pokud je jako rozpoustédlo cinidla

pouzit acetonitril (obrazek 16).
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Obrazek 16 Vliv rozpoustédla pouzitého pro piripravu DNS-CI ¢inidla na derivatizaci standardu prolinu.
V Cerveném zdznamu byl k pfiprave pouzit acetonitril a v modrém zaznamu metanol.
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Kli¢ovou roli ve spravném pribéhu derivatizacni reakce dansylchloridem hraje pH,
které musi byt optimalné udrzovano okolo hodnoty 9,5. Pro eluci prolinu z SPE patronky vSak
pouzivame IM NaOH, jehoz pH je natolik vysoké, Ze zpusobuje okamzitou hydrolyzu
¢inidla, a derivatizacni reakci tak neni viibec mozné provést. Za ucelem snizeni pH extraktu
¢ik jeho neutralizaci byl testovan piridavek pevného i ve vodé rozpusténého uhlic¢itanu
lithného nebo sodného. Nejvyssi odezva detektoru byla ziskéna pfidavkem 5 mg pevného
uhlicitanu lithného, ktery pravdépodobné plni i funkci katalyzatoru derivatizani reakce

(obrazek 17).
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Obrazek 17 Vliv piidavku Na,COs a Li,COs na derivatizaci extraktu standardu prolinu.

Pro zkraceni doby nezbytné ke kvantitativnimu prubéhu derivatizacni reakce byla
testovana Casova zavislost tvorby derivati. V témzZe kroku byl rovnéZ ovétrovan i vliv teploty
na reak¢ni proces (obrazek 18). Jak je z obrazku 18 patrné, vSechny piky derivatu prolinu jsou
bez ohledu na reak¢ni dobu a teplotu totozné. Z toho vyplyva, Ze derivatizaéni reakce probiha
thned po smichéni reakénich ¢inidel, a to 1 za pokojové teploty. Zahtivani derivatizacni smési
na vodni ladzni pii 40 °C 1 naslednd ekvilibrace pti laboratorni teploté jsou tedy jasné
nadbyte¢né kroky, které pouze zbytecné prodluzuji cas ptipravy vzorku k analyze.
Pro vSechny dal$i analyzy byl proto pouzit méné ¢asové 1 manualn€ narocny postup ditkladné
popsany v experimentdlni c¢asti (kapitola 2.4.3.2), ktery nevyZzaduje zvySenou teplotu,
ekvilibraci ani dlouhé reakéni ¢asy. Derivaty ziskané vyvinutou metodou zlstaly nezménény

po dobu nejméné 24 hodin [128].
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Obrazek 18 Casova zavislost tvorby DNS-CI derivatu prolinu pii laboratorni teploté (25 °C) a pii teploté 40 °C.
Meéfeni probihalo ihned po smichani (0 min), po 60 min a po 24 hodinach.

2.5.1.3 Optimalizace HPLC analyzy

Béhem optimalizace RP-HPLC separace byly hodnoceny parametry, jako je druh
organické slozky mobilni faze (acetonitril, metanol a riizné jejich smési), pH vodné slozky
mobilni faze (pH 2,5-3,5), vliv pfitomnosti TEA (0-0,2 %) ve vodné mobilni fazi
(obrazek 19), strmost gradientu s riznou poc¢atec¢ni a konecnou koncentraci organické slozky
avneposledni fadé 1 detekéni vinové délky. Bylo zjisténo, ze nejlepsi separace se
symetrickymi a Gzkymi piky bylo dosaZeno gradientovou eluci s bindrnimi mobilnimi fdzemi,
kde slozku (A) tvofil okyseleny 0,1% TEA ve vodé a slozku (B) 100% acetonitril. Vliv
pfitomnosti TEA v mobilni fazi na kvalitu piku prolinu a jeho reten¢ni chovani je zndzornén
na obrazku 19. Gradientovy elu¢ni program byl velmi rychly (celkovy cas €inil 4 min)
a skladal se ze dvou linearnich ¢asti liSici se svou strmosti, kdy prvni pomala ¢ast gradientu
slouzila k separaci latek a druhd rychld k promyti kolony. Za Gicelem nalezeni vhodnych
vlnovych délek pro fluorescencni detekci byla na spektrofluorometru prométena excitacni
a emisni spektra ptripraveného derivatu. DNS-CI derivat prolinu vykazuje excitacni maximum
pfi 264 nm a emisni maximum pii 497 nm. Pro detekci prolinu v medovinach byly nasledné
pouzity praveé tyto vinové délky excitace a emise. Podrobny popis HPLC analyzy je uveden
v kapitole 2.4.3.3.

Optimalizovand separace derivatu standardniho roztoku prolinu a desetkrat

zakoncentrovaného vzorku medoviny je znazornéna na obrazku 20.
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Obrazek 19 Chromatogram DNS-Cl derivatu standardu prolinu s riznou koncentraci TEA ve vodné mobilni
fazi.
Ascentis Express C18 (15 cm X 3 mm X 2,7 um); teplota: 25 °C; MF A: 0-0,2% TEA v 1% vodném
roztoku CH3COOH; MF B: 100% acetonitril; gradient: 0 min —23 % B,4 min —28 % B,
6 min — 38 % B, 14 min — 55 % B, 16 min — 100 % B; priitok: 0,8 ml/min; Aex = 270 nm a Agm =
500 nm; davkovani: 5 pl.
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Obriazek 20 Chromatogram extraktu standardu prolinu (¢ = 115 mg/l) po DNS-CI derivatizaci (modra kiivka)
a chromatogram derivatizovaného extraktu medoviny po jejim desetindsobném zakoncentrovani
(Cervena ktivka). V obou piipadech byla pro extrakci pouzita SPE kolonka Strata SCX.
Ascentis Express C18 (15 cm X 3 mm X 2,7 pm); teplota: 30 °C; MF A: 0,1% TEA ve vodé, pH 3,0;
MF B: 100% acetonitril; gradient: 0 min —40 % B, 2 min — 50 % B, 4 min — 100 % B; pritok:
0,8 ml/min; Agx = 264 nm, Aem = 497 nm; davkovani: 2 pl.
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2.5.1.4 Kvantifikace prolinu v medovinach a vyhodnoceni namérenych dat

Pro kvantitativni stanoveni prolinu ve vzorcich medovin byly nejprve analyzovany
extrakty standardii prolinu v koncentratnim rozmezi 108,2-238,0 mg/l (kapitoly
2.4.3.2-2.4.3.4). Obsah prolinu v medovinach byl néasledné vypocten z kalibra¢ni zéavislosti
plochy piku prolinu na jeho koncentraci. Kalibra¢ni kiivka prolinu je spolu s pfislusSnou
rovnici regrese a smérodatnymi odchylkami jednotlivych parametri uvedena na obrazku 21.

Celkem 24 vzorkli ¢eskych medovin bylo analyzovano optimalizovanou metodou
pro stanoveni obsahu prolinu, ktery je vyznamnym parametrem kvality a pravosti medu,
respektive medovin, a mize tedy slouzit k ovéfeni dodrzeni jejich spravné vyrobni praxe.
Nalezenda mnozstvi prolinu ve vSech vzorcich medovin jsou graficky zobrazena
na obrazku 22. Piesné Ciselné hodnoty vcetné intervalii spolehlivosti jsou pak piehledné
uvedeny v tabulce 7. Obsah prolinu se v analyzovanych vzorcich medovin pohyboval mezi
42 az 131 mg/l. Nejvyssi koncentraci prolinu obsahovaly vzorky €. 2, 4 a 13 pochazejici
od dvou riznych v¢elait (obrazek 22, tabulka 5 a 7). Vzorek €. 2 je od mistniho pardubického
vCelate a zbylé dva vzorky pochazi od vcelaie z Nového Mésta nad Metuji. VSechny tfi
vzorky jsou medovinami nevafenymi, které byly na zavér jejich vyroby doslazovany medem,

coz pozitivné ovlivnilo mnozstvi prolinu v kone¢ném produktu.
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Obriazek 21 Kalibra¢ni kiivka standardu prolinu po jeho extrakci a DNS-CI derivatizaci, véetné piislusné
rovnice regrese.
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Obrazek 22 Graf znazoriujici obsah prolinu stanoveny ve 24 vzorcich medovin vcetné linie urcujici jeho limitni
mnozstvi (50,4 mg/l) zavedené pro medoviny.

Tabulka 7 Mnozstvi prolinu [mg/l] ve 24 analyzovanych vzorcich Eeskych medovin uvedené vcetné jejich
ptislusnych intervald spolehlivosti.

- MNOZSTVIi . MNOZSTVIi - MNOZSTVIi
CisLO CisLO CisLO
PROLINU PROLINU PROLINU
VZORKU VZORKU VZORKU
[mg/1] [mg/1] [mg/1]
1 87.7+3,3 9 454 +3,1 17 106,0 + 3.3
2 131,0 £ 3,3 10 48,3 +3,1 18 42,4 +3,1
3 100,6 + 3.3 11 96,1 + 3,0 19 105,6 +3,3
4 130,2 + 3,5 12 109,4 + 3,7 20 82,5+32
5 86,4 + 3,1 13 122,2+33 21 58,9 +3,1
6 86,8 + 3,1 14 96,0 + 3,3 22 81,0+ 3,2
7 97,1 +3,1 15 48,6 + 3,6 23 106,5 + 3,1
8 81,7+3,2 16 63,9 + 3,1 24 85,5+33
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Minimalni mnozstvi prolinu v medu je dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady
180 mg/kg [33,70]. Pro vyrobu 1 litru ceské medoviny je doporuceno pouzit minimaln¢ 280 g
medu [72]. To znamend, Ze koncentrace prolinu v medovinach by neméla klesnout
pod 50,4 mg/l. Z obrazku 22 a tabulky 7 je zfejmé, ze se Ctyfi analyzované vzorky (¢. 9, 10,
15 a 18) pohybovaly pod limitni hranici, ptficemz dva z téchto vzorkt (¢. 10 a 15) by v ramci
chyby méfeni tento limit tésné splnilo. VSechny tyto vzorky byly zakoupeny v bézném
Z udajii uvedenych na etiketach lahvi pouze vime, ze vzorek ¢. 15 spada mezi medoviny
varené a vzorek €. 9 je naopak medovinou nevarenou. U zbylych dvou vzorkd vSak nebyly
poskytnuty ani tyto zékladni tidaje. Vyrobci téchto ¢ty medovin ziejme nesplnili spravnou
vyrobni praxi souvisejici s minimalnim mnozstvim medu nezbytného k ptipravé medoviny,

ptipadné k vyrobé& pouzili nekvalitni ¢i falSovany med.

2.5.2 PITC derivaty AMK v medovinach

Dalsi z testovanych derivatizacnich Cinidel pro stanoveni AMK v medovindch bylo

tradi¢ni ¢inidlo PITC poskytujici absorbujici derivaty.

2.5.2.1 Priprava vzorku a PITC derivatizace AMK

Medovina je velmi komplexni matrice s vysokym obsahem cukri a dalSich
interferentt, jejichz vliv je tfeba pted derivatizaci ¢i analyzou obvykle eliminovat. Jelikoz
jsou AMK pouze minoritni sou¢asti medovin, musi byt cela ptiprava vzorku k analyze peclivé
optimalizovéna.

Jak jiZ bylo feceno v predchozi kapitole, AMK jsou ze vzorki Casto izolovany pomoci
SPE extrakce. K extrakci byla pouzita stejna SPE kolonka, jako v ptipadé derivati DNS-CI,
a opét byla testovana eluce AMK elu¢nimi roztoky NaOH a Na,CO; o rizné koncentraci,
avsak snaslednou PITC derivatizaci eludtu. ZkouSena byla i eluce pomoci jejich smési,
v nichz byly dané komponenty zastoupeny v rtiznych pomérech. Bohuzel se ukazalo, Ze pro
prabéh PITC derivatizace je striktné vyzadovano pH 9-10, a jakékoli elu¢ni Cinidlo potiebné
k eluci AMK z extrakénich patronek proto neni kompatibilni s jejich naslednou PITC
derivatizaci. V posledni fadé¢ byla testovana 1 neutralizace eluatu pomoci nékolika
organickych ¢i anorganickych kyselin (HCl, CH3COOH nebo HCOOH). Pfesny objem
pfidavané kyseliny vSak nebylo snadné stanovit, coz vyznamné ovliviiovalo opakovatelnost

nasledného derivatizaéniho procesu, a tim 1 separaci derivati. Kvili vySe zminénym
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problémiim spojenych s odstranénim matrice a zakoncentrovanim piitomnych AMK byla
vyvinuta nova metoda stanoveni AMK nezahrnujici Zz&dnou tupravu vzorku pied jeho
derivatizaci.

Postup pfimé PITC derivatizace AMK v neupravovanych vzorcich medovin vyzadoval
daslednou optimalizaci reakénich podminek. Pozornost musela byt soustfedéna na mnozstvi
atyp pouzitych rozpoustédel, celkovou dobu derivatizace, vhodnost postupu pro vzorky
medovin a kvalitu ziskanych chromatogramti. Byly testovany dva dfive prezentované
derivatizacni postupy [27,133]. Prvnim z nich byla metoda derivatizace podle Komarové
a kol. [133], ktera byla zalozena na reakci PITC s AMK v prostfedi isopropanolu a uhli¢itanu
sodného. Po 35minutové reakci byl vzorek odpafen do sucha, znovu rozpustén ve vodé
a dvakrat extrahovan n-hexanem. Vodna vrstva byla shromazd'ovdna a nasledné odstfedéna,
ptefiltrovdna a analyzovdna. Vyhodami této metody byla jednoduchost reakénich smési
a velmi dobré opakovatelnost derivatizacni reakce. Vyznamnou nevyhodou pak byla nutnost
susiciho kroku a dvoustupniové extrakce, jez spolecné zasadné prodluzovaly cas pripravy
derivatu. NaSe pozornost byla proto vénovana derivatizacnimu postupu podle Daveye
a Erssera [27]. V této metod¢ bylo zahrnuto suSeni vzorku proudem dusiku pied jeho
derivatizaci i po kazdé ¢asteCné reakci. V prvnim derivatizacnim kroku byla k vysusenému
vzorku pfidana smés metanolu, TEA a octanu sodného. VSe bylo promichédno a znovu
vysuseno. V druhém kroku byla pfiddna smés metanolu, vody, TEA a PITC a po 20 minutach
michani opét vysuSena. SuSina s jiZz zderivatizovanymi AMK byla nasledné rozpusténa
ve vode, prefiltrovana a analyzovana. Béhem optimalizace byly testovany riizné koncentrace
a pomery jednotlivych derivatizacnich slozek stejné jako funkce pomocnych derivatizanich
¢inidel, jako je TEA nebo octan sodny. Bylo zjisténo, Ze TEA upravuje pH a katalyzuje reakci
PITC s AMK. Octan sodny pak hraje roli pufru. Tento postup bohuZel nemohl byt
z praktickych diivodli pouZzit pro redlné vzorky medovin. Medoviny maji obecné vysokou
viskozitu a velké mnozstvi cukru, tudiz po jejich vysuSeni vznikne cukerna krusta, ktera jde
jen velmi stézi promichat s malymi objemy reak¢nich smési. Ty zas nebylo zddouci zdsadné
zvySovat kvili spotfeb€ vzorki a Cinidel a zejména kviili nezbytnému kontinualnimu suseni,
které velmi prodluzuje celkovou dobu derivatizace, a vyznamné tak ovlivituje opakovatelnost
reakce.

Z jiz zminénych divodii byla metoda Daveye a Erssera [27] déile modifikovana
s cilem zjednodusit cely proces, a hlavné umoznit derivatizaci aminokyselin v medoving.
Nejprve byla testovana metoda bez pocateCniho suseni vzorku medoviny, pfiCemz ostatni

derivatizacni kroky byly zachovany. V druhé modifikaci byly se vzorkem nevysuSené
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medoviny smichany riizné kombinace a poméry derivatizacnich ¢inidel (PITC, TEA, metanol
a octan sodny) a k prvnimu suseni tak doslo az po 20minutové inkubaci. Ani jedna uvedena
alternativa vSak nevyieSila problém vysokych Casovych narokl, Spatné opakovatelnosti
a vzniku vice ¢i mén¢ tuhé krusty.

Komplikace spojené s PITC derivatizaci AMK v medovinach nas vedly k vyvoji nové
metody derivatizace nezahrnujici jediny krok extrakce ¢i suseni v prib¢hu celého procesu.
Pro snizeni pfirozené kyselosti medovin byly vzorky nejprve upraveny 1M NaOH na pH 5.
Poté byly smichany s reakcni smési slozené z octanu sodné¢ho, TEA a PITC a po 20 minutach
michani byly odstiedény, zfiltrovany a analyzovany. Podrobny popis derivatizace je uveden
v kapitole 2.4.4.2. Vyvinutd metoda je rychld, instrumentdlné a manudlné nenarocna,
poskytuje dobrou opakovatelnost a chromatogramy derivatizovanych vzorkd neobsahuji
zadné necistoty nebo vedlejsi produkty reakce. Tento derivatizacni proces byl pouzit rovnéz
pro optimalizaci chromatografickych podminek. Co se tyka stability ziskanych PITC derivatd,

zustavaji nezménény po dobu nékolika tydnii pti 5 °C.

2.5.2.2 Optimalizace RP-HPLC analyzy PITC derivata

Jelikoz byla selektivita derivati, a tim i kvalita jejich HPLC separace zasadné
ovlivnéna mnoha parametry, jako je napiiklad pouzitd stacionarni faze, druh a pH mobilni
faze, teplota kolony, a dokonce 1 sloZeni a vlastnosti ddvkovaného vzorku, byla optimalizace
chromatografické analyzy PITC derivati AMK velmi néro¢na.

Nejprve byla pro separaci PITC derivati pouzita kolona Ascentis Express C18 plnéna
povrchové poréznimi casticemi s chemicky vazanym oktadecyl-silikagelem. Bylo vsak
zjisténo, ze pro separaci vysoce polarnich PITC derivatl je nutnd velmi vysoka koncentrace
vody v mobilni fazi, coZ zplsobuje ,,zhrouceni oktadecyl-silikagelového fetézce. Proto byla
vybrana kolona Zorbax SB-Aq, kterd je specidlné upravena pro separaci hydrofilnich
slouc¢enin pomoci mobilnich fazi s vysokym procentem vodné slozky.

Optimalizace separace PITC derivatl byla zaméfena na sloZeni mobilni faze, pH
vodné mobilni faze a parametry gradientové eluce, jako je napfiklad strmost gradientu
¢1 pocatecni sloZzeni mobilni fadze. Prvni slozkou mobilni faze (A) byl vZdy octan amonny
(c =70 mmol/l) upraveny kyselinou octovou na rtizné hodnoty pH (5,2; 5,8; 6,15; 6,25; 6,35;
6,45; 6,55). Bylo zjisténo, Ze 1 nepatrnd zména pH zpusobuje zdsadni zmény v separacni
selektivit¢ PITC derivati (obrazek 23). Dokonce i rozdilné pH davkovaného vzorku

zpusobovalo obrovské zmény separacni selektivity. Reprodukovatelny derivatiza¢ni postup,
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obsdhle diskutovany v kapitole 2.5.2.1, je tedy zcela kliCovy 1 pro uspéSnou
a reprodukovatelnou separaci.

Velmi vyznamnou roli pii separaci PITC derivati hraje také vybér organické slozky
mobilni faze (B), jakozto siln¢jSiho elu¢niho cinidla. Byla testovana dvé organicka
rozpoustédla, acetonitril ve vodé (60:40; obj./obj.) a metanol ve vodé (60:40; obj./obj.),
véetné jejich kombinace (acetonitril:metanol:voda, 45:15:40; obj./obj.). Nejlepsi selektivity
separovanych derivati a separacni uc¢innosti bylo dosazeno s pouzitim smeési acetonitrilu
s vodou.

Jak je z vyse feCeného patrné, kazda zanedbatelna zména v separacnich podminkach
zpusobila obrovské zmény retencniho chovani, selektivity a rozliSeni separovanych latek.
Bylo tedy extrémné naro¢né najit vhodné podminky pro HPLC stanoveni PITC derivati
AMK v tak slozité matrici, jakou je pravé medovina. Po peclivé optimalizaci derivatizacnich
i chromatografickych podminek bylo nakonec uspé$n€ rozseparovano 20 AMK z 21
analyzovanych, a to s minimaln¢ jednotkovym rozlisSenim jednotlivych pikii. Separace ptitom
probéhla v pouhych 10 minutach. Koeluovaly pouze piky dvou vzijemnych izomert, leucinu
a izoleucinu, které maji velmi podobné vlastnosti, a jejich separace je proto velmi obtizna
(zejména kvili identickym hodnotdm jejich disociacnich konstant). Tak rychld separace
derivati AMK, a to navic s tak dobrymi vysledky rozliSeni, nebyla doposud nikde
prezentovdna. Jiz publikované experimenty maji cCasto nizkou citlivost, a 1 pfes
mnohonasobné delsi separacni Cas (separace jsou Casto delSi nez 60 minut) obsahuji velké
mnozstvi koeluujicich pika [1,6,11,22,29,31]. Kombinace inovativni derivatizace s takto
optimalizovanou separaci proto pfedstavuje ndstroj neobycejné rychlého a jednoduchého
stanoveni AMK v kapalnych i pevnych matricich.

Optimalizovana chromatografickd separace smési standardi AMK po jejich PITC

derivatizaci je 1 s popisem jednotlivych piku zndzornéna na obrazku 24.
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Obrazek 23 Vliv pH mobilni faze na chromatografickou separaci PITC derivati AMK.

Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota: 30 °C; MF A: octan amonny (¢ = 70 mmol/l), pH
6,15-6,45; MF B: 60% acetonitril ve vod¢; gradient: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min —
18 % B, 8,5 min — 60 % B, 9 min — 100 % B; prutok: 0,6 ml/min; 254 nm; davkovani: 2 pl.
Poznamky: Asp = kyselina asparagova, Glu = kyselina glutamova, trans-Pro = trans-4-hydroxy-L-
prolin, Ser = serin, Asn = asparagin, Gly = glycin, GIln = glutamin, Thre = threonin, Ala = alanin,
Pro = Prolin, His = Histidin, Arg = Arginin, Val = Valin, Tyr = Tyrosin, Met = Methionin, Cys =
Cystein, Leu = Leucin, Ile = Izoleucin, Phe = Fenylalanin, Trp = Tryptofan, Lys = Lysin.
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Obrazek 24 Optimalizovana separace standardi 21 AMK po jejich PITC derivatizaci.

Zorbax SB-Aq (15 cm % 3 mm x 3,5 um); teplota: 30 °C; MF A: octan amonny (¢ = 70 mmol/l), pH
6,55; MF B: 60% acetonitril ve vod¢; gradient: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min — 18 % B,
8,5 min — 60 % B, 9 min — 100 % B; prutok: 0,6 ml/min; 254 nm; davkovani: 2 pl.

Poznamky: Asp = kyselina asparagova, Glu = kyselina glutamova, trans-Pro = trans-4-hydroxy-L-
prolin, Ser = serin, Asn = asparagin, Gly = glycin, Gln = glutamin, Thre = threonin, Ala = alanin,
Pro = Prolin, His = Histidin, Arg = Arginin, Val = Valin, Tyr = Tyrosin, Met = Methionin, Cys =
Cystein, Leu = Leucin, Ile = Izoleucin, Phe = Fenylalanin, Trp = Tryptofan, Lys = Lysin.

2.5.2.3 Kbvantitativni analyza AMK v medovinach

Optimalizované podminky derivatizace a separace byly pouzity pro kvantitativni
analyzu AMK pfitomnych ve vybranych vzorcich medovin metodou vicenasobného
standardniho ptidavku ve tfech stupnich. Nejprve byla provedena derivatizace a analyza
ptvodniho vzorku medoviny (bez standardniho pfidavku) a byly zaznamenany vysky pikl
odpovidajicich PITC derivath AMK. Dale byly ke tfem novym vzorkiim stejné medoviny
pfidany tfi zndmé objemy (10, 20 ¢1 30 pl) standardni smési AMK o koncentraci 0,4 g/l
aproces derivatizace byl opakovan (viz kapitola 2.4.4.2). VySky zvySujicich se piki
jednotlivych PITC derivati po standardnim ptidavku byly odecteny a zaznamenany
do grafické zavisl