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ANOTACE

Disertacni prace se vénuje vyvoji analytickych metod pro stanoveni vybranych biologicky
aktivnich latek v potravinach a potravinovych surovinach. Pomoci kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii byl objasnén fenolicky profil v medovinach a
pseudobilovinach. Ve vzorcich medovin a medu, enviromentalnich vodach a ovoci byl navic

stanoven obsah pesticidu.
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TITLE
Development of modern analytical methods for analysis of biologically active compounds in

food and food raw materials

ANNOTATION

The dissertation deals with the development of analytical methods for the determination of
selected biologically active compounds in foods and food raw materials. The phenolic profile
in mead and pseudocereals was elucidated by liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry. In addition, the content of pesticides was determined in samples of mead and

honey, environmental waters and fruits.

KEYWORDS
Phenolic compounds, pesticides, antioxidant activity, meads, pseudocereals, liquid

chromatography, mass spektrometry, extraction



OBSAH

1 ANALYZA MEDOVIN A PSEUDOOBILOVIN 16
1.1 ANTIOXIDANTY A FENOLICKE LATKY 16
1.1.1  Fenolické kyseliny 17
1.1.2  Flavonoidy 19
1.1.3  Spektrofotometrické metody pro stanoveni fenolickych sloucenin 22
1.1.4  Extrakce 25
1.1.5  Hydrolyza 26
1.1.6  Kapalinova chromatografie 27

1.2 MED 29
1.2.1  Zakladni charakteristika a slozeni medu 29
1.2.2  Vlastnosti a vyuziti medu 29
1.2.3  Klasifikace medu 30
1.2.4  Vyroba medu 30
1.2.5 Koyvalita a autenticita medu 31

1.3 MEDOVINA 32
1.3.1  Zakladni charakteristika a klasifikace medovin 32
1.3.2  Vyroba medovin 32

1.4 PSEUDOOBILOVINY 35
1.4.1 Pohanka 35
1.4.2  Amarant 36
1.5 STANOVENIi FENOLICKYCH LATEK V PRIRODNiCH MATRICICH 38
1.5.1  Uprava a extrakce vzorku 38
1.5.2  Analyza fenolickych latek 39

1.6 EXPERIMENTALNI CAST 41
1.6.1  Medoviny 41
1.6.2  Pohanka 44
1.6.3  Amarant 47

1.7 VYSLEDKY A DISKUSE 54
1.7.1  Medoviny 54
1.7.2  Pohanka 61
1.7.3  Amarant 68

1.8 ZAVER 78
1.9 LITERATURA 80
2 STANOVENI PESTICIDU VE VODACH, MEDU, MEDOVINACH A V OVOCI 100
2.1 PESTICIDY 100
2.1.1  Klasifikace pesticidi 100
2.1.2  Izolace pesticidu 109
2.1.3  Pesticidy v zivotnim prostiedi 109
2.1.4  Pesticidy v medu a ovlivnéni véel 110

2.1.5  Stanoveni pesticidl ve vodé a v biologickych matricich (med, medoviny a ovoce) 110



2.2 MOF
2.2.1  Slozeni MOF
2.2.2  Syntéza MOF
2.2.3  Klasifikace MOF

2.3 EXPERIMENTALNI CAST
2.3.1  Neonikotinoidy ve vodach
2.3.2  Pesticidy v medu
2.3.3  Fenhexamid v ovoci

2.4 VYSLEDKY A DISKUSE
2.4.1  Neonikotinoidy ve vodach
2.4.2  Pesticidy v medu
2.4.3  Fenhexamid v ovoci

2.5 ZAVER

2.6 LITERATURA

PUBLIKACNI CINNOST

112
112
112
112

114
114
116
118

120
120
124
127

129
130

143



SEZNAM OBRAZKU:

Obrazek 1: Mechanismus antioxidacni aktivity fenoll...........cccceeevvieeiiiincieecieceee e, 17
Obrazek 2: Zastupci fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny benzoové........................ 18
Obriazek 3: Zastupci fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny skoficové. ...................... 18
Obrazek 4: Zakladni struktura flavanoidu. .............coooiiiiiiiiiiii e 19
Obrazek 5: Zakladni struktura flavanolu. ...........ccccoiiiiiiiii e 20
Obrazek 6: Zakladni struktura flavonolu. ...........ccccoiiiiiiiii e 20
Obrazek 7: Zakladni struktura flavanonu..............ccoceeveiiiiiiniiiineeeee e 21
Obrazek 8: Zakladni struktura flavonu. ..........ccoeeviriiiiiiiiie e 21
Obrazek 9: Zakladni struktura antoKyanu. ............cccceeriiieiiie e 22
Obriazek 10: Zakladni struktura antoKyanidinu...........c.ccecuereereriiniinieienicneeeeeeeeeeeee 22
Obrazek 11: Struktura ABTS. ... 23
Obrazek 12: Struktura radikdlu DPPH. ........ccccoooiiiiiiie e 24
Obrazek 13: Zakladni struktura HMF. ... 31
Obriazek 14: Zakladni schéma moderni vyroby medoviny. ..........cocceveevvireenernienecneenieneene. 33
Obrazek 15: Postupna extrakce volnych a vazanych fenolickych kyselin............ccccooeveennenne. 51
Obrazek 16: Optimalizovana chromatograficka separace monitorovanych standardi............ 55
Obriazek 17: Chromatograficka separace fenolickych latek obsaZenych v extraktech ze
VZOTKU MEAOVINY €. 0. oottt ettt et e b e seee e e 58
Obrazek 18: Chromatograficka separace fenolickych latek obsazenych v extraktech ze
VZOTKU MEAOVINY €. 15, oottt ettt e s ee e e eneeas 58
Obrazek 19: SUtiNOVY Graf . .....ooiiiiieiee ettt et st 60
ODbrazek 20: PCAS ... .ottt ettt 61
Obrazek 21: Antioxidacni kapacita vzorku Kroupa a viiv kli€eni..........coceeviiiiininnnnnnann 66
Obrazek 22: Antioxidacni kapacita vzorku Lamanka a vliv klieni.......c..ccoceeniininnnncnnn 66
Obriazek 23: Celkovy obsah fenolickych latek sledovany u pohanky. ........cccceceviiniiiinnenne. 67
Obriazek 24: Optimalizovana separace standardll amarantu. ...........ccccceeeeeenernenieneeneneene. 70
Obrazek 25: Chromatograficka separace latek obsazenych v extraktu E3. ..., 72
Obrazek 26: Chromatograficka separace vazanych fenolickych latek po hydrolyze. ............ 73
Obriazek 27: Antioxidacni aktivita fenolickych latek amarantovych zrn.........c.ccoceeeeinnnne. 75
Obrazek 28: Celkové mnozstvi fenolickych latek riznych extrakti amarantovych zrn......... 77
Obrazek 29: Zavislost mezi celkovym mnozstvim fenolickych latek..............ccceeveverennnennnnen. 77
Obrazek 30:Struktura imidaKlopridu..........cceeeeiiiiiiiiciie e e 102



Obrazek 31:
Obrazek 32:
Obrazek 33:
Obrazek 34:
Obrazek 35:
Obrazek 36:
Obrazek 37:
Obrazek 38:
Obrazek 39:
Obrazek 40:
Obrazek 41:
Obrazek 42:
Obrazek 45:
Obrazek 46:
Obrazek 47:
Obrazek 48:

Struktura acetamipridU. ........c.eevuiieiieiieiieeeeeee e 102

Struktura thiaklopridu.........ccceeriieiiiiieeeeeeeee e 103
Struktura thimethOXanu. ...........ccccioiiiiiiiiii e 104
Struktura Klothianidinu. ..........cocceiiiiiiini e 104
Struktura deltamethrinu. ...........cocovieiiiiiiiie e 105
Struktura T-fluvalindtu. .........cocoeiiriiiiie e 106
Struktura karbendazimu. ............ccocooiiiiiiiiiii e 107
Struktura epoXyKONAZOIU. ......cccuviieiiieeiieeciee e 107
Struktura metconaZolU. .........covuiiiiriiiiieeieeee e 108
Struktura proChloTazu. ..........c.ceoiieiieriieiie e 108
Struktura fenhexamidu. ..........coocoiiiiiiiii e 109
Krystalickd struktura ZIF-8. ........ccoooiiiiiiiieiiee e 113
HPLC-DAD chromatogram neonikotinoidt pti 270 nm ve vodé..................... 120
Uginnost extrakce neonikotinoidii pomoci riiznych sorbenti. ......................... 123
Optimalizovand HPLC separace vybranych pesticidll....................c.oeoa. 124
RP-HPLC chromatogram ¢erveného vinnych hroznd...........cccccoeveieiinninnnen. 128



SEZNAM TABULEK:

Tabulka 1:
Tabulka 2:
Tabulka 3:
Tabulka 4:
Tabulka 5:
Tabulka 6:
Tabulka 7:
Tabulka 8:
Tabulka 9:

Tabulka 10:

VZOTKY MEAOVIN. ..eiiiiiiiiiiiieciie ettt et e e st e e s ree e seree e nreeenens 42
Gradientova eluce pro separaci MEAOVIN. .......ceevieriieriiienieeiierieeieeeie e eee e 44
Gradientova eluce pro separaci pohanky. ..........cceocveviiiiniiieiiieniieiee e 46
Souhrn jednotlivych provedenych extrakci. ........ccccveevciiieeciiieniiieeieecee e, 49
Gradientova eluce pro Separaci amMarantll. .........c.eeeeveeerveeerreeesireeessseeesseeesseeennns 52
Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu medovin. ...........cccceeeeveeennennee. 54

Regresni parametry, meze detekce a meze stanovitelnosti pro fenolické latky....56
Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu pohanky. ..........cccceveevveniennenne. 62
Regresni parametry pro jednotlivé fenolické latky v pohance. ...........cccvveennneennee. 63

Kvantifikace vybranych fenolickych latek v pohance na pfislusné standardy. .. 64

Tabulka 11: Mnozstvi vlhkosti béhem jednotlivych dni kliceni pohanky. ..........ccccveeenrnnee. 65
Tabulka 12: Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu amarantu. ............ccccceevveenneen. 68
Tabulka 13: Regresni parametry pro jednotlivé fenolické latky obsaZené v amarantu. ......... 69
Tabulka 14: Kvantifikace fenolickych latek na dostupné standardy.............ccceeviieiiennnne. 70
Tabulka 15: VZOrky Medil. .....c.coouviiiiiiiieiiieiiecie ettt 116
Tabulka 16: Vzorky medovin od vyrobci ze Slovenské a Ceské republiky. ....................... 117
Tabulka 17: Meze detekce, smérnice, usek, interval spolehlivosti a pfesnost...................... 121
Tabulka 18: Hodnoty navratnosti pro rizné koncentra¢ni hladiny studovanych.................. 121
Tabulka 19: Smérnice, usek a meze stanovitelnosti standardl v medu a medovinach......... 125
Tabulka 20: Koncentrace pesticidli ve vzorcich medu. ..........ccceeevivviiiniieiienieeiieeie e, 126
Tabulka 21: Koncentrace pesticidli ve vzorcich medovin. ..........ccccevvieviiiiniiiniincnicneennns 127
Tabulka 22: Analyza obsahu fenhexamidu v komer¢né dostupnych bobulich..................... 128



SEZNAM ZKRATEK:

5-HMF
AAPM
ABTS
APCI

APPI

AuNP
CE
DAD
DLLME

DPPH
EDTA
EDX
ESI
FCM
FAO
FNX
FRAP

GAE

GAP

GC

HPLC

HPLC-MS

ICP-MS

LC
LLE

5-hydroxymethylfurfural

metoda s 4-aminoantipyrinem a aminofenazonem

2,2 -azinobis-(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonat)

chemickd ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric-pressure Chemical
Ionization)

fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Photoionization
Ionization)

nanocastice zlata (Gold Nanoparticles)

kapiléarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

detektor s diodovym polem (Diode Array Detector)

disperzni  mikroextrakce kapalina-kapalina  (Dispersive  Liquid-liquid
Microextraction)

2,2-difenyl-1-pikrazylhydrazyl

kyselina ethylendiamintetraoctova

energeticky disperzni rentgenova analyza (Energy Dispersive X-Ray Analysis)
ionizace elektrosprejem (ElectroSpray Ionization)

metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem (Folin—Ciocalteu method)

Organizace pro vyzivu a zemedélstvi (Food and Agriculture organization)
fenhexamid

metoda zaloZend na redukci Zelezitych iontl (Feric Reducing Antioxidant
Power)

ekvivalent kyseliny gallové (Gallic Acid Equivalent)

Spravna zemé&délska praxe (Good Agricultural Practice)

plynova chromatografie (Gas Chromatography)

vysokou¢inna  kapalinovd  chromatografie = (High-Performance Liquid
Chromatography)

spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(Liquid Chromatography—mass Spectrometry)

hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry)

kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)



LOD
LOQ

LTQ

MAE
MCWCNT
MEPS
MRL
MOF
MRM

MS
MS/MS
MSPE
NMR
ORAC

PBM
PCA
PCAS
PCAW
PCP
PLE
PTFE
QqTOF

QqQ

QuEChERS

RP-HPLC

SBSE
SDME
SFE
SLE
SPE

limit detekce (Limit of Detection)

limit kvantifikace (Limit of Quantification)

linearni iontova past (Linear Ion Trap)

extrakce v mikrovinném poli (Microwave-Assisted Extraction)
vicesténné uhlikové nanotrubky (Multi-walled Carbon Nanotubes)
sorpcni extrakce michadlem (Micro Extraction By Packed Sorbent)
maximalni limity rezidui (Maximum Residue Limits)

organokovové sité (Metal Organic Frameworks)

monitorovani vice reakci (Multiple Reaction Monitoring)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometer)

tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)
extrakce na magnetické tuhé fazi (Magnetic Solid Phase Extrakction)
nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)
metoda zalozend na eliminaci kyslikovych radikald (Oxygen Radical
Absorbance Capacity)

metoda Price a Butlera (Price and Butler Method)

analyza hlavnich komponent (Principle Component Analysis)

rozptylovy diagram komponentniho skore (Principle Component Score)

graf komponentnich vah (Principle Component Weight)

porézni koordina¢ni polymery (Porous Coordination Polymers)

zrychlend extrakce rozpoustédlem (Pressurized Liquid Extraction)
polytetrafluorethylen

spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu (Quadrupole-Quadrupole-Time-
Of-Flight)

trojity kvadrup6l (Triple Quadrupole)

disperzni extrakce na pevné fazi (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe method)

kapalinovd chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (Reverse Phase
High-Performance Liquid Chromatography)

mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu (Stir Bar Sorptive Extraction)
mikroextrakce do jedné kapky rozpustédla (Single Drop Microextraction)
extrakce nadkritickou tekutinou (Supercritical Fluid Extraction)

podporovana extrakce kapalina-kapalina (Supported Liquid-liquid Extraction)
extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)



SPME mikroextrakce na pevné fazi (Solid Phase Microextraction)

TBHQ terc-Butylhydrochinon

TCL tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer chromatography)
TOF analyzator doby letu (Time Of flight Detector)

UE extrakce podporend ultrazvukem (Ultrasound Extraction)
uv ultrafialova oblast spektra (UltraViolet spectrum)

UV/VIS ultrafialova-viditelna oblast spektra (UltraViolet-VISible spectrum)
WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

XRD rentgenova difrakéni praskova analyza (X-ray diffraction analysis)



UvVoD

Produkce potravinarskych vyrobkil je ovlivnéna ptedevSim poptavkou a pozadavky
spotfebiteld. V poslednich letech se zvysil ziajem piedev§im o tvz. superpotraviny,
které se vyznacuji vysokymi nutricnimi a energetickymi hodnotami (antioxidanty, enzymy,
vlaknina, mineraly, vitaminy apod.). Mezi nejznamé;jsi superpotraviny patii borivky, goji,
¢esnek, pseudoobiloviny (pohanka a amarant), zazvor, kurkuma, spirulina, chia, med a mnoho
dalSich. Analyzou antioxidanti vybranych superpotravin (med, pohanka a amarant) se zabyva
1 Cast této disertacni prace. Prodej téchto potravin zajist'uji z velké ¢asti fetézce supermarkett,
které neustdle vyvijeji tlak na vyrobce kvili snizovani marze. Dale se zvySuji i ndklady
na dopravu ¢i energetické zdroje. Z tohoto diivodu néktefi vyrobci zamérné snizuji kvalitu
potravin s cilem vyS$iho ekonomického zisku a v nékterych ptipadech se jedna jiz o jejich
falSovani. Pro vSechny subjekty zapojené do potravinaiského primyslu je tedy velice dualezita
autenticita (ptivod a pravost) potravin, ktera se snazi zabranit nepoctivé konkurenci a nasledné
destabilizaci trhu.

Mezi nejcastéji falSované potraviny se fadi med, alkoholické nédpoje, obilné produkty,
kava, mlécné vyrobky, olej a ryby. Vyssi poptavka a pokles svétové populace veel jsou pii¢inou
zvysujiciho se vyskytu falSovanych medu. FalSovani mtze byt pfimé (fedéni vodou nebo piimo
prfidanym cukrem a sirupy) nebo nepiimé (krmeni vcel primyslovymi cukry a sirupy).
Za ucelem vysSich obchodnich ziskll je med falSovan rGznymi levnéjSimi sladidly, jako je
kukufi¢ny sirup s vysokym obsahem fruktozy, maltézovy sirup, titinovy cukr a sirupy z fepného
cukru. Pro odhaleni falSovani medu muiize jako jeden z parametra slouzit fenolicky profil. Touto
problematikou se zabyva i jedna z €asti této disertacni prace. Kromé studia fenolického profilu
medu a medovin se tato prace zamé&fuje 1 na stanoveni obsahu pesticidl, ktery miZze slouzit
jako biomarker pro znecisténi Zivotniho prostiedi.

K odhaleni falSovani potravin se vyuziva a vyviji mnoho novych modernich technik,
mezi které patii kapalinova chromatografie (HPLC), plynovéa chromatografie (GC) a jejich
spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS), ¢i dalsi spektroskopické metody jako je infracervena

spektrometrie (IR) a Ramanova nuklearni magneticka rezonance (NMR).
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Stanoveni profilu fenolickych latek v pseudoobilovindch a medovindch pomoci
HPLC-MS s vyuzitim extrakénich systému kapalina-kapalina nebo kapalina-pevna
latka

Porovnani obsahu fenolickych latek ve vzorcich medovin

Zhodnoceni vlivu technologického postupu vyroby a typu medu na obsah fenolickych
latek a antioxidacni aktivitu v medovinach

Posouzeni kvality a autenticity vybranych vzorkd medovin

Porovnani obsahu fenolickych latek ve vzorcich pohanky

Zhodnoceni vlivu kli¢eni a typu extrakcniho c¢inidla na obsah fenolickych latek
a antioxidacni aktivitu v pseudoobilovinach

Syntéza vhodného kompozitniho materidlu pro extrakci neonikotinoidl, zhodnoceni
vyhod tohoto materidlu a jeho moznosti rozsifeni pouziti na dal$i nanostruktury
Stanoveni vybranych pesticidi v medu a medoviniach pomoci HPLC ve spojeni
s QuUEChERS extrakci

Stanoveni pesticidii ve vodach

Stanoveni fenhexamidu v ovoci



1 ANALYZA MEDOVIN A PSEUDOOBILOVIN

1.1 ANTIOXIDANTY A FENOLICKE LATKY

Antioxidanty jsou latky, které snizuji pravdépodobnost vzniku kyslikovych radikala,
proto maji pozitivni ucinky na lidské zdravi a mohou slouzit jako prevence proti vzniku riznych
onemocnéni, jako je rakovina, zanéty, vysoky krevni tlak, kardiovaskuldrni onemocnéni,
neurologické degenerace, starnuti a mnoho dalSich [3,4]. U nékterych latek s antioxidacnimi

Antioxidanty se dé€li se na pfirodni a syntetické a pro svou schopnost omezit proces
oxidace se mohou vyuzivat jako konzervanty v potravinarském primyslu. V soucasnosti je
velkym trendem nahrada syntetickych antioxidantl pfirodnimi, a proto se Casto provadi jejich
extrakce zrostlin a dalSich pfirodnich zdrojii. Analyza latek s antioxida¢nimi vlastnostmi
se také ¢asto vyuziva pro monitorovani kvality a nutriénich hodnot potravin [1,2]. V poslednich
letech se znacné zvysil zdjem o potraviny, které¢ obsahuji antioxidanty a jednou z vyznamnych
skupin antioxidantl pfitomnych v potravinach jsou fenolické latky [5,6].

Fenolické latky jsou heterogenni slouceniny, které se fadi do sekundarnich metabolit
rostlin a mohou reagovat s volnymi radikaly. Vyskytuji se pfedev§im v rostlindch a zahrnuji
az 8000 znamych struktur [7]. Mohou se skladat z pomérné jednoduchych molekul, jako jsou
fenolické kyseliny nebo derivaty benzenu az po polymerizované slouc¢eniny, mezi néz se fadi
napfiiklad taniny, ligniny, antokyany, kumariny a tfisloviny [8]. Obecné plati, Ze fenolické latky
mohou byt rozdéleny podle jejich zakladni struktury do 10 hlavnich skupin na jednoduché
fenoly (napfiklad fenol, kresol, thymol a orcinol), fenolické kyseliny (naptiklad kyselina
kavova, 3,4-dihydroxybenzoova, vanilovd, kumarova, ferulovd asinapova), kumariny
a isokumariny, naftochinony, xantony, stilbeny, antrachinony, flavonoidy a ligniny. Chemické
a fyzikalni vlastnosti fenolickych latek mohou zna¢né ovlivnit jejich extrakci i vybér metody
pro jejich stanoveni [9].

Fenolické latky maji alespont jeden aromaticky kruh, na kterém je navazana jedna
nebo vice hydroxylovych skupin, které jsou vazany na alifatické nebo aromatické skelety.
Vyznamnou skupinou fenolickych latek jsou ptedev§im flavonoidy a fenolické kyseliny
(derivaty kyseliny skoficové abenzoové) [4,10]. Fenolické kyseliny a flavonoidy
se v potravinach vyskytuji ve volné 1 vazané forme (estery, glykosidy atd). Pfitomnost dalSich

takovych navazanych sloucenin je zodpovédna za jejich specifickou charakteristiku a transport
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v télnich tekutindch, ale nemd zZadny vyznamny vliv na biologickou aktivitu obsazenych latek.
Fenolické laky jsou dulezité i pro kvalitu potravin rostlinného ptivodu a zaroven hraji
vyznamnou roli pii utvareni organoleptickych vlastnosti potravin a ndpoja (barva, chut
a vung) [8].

Fenolické latky maji rtiznou biologickou aktivitu, ale jednou z velmi dulezitych
biologickych vlastnosti je pfedev§im jejich antioxida¢ni aktivita, ktera je zplsobena
snizovanim nebo eliminaci volnych radikala kysliku a dusiku v lidském téle. Antioxidant
reaguje s reaktivnim volnym radikdlem za vzniku nereaktivniho radikalu antioxidantu. Tato
reakce snizuje oxidacni stres organismu. V piipad¢ fenoll reaguje radikal vodiku za vzniku
stabilniho chinonu (obrdzek 1). Antioxida¢ni U¢innost v potraviné zavisi nejen na poctu
a umisténi hydroxylovych skupin, ale také na dalSich faktorech, jako je struktura molekul,
stabilita, lipofilie/hydrofilie interakce s ostatnimi sloZzkami potravin a na podminkéach

prostiedi (naptiklad pH). [11-13].

OH Qe 0]

[ ] el
OH ROO ROOH OH ROO ROOH

fenol semichinon chinon

Obrazek 1: Mechanismus antioxidacni aktivity fenold [12].

1.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou sloZzeny z jednoho benzenového kruhu, na néjZ jsou navazany
hydroxylové a karboxylové skupiny. Tato skupina latek mlZe byt rozdélena podle jejich
struktury na hydroxybenzoové a hydroxyskotficové kyseliny a tvoii pfiblizné jednu ttetinu
fenold, které se vyskytuji v rostlinach ve volné i vazané formé. Fenolické kyseliny mohou byt
vazany pomoci esterovych, etherovych nebo acetalovych vazeb. Mezi hlavni zastupce
hydroxybenzoovych kyselin se ftadi kyselina gallova, 4-hydroxybenzoova (4-HBA),
3,4-dihydroxybenzoova (3,4-DHB), vanilova a syringova. Mezi zastupce hydroxyskoticovych
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kyselin patii kyselina kdvova, ferulova, p-kumarova a sinapova. Rozdily mezi jejich derivaty

spocivaji v hydroxylaci a methoxylaci jejich aromatickych kruhti [8,10].

Hydroxybenzoové kyseliny
Obecna struktura hydroxybenzoovych kyselin je znazornéna na obrazku 2. Vyskytuji
se pfevazn¢ ve vazané formé v podobé derivati cukrti, ale mohou byt i soucasti slozitych

struktur, jako jsou hydrolyzované taniny a ligniny [14,15].

Kyselina R! R? R? R*
Galova H OH OH OH
Gentisova OH H OH H
4-hydroxybenzoova H H OH H
3,4-hydroxybenzoova H OH OH H
Salicylova OH H H H
Syringova H OCH;3 OH OCH3
Vanilova H OCHj3 OH H
Veratrova H OCH3 OCH; H

Obriazek 2: Zastupci fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny benzoové.

Hydroxyskoricové kyseliny

Struktura hydroxyskoticové kyseliny je uvedena na obrazku 3. Pfitomnost téchto kyselin
zaznamenavame piedevSim v potravinach rostlinného ptvodu, nej€astéji v ovoci. Hlavnimi
zastupci této skupiny jsou kyselina, p-kumarova, kavova, ferulova a sinapova (obrazek 3).
Hydroxyskoficové kyseliny jsou také pfitomny prevazné ve vazané formé. Vyskytuji se Casto
jako estery hydroxykyselin, jako je kyselina chinova, shikimovd, vinna ¢i jejich cukerné
derivaty. Volné hydroxyskoficové kyseliny mohou byt uvolnény pomoci chemické

nebo enzymatické hydrolyzy béhem extrakce z ptirodni matrice [14,16].

Kyselina R! R? R3 R*
Ferulova H OCH; OH H
Kavova H OH OH H
o-kumarova OH H H H
m-kumarova H OH H H
p-kumarova OH H OH H
Sinapova H OCH; OH OCH;

Obrazek 3: Zastupci fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny skoficové.
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1.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy se fadi mezi rostlinné fenoly, jejichz obecnd struktura je znazornéna
na obrazku 4. Skladd se ze dvou aromatickych kruhti (kruh A a kruh B) spojenych
prostfednictvim tfi uhlikovych mistkli a kyslikového heterocyklu (C kruh). Maji chelata¢ni
potencial a vysoky oxidacné-redukéni potencial, ktery jim umoziuje ptisobit jako redukcéni
¢inidla, donory vodiku a zhasece singletového kysliku. Nazev je odvozen od latinského slova
flavus, coz znamena zluty, jelikoz flavonoidy poskytuji rostlindm toto zabarveni. Mezi hlavni
zastupce tridy flavonoidli patii antokyanidiny, chalkony, flavanoly, flavanony, flavony,
flavonoly a isoflavony. Riiznorodost flavonoidi zavisi na hydroxylaci pyronového kruhu,
pritomnosti nebo nepiitomnosti dvojné vazby, poctu hydroxylovych skupin v kruhu A
a v kruhu B, anebo atomem kysliku navazanym dvojnou vazbou k poloze 4 v kruhu C.

Flavonoidy se déli na monomerni, dimerni a oligomerni. Polymerni flavonoidy, znamé
jako taniny, jsou rozdéleny do dvou skupin: kondenzované a hydrolyzovatelné. Kondenzované
taniny jsou polymery flavonoidi, zatimco hydrolyzovatelné taniny obsahuji kyselinu gallovou.
Vyskyt pfirodnich flavonoidll je nejcastéji zaznamenan ve formé O-glykosidii. Flavonoidy
jsou syntetizovany pouze pomoci rostlin, a proto rostlinné vyrobky piedstavuji jejich vyznamny

zdroj v lidské strave [17,18].

Obrazek 4: Zakladni struktura flavanoidu.

Flavanoly a flavonoly

Flavanoly (katechiny) jsou znamé také jako flavan-3-oly (obrazek 5) a patfi
mezi podskupinu proantokyanidind, které maji hydroxylovou skupinu navazanou na uhlikovém
kruhu v poloze 3 a nemaji kladny ndboj na atomu kysliku a dvojnou vazbu v kruhu C. Struktury
flavanolii (obrazek 5) jsou velmi podobné flavonolim (obrazek 6). Kromé toho, ze je atom
kysliku pfipojeny pomoci dvojné vazby v poloze 4 na kruhu C, tak je i samotna dvojné vazba

v kruhu C. Flavonoly maji antioxidac¢ni u¢inky a béZnym zastupcem flavonolil je kvercetin
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a kaempferol. Z flavonol glykosidl patii mezi vyznamné zastupce rutin (glykosid kvercetinu).

Vyskytuji se pfedevsim v ovoci a zeleniné [18].

OH

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

Obrazek 5: Zakladni struktura flavanolu.

| OH

@)

Pozice 5,7, 4°: OH —_— Kaempferol
Pozice 5,7, 3, 3%, 4°: OH Kvercetin

Obrazek 6: Zakladni struktura flavonolu.

Flavanony a flavony

Flavanony (obrazek 7) a flavony (obrazek 8) maji struktury podobné flavanolim
respektive flavonolim, ale 1i8i se tim, Ze hydroxylova skupina jiz neni vazéna v poloze
3 na uhlikovém kruhu. Flavony maji funkci pfirodniho inhibitoru, ktery zabraniuje vlivu
Skodlivych oxidacnich zmén v potravinach. Znamy zastupce flavanonti je naringenin,
ktery je tvofen chalkonsyntdzou. Naringenin je nejcastéjSi aglykon (latka bez cukerného
zbytku) a vyskytuje se predevSim v grapefruitu. Mezi dalSi zdstupce se fadi hesperetin,
ktery je obsaZen ptedevsim v pomeranci a eriodiktyol, jehoz hlavni vyskyt je v citronu. Obecné
nejcastéjsi vyskyt flavanont a flavoni je zaznamenéan v citrusovych plodech, rajCatech

a vybranych aromatickych rostlinach [18].
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Pozice 5,7, 4°: OH —_— Naringenin
Pozice 5, 7, 3¢, 4°: OH Eriodiktyol

Obrazek 7: Zakladni struktura flavanonu.

@)

Pozice 5,7, 4°: OH —_— Apigenin
Pozice 5,7, 3¢, 4°: OH Luteolin

Obrazek 8: Zakladni struktura flavonu.

Antokyany a antokyanidiny

Antokyany (obrazek 9) jsou jedna z hlavnich tfid flavanoida, které jsou rozpustné ve vodé
a jejichz barva se méni v zavislosti na pH (Cervend, modra a fialova zbarveni). Stabilita
antokyani muze byt ovlivnéna chemickou strukturou, pH, svétlem, teplotou skladovani,
koncentraci, pfitomnosti enzymu, flavonoidl, proteini a kovovych iontl. Antokyany
predstavuji skupinu glykosylovanych antokyanidini, kde cukernd slozka je spojena
s hydroxylem v poloze 3 antokyanidinové molekuly. V né€kterych piipadech jsou cukerné
sloZzky acylovany kyselinou 4-hydroxybenzoovou, p-kumarovou, kavovou, ferulovou,
sinapovou, octovou, Stavelovou, jablecnou nebo jantarovou. U antokyanidinti (obrazek 10) ma
atom kysliku na uhlikovém kruhu kladny néboj a dvé dvojné vazby v kruhu C. Antokyanidiny

se vyskytuji ve vSech rostlinnych tkanich vcetné ploda [19].
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Obrazek 9: Zakladni struktura antokyanu.

+
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N

/OH

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

Obrazek 10: Zakladni struktura antokyanidinu.

1.1.3 Spektrofotometrické metody pro stanoveni fenolickych latek

V oblasti chemické a biologické analyzy potravin existuje mnoho spektrofotometrickych
metod pouzivanych pro stanoveni celkového mnoZzstvi antioxidacni kapacity fenolickych latek.
Metody jsou zalozeny na rozdilném principu a mohou byt riizné¢ modifikovany [20].
Pro posouzeni obsahu fenolickych latek jsou nejcastéji vyuZivané metody s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem (FCM), metoda Price a Butlera (PBM) ametoda
s 4-aminoantipyrinem a aminofenazonem (AAPM). Pro hodnoceni antioxida¢ni kapacity
se pouzivaji metody zaloZené na eliminaci radikal(i, mezi které patii ABTS [2,2"-azinobis-(3-
ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonova kyselina)] nebo DPPH (difenyl-pikrylhydrazyl), dale metoda
zalozena na eliminaci kyslikovych radikald ORAC (Oxygen Radiacal Absorbance Capacity),
metoda zalozena naredukci Zelezitych ionti FRAP (Feric Reducing Antioxidant Power)

a mnoho dalsich [21].

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
Mezi dvé hlavni metody vyuZzivané pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
patii metoda FCM a PBM. Metoda FCM je zaloZena na oxidaci fenolii v alkalickém prostiedi

a soucasné redukci fosfowolframovo-molybdenového komplexu prostiednictvim

22



Folin-Ciocalteuova ¢inidla, kdy vznikne modry roztok. Absorbance tohoto roztoku je méfena
pfi 760 nm a je zavisla na obsahu jednotlivych latek ve vzorku.

Pii metodé¢ PBM je anion fenoldtu oxidovan na radikal fenolatu a zaroven dochazi
k redukci hexakyanozelezitanu na hexakyanoZzeleznatan, to znamena, ze se tvoii berlinska
délce 720 nm. Namétené hodnoty jsou u obou metod vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi

kyseliny gallové, ktera se pouziva jako standard [22,23].

Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Pro stanoveni antioxidacni kapacity existuji dvé hlavni metody, metoda ABTS a DPPH.
Pii prvni zminéné metod¢ se vyuzivda ABTS radikalového kationtu, jehoZz strukturu Ize vidét
na obrazku 11. Modrozeleny radikal kation ABTS™" se pfipravuje oxidaci K»S,0s nebo dalsich
iniciatorti jako je Ku[Fe(CN)s] nebo AAPH (2,2"-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid).
Po ptidavku antioxidantu dochazi k odbarveni tohoto roztoku. Jeho absorbance je méfitelna ve
viditelné oblasti v rozshahu vinovych délek 600—750 nm a mize se vyuZzit nékolika absorpénich
maxim, z nichZ nejcastéjsi je 734 nm. Relativni antioxidacni aktivita je vztazena ke koncentraci
standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). ABTS
metoda je vhodné pro méteni hydrofilnich i lipofilnich antioxidantd. Nevyhoda této metody je
mald selektivita pfireakci s donory vodikovych atomii. Difive byla metoda ABTS zaloZena
na principu aktivace metmyoglobinu s peroxidem vodiku v pfitomnosti ABTS, kde doslo
ke vzniku kation radikalu po ptidavku antioxidanti. Dnes se jiZ tohoto principu nevyuziva,
jelikoZ bylo prokazéano, ze né€které antioxidanty reaguji rychleji a pfispivaji k redukci ferryl

myoglobin radikalu [24-29].
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Obrazek 11: Struktura ABTS.

23



Princip metody DPPH je zaloZen na vzniku stabilniho volného radikdlu DPPH’,
ktery miize byt na zaklad¢ chemické struktury (obrazek 12) akceptorem atomu vodiku. DPPH
metoda poskytuje s donory vodiku selektivnéjsi reakci nez u ABTS™. Vlivem pfidavku
antioxidantu k roztoku DPPH v methanolu dochazi ke ztratam radikalu a odbarveni piivodné
modrofialového zbarveni meteného pii 515 nm. DPPH metoda je vyuzivdna ptedevSim
pro stanoveni antiradikalové aktivity ¢istych syntetickych antioxidantd nebo fenolickych latek

v potravinach [27,29-32].

NO,

NO,

Obrazek 12: Struktura radikalu DPPH.

Metoda zaloZena na eliminaci kyslikovych radikala

Principem této metody (znamé téZ jako ORAC) je vznik peroxylového radikalu
B-fykoeritrinu pomoci oxidace ¢inidla ABAP (2,2 -azobis-2-methyl-propionamidin). Radikal
se stanovi kvantitativné fluorimetricky a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit
nebo zastavit radikalovou reakci. Tato metoda je vyuzivana piedev§im pro charakterizaci

antioxidanth [33].

Metoda zaloZena na redukci Fe’* (FRAP)

Metoda FRAP je zaloZena na redukci zelezitych komplext s 2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-
triazinem) (Fe*" - TPTZ) v kyselém prostiedi na Zeleznaté komplexy (Fe** - TPTZ).
FRAP vykazuje absorpci pfi 593 nm. Jako chromogenni ligand Ize pouZzit misto TPTZ

i 1,10-fenantrolin nebo hexakyanozelezitan [34].
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1.1.4 Extrakce

Zakladem pro stanoveni jednotlivych fenolickych latek je jejich izolace z matrice vzorku,
separace, identifikace a kvantifikace [35,36]. Pro izolaci fenolickych latek s antioxida¢nimi
ucinky z materidlii rostlinného ptvodu, jako je ovoce, zelenina, obiloviny atd. se nejcastéji
vyuzivaji rizné extrakéni metody [37-39]. Extrak¢ni u¢innost mize ovlivnit mnoho faktora
jako je sloZzeni a mnozstvi rozpoustédla, doba extrakce nebo teplota [40,41].

Nejvice vyuzivanou je extrakce zkapaliny do kapaliny (LLE), ktera slouzi
jako ptredseparacni a koncentraéni metoda. Podstatou této techniky jsou rozdiln¢ fyzikalne-
chemické vlastnosti extrahovanych latek, zejména velikost jejich rozdélovaciho koeficientu.
Vyhoda této techniky je predevSim jednoduchost z hlediska provedeni a vybaveni. Naopak
mezi nevyhody patii tvorba emulzi, vysoka spotieba organickych rozpoustédel, nepouzitelnost
pro polérni latky, Casova naro¢nost a nutnost odpateni rozpoustédla [40,42].

Rozpustnost fenolickych latek zavisi na polarité¢ pouzitého rozpoustédla a stupni
polymerace fenolll. Proto neexistuje univerzalni postup, ktery by byl vhodny pro extrakci vSech
fenolli nebo specifické tfidy fenolickych latek v rostlinnych materidlech. Mezi nejcastéji
vyuzivané kombinace rozpoustédel pro extrakci fenolt se fadi methanol, ethanol, aceton, voda,
ethylacetat a v mensi mife propanol a dimethylformamid [40].

Mezi dalsi techniky patii extrakce tuhou fazi (SPE) [43-46], jejiz hlavni vyhody jsou
univerzalnost, rychlost separace, nizkd spotfeba extrak¢nich cinidel, nizkd cena, vysoky
obohacovaci faktor, jednoduchost a vysoka u¢innost. Dal$i metody extrakce flavonoida jsou
extrakce v mikrovinném poli (MAE) a extrakce podpotena ultrazvukem (UE). Vyhody téchto
technik jsou sniZeni doby extrakce a zvySeni vytézki. Nevyhoda MAE je nizka selektivita
au UE pokles obsahu extrahovanych slozek zptisobeny pravdépodobné v diisledku rozkladnych
procesti [35,47]. MAE se vyuziva predev§sim u produktd vyrobenych z ovoce.. Pro izolaci
polyfenolickych kyselin a flavonoidd je vhodna také extrakce nadkritickou tekutinou (SFE)
[48], ¢i zrychlend extrakce rozpoustédlem (PLE) [35]. SFE je technika, jejiz hlavni vyhody jsou
pouziti nizkych teplot, nizsi spotieba energie a vyssi kvalita produktu v disledku absence
rozpoustédel. SFE technika je ovSem omezena pro slouceniny s nizkou nebo stiedni polaritou.
PLE je novéj$i moderni postup pro izolaci analytti z pevnych vzorkt, ktery pouziva vysoké
tlaky a teploty nad jejich normalni bod varu. Vyhoda SFE, PLE a MAE je moznost extrakce

v nepiitomnosti svétla na které jsou fenolické latky citlivé [49,50].
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1.1.5 Hydrolyza

Hydrolyza se vyuziva pro uvolnéni vazanych fenolickych latek ze vzorku pomoci vysoce
koncentrovanych alkalickych nebo kyselych c¢inidel. Tato c¢inidla zptsobi hydrolytické
rozlozeni esterové Ci etherové vazby, kterymi jsou fenolické latky navdzany na nerozpustné
slozky matrice. Fenolické latky se uvolni z nerozpustné frakce a zaroven i z glykosidické formy.
Nevyhodou je ptfedevsim ¢asova naro¢nost hydrolyzy [51]. Po alkalické hydrolyze nasleduje
znovu okyseleni roztoku a extrakce do organickych rozpoustédel. Organicka faze je vysuSena
dusikem nebo vakuem a odparek je rozpustén v methanolu nebo jeho vodném

roztoku (v zavislosti na poc¢atecnich podminkéch gradientu) [51-53].

Kysela hydrolyza

Kyseld hydrolyza zplsobuje S$tépeni glykosidickych vazeb pomoci anorganické
kyseliny (HCI, H2SOg4). Probihd pii teploté¢ 90 °C a jeji Casovd narocnost se pohybuje
od 45 minut [54] az po 4 hodiny [55]. Kysel4d hydrolyza mé Sirokou variabilitu podminek,
ale oproti alkalické je méné Castd a ma nizsi i€innost. Diivodem je zahtivani latek v kyselém
prosttedi, které zptisobuje vyssi ztraty a degradaci fenolickych latek. Dale mohou byt u kyselé
hydrolyzy pozorovany niz$i vytézky oproti alkalické v disledku rozlozeni esterové vazby.
Béhem hydrolyzy je vhodné fenolické latky chranit proti rozkladu pfidanim antioxidantu

jako je kyselina askorbova nebo synteticky antioxidant terc-butylhydrochinon (TBHQ) [51,53].

Alkalicka hydrolyza

U alkalické hydrolyzy se esterové vazané fenolické latky uvoliiuji pouZzitim hydroxidu
sodného za laboratorni teploty po dobu 2-4 hodin [56,57]. Vzhledem k vysoké koncentraci
NaOH dochazi k degradaci néckterych fenolickych kyselin, pfedevS§im kyseliny gallové
a kavove, aproto se do reakéni smési pfidava kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
a kyselina askorbova, které tuto degradaci potlaci [58]. Nejc€astéji se vyuziva laboratorni
teploty, proto u tepelné nestabilnich latek nedochédzi k degradaci. Alkalickd hydrolyza
se nejvice vyuziva prave v piipadé€ analyzy obilovin a pseudoobilovin, kde jsou fenolické latky

vazany na bunécné stény zrna [51,52,59].
Enzymaticka

Dalsi alternativou je vyuZiti enzymatické hydrolyzy, kterd je zaloZena na enzymatickém

Stépeni stavebnich slozek bunéénych organtll, ¢imz dochdzi k lepSimu pronikani rozpoustédla
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do bunék. Probihd za mirnych podminek, atak béhem celého procesu nedochdzi k ibytku
fenolickych kyselin vlivem teploty ¢i extrémniho pH. Nejc€astéji se pouzivaji enzymy amylazy
a celulazy, které $tépi vazby mezi fenolickymi latkami a glykosidy, ale je moznost pouzit i jiné
alternativy jako jsou hemicelulazy ¢i pektindzy [60]. Za urc¢itych podminek 1ze kombinovat
enzymatickou hydrolyzu s kyselou ¢i zasaditou hydrolyzou, ale je nutnéd uprava pH vzorku [61].
Dutivodem je, Ze enzymy funguji pouze v mirné kyselém prostiedi, zatimco u kyselé ¢i alkalické
hydrolyzy probiha reakce v koncentrovanych kyselinach nebo zésadéach. U obilovin je vhodné
pouzit pfedevSim a-amyldzu a celulazu, protoze jejich bunky jsou tvofeny prevazné skrobem
a celulozou. Enzymatickd hydrolyza byva vyuzivana ptedevsim pfi stanoveni fenolickych latek

v je¢meni nebo ryzi [62,63].

1.1.6 Kapalinova chromatografie

Jednou z nejrozsifenéjSich metod pro stanoveni fenolickych latek v potravinach
je kapalinova chromatografie. NejbéZnéjsi variantou je HPLC v systémech s obracenymi
fazemi, kde se jako mobilni fize vyuziva vodna slozka a méné polarni organické rozpoustédlo
(naptiklad acetonitril nebo methanol). Do vodné faze se obvykle pfidavéji kyseliny nebo pufry
(naptiklad kyselina mravenci, octovd nebo fosfore¢nd), a to z diivodu snizeni hodnoty pH
mobilni faze, coz je nezbytné k separaci fenolickych kyselin [35,36]. Jako stacionarni faze
se pouziva nepolarni oktadecylsilikagelova (C18) a oktylové (C8) kolona nebo dalsi nepolarni
stacionarni faze [35,36,64,65]. Vyhodou u RP-HPLC je moZnost pouziti monolitickych kolon,
jejichz hlavnimi pfednostmi jsou vynikajici hydrodynamické vlastnosti umoziujici zvySeni
pritoku mobilni faze [35]. Zpravidla se vyuziva gradientové eluce [35,36,65-69] s rliznymi
druhy mobilnich fazi, ovSem vZdy se jednd o binérni systémy [35,65,67]

K detekci se vyuziva predev§im spektrofotometricky detektor [36,64,66,68,70-72],
a/nebo hmotnostni spektrometr (MS). Spojeni kapalinové chromatografie standemovou
hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS) je diky vysoké citlivosti, selektivité a specifi¢nosti
jedna z nejslibnéjsich metod pro analyzu fenolickych latek v riiznych biologickych matricich
[73,74]. VyuZiva se hlavné pro analyzu komplexnich flavonoidl a jejich glykosilovanych
derivati a acylovanych konjugatti. Nejvétsi rozvoj zaznamenala HPLC-MS po zavedeni
ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku, jako je napiiklad ionizace
elektrosprejem (ESI), chemick4 ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI). Z hlediska analyzy fenolickych latek jsou nejvyznamné;si ESI
a APCI [75-77].
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Jako analyzator se ke stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC-MS nejcastéji vyuziva
trojity kvadrupol (QqQ) v MRM (multiple reaction monitoring) skenovacim modu. Tato
kombinace poskytuje vysokou selektivitu a citlivost a Ize s jeji pomoci kvantifikovat vice
nez sto analytd béhem jedné analyzy. Nevyhoda je velkd casovd narocnost z divodu
optimalizace parametrii vybranych latek a nelze ji pouzit pro screening necilenych sloucenin
[78-80]. Pro necilenou analyzu neznadmych latek se vyuziva analyzatori s vysokym rozliSenim
jako je analyzator doby letu (TOF) [81,82]. Protoze vSechny analyzatory neumoziuji MS/MS
experimenty jsou casto kombinovany [83]. Pro necilenou analyzu je cCastda kombinace
kvadrupélu s TOF analyzatorem (QqTOF) nebo Orbitrapu s linearni iontovou pasti (LTQ-
orbitrap) ¢i kvadrupdlem. Vyhoda téchto hybridnich analyzatora je vysoka citlivost, rozliSeni
a presnost urceni hmoty [81].

Z hlediska ochrany Zzivotniho prostiedi je dnes hlavnim cilem rozvoj tvz. ,,zelené*
chemie, jejiz princip je zaloZzen na snizovani spotfeby rozpoustédel, zmenseni vnitinich
pramérd  kolon, velikosti castic a celkovda miniaturizace. Acetonitril a methanol
jsou nahrazovany mén¢ Skodlivymi alternativami. Dal§im cilem je urychleni separace, ¢ehoz
muze byt dosaZeno zvySenim teploty nebo pouzitim kolon plnénych stacionarni fazi o velikosti

¢astic mens$ich nez 2um (UHPLC) [75,76].
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1.2 MED

1.2.1 Zakladni charakteristika a sloZeni medu

Med je sladka, viskozni kapalina, ktera je tvofena véelami medonosnymi (4pis mellifera).
Sklada se z ptiblizn¢ 180 druhi rtiznych sloucenin [84]. Piesné slozeni medu je variabilni
v zé&vislosti na botanickém a geografickém ptvodu rostlin, které véely opyluji. Déle slozeni
medu ovliviluje i jeho zpracovani [85]. Botanické faktory zahrnuji predevsim vliv chemického
oSetieni a typ rostlin. Geografické faktory klima, misto a obdobi sbéru a okolni podminky [86].

Majoritnimi slozkami medu jsou fruktéza a glukéza, jeZ dohromady tvoii 65-80 %
celkovych cukri. Kromé téchto dvou monosacharidii obsahuje kolem 25 oligosacharida.
Mezi nutricné relevantni patii pandza, 1-kestdza, 6-kestoza a palatindza [87,88]. Cukry v medu
slouzi jako zdroj energie a pfispivaji k nékterym fyzikdlnim vlastnostem, jako je viskozita,
hygroskopi¢nost a granulace [89,90]. Mezi jedny z nejvyznamnéjSich minoritnich slozek medu
patii enzymy. Konkrétné se jednad o tfi hlavni enzymy, do nichZz patii diastaza (amylaza),
ktera rozklada skrob nebo glykogen na mensi cukerné jednotky. Déle invertaza (sachardza,
glukosidéza), rozkladajici sachardzu na fruktoézu a glukézu a glukézooxidéaza, kterd z glukozy
produkuje peroxid vodiku a kyselinu glukonovou. Vzhledem k tomu, Ze sliny poskytuji
dostateéné vysokou aktivitu amylazy a glukdézooxidazy, ma med minimalni vliv na traveni
cukru. Mezi dal$i komponenty medu patii aminokyseliny (prolin), organické kyseliny (kyselina
glukonova, kyselina octova atd.), bilkoviny, vitaminy (B1-Bs, C), t€kavé slouCeniny, pigmenty,

fenolické latky a mineralni latky (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Zn) [89].

1.2.2 Vlastnosti a vyuziti medu

Med zabranuje oxidaénim reakcim v potravinach, a proto plsobi jako pfirodni
antioxidant. Antioxidac¢ni aktivitu medu zpusobuje obsah polyfenold, které maji i zdravi
prospésné vlastnosti. Mezi nejvyznamnéjsi patii fenolické kyseliny (napft. kyselina ferulova,
kavova, chlorogenovd, vanilovd, kumarova, benzoova a skoficovd) a flavonoidy (napf.
kvercetin, apigenin, luteolin, pinocembrin, hesperetin, chrysin, myricetin, kaempferol,
pinobanksin a galangin) [70]. Zastoupeni jednotlivych polyfenoli ovliviiuje antioxidacni
vlastnosti medi. Barva medu zavisi na pavodu (zdroji rostlin ¢i stromt, ze kterych med

pochazi), teploté a dobé skladovani. Tmavsi medy maji v porovnani se svétlejSimi Casto vyssi
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obsah fenolickych latek, a tedy i1 antioxida¢ni aktivitu [91-95]. Med ovliviiuje i oxidacni reakce

v potravinach (oxidace lipidii v mase nebo enzymatické hnédnuti ovoce a zeleniny) [96,97].

1.2.3 Klasifikace medu

Medy lze klasifikovat podle pivodu, zplisobu zisku nebo naptiklad obchodni upravy.
Pivodem jsou mysleny typy kvétin, ze kterych vcely sbiraji nektar a pyl pro vyrobu medu.
Jedna se naptiklad o med kvétovy, lesni, horsky, akatovy, citrusovy, manukovy, tupelovy
kapradinovy ¢i smetanovy. Ztohoto divodu maji medy rozdilné slozeni a fyzikalni
a organoleptické vlastnosti. Klasifikace podle pivodu poskytuje spotiebitelim informace
o regionu a rostlinach, které ovliviiuji vlastnosti medu. Klasifikace dle zplisobu jakym je med
ziskan rozdéluje medy na kvétovy, lesni, horsky, 1é€ivy, propolisovy med a vceli pyl.
Vseobecné se ovSem pouzivaji dva zdkladni typy medu, a to med kvétovy (nektarovy)
a medovicovy (lesni). Medovicovy med je ziskdn ze sekreti hmyzu sajicich nektar z rostlin
a jeho tmavsi barva je zptisobena rostlinnymi barvivy, kterd se nachazi v mize dfevin [98-101].
Kvétovy med je tvofen znektaru rostlin av porovnani s medovicovym medem je
charakterizovan svétlejsi barvou, méné vyraznéjsi chuti, vyssi antioxida¢ni aktivitou a vys$Sim
obsahem monosacharidi a jednoduchych cukri, které zpusobuji jeho snazsSi krystalizaci

a stravitelnost [98,99].

1.2.4 Vyroba medu

V nékterych piipadech je pfed dodanim na trh surovy med podroben procesu
industrializace z divodu pozadavkl spotfebiteli na tekuty, nekrystalicky produkt.
Mezi vyznamné faktory, které krystalizaci ovliviluji, patii teplota, geograficky a botanicky
puvod a obsah vody a cukrti. Primyslova vyroba medu se sklada ze dvou fazi tepelné upravy.
Prvni faze zkapalnéni poskytuje lepS§i manipulaci s produktem (cca 55 °C). Druhou fazi
je pasterizace (cca 80 °C), ktera je vyznamnd z hlediska eliminace kvasinek ovliviiujici
nezadouci fermentaci béhem skladovani produktu. Divodem je rozpusténi krystalizacnich
jader, které¢ ovliviiuji tuhnuti medu (med zlstane v kapalné formé delsi ¢as) [68,102-107].
Tepelné zpracovani medu vSak neni doporucovano z diivodu ovlivnéni obsahu biologicky
aktivnich latek, zejména enzymi, t€kavych sloucenin a cukri. Proto ve vétsiné piipadii veelari

med tepelné neupravuji [108-110].
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1.2.5 Kbvalita a autenticita medu

Mezi hlavni parametry kvality a ceny medu patii zejména organoleptické vlastnosti.
Casové naroéna a komplikovana vyroba vsak zvysuji jeho cenu, a proto byva Gasto falsovan
[68,111]. V piipadé medu se nejcastéji jednd o pfimé nebo sekundarni ptidavky levnéjsich
sladidel. FalSovani medl se ovSem neomezuje jen na piimé piidavani cukrti do pfirodniho
medu, ale dochazi i k nepfimému krmeni vcelstev koncentrovanymi roztoky cukrii a posledni
variantou je michani draz§iho medu s levnéjSim. Jako nahrazky se u pfimého falSovani
pouzivaji Skrobové sirupy a invertni sirupy. V pifipadé¢ nepiimého falSovani se vcelstva
pfikrmuji kukufiénym sirupem s vysokym obsahem fruktézy a sacharézovym sirupem
[64,69,89]. Official Journal of the European Communities (2001) pouziva ke sledovani
falSovani medu fadu parametrii jako je napiiklad koncentrace fruktézy a glukézy (kvétovy
med > 60 % (w/w), medovicovy > 45 % (w/w)), koncentrace sacharézy (< 5 % (w/w)),
vlhkost (< 20 % (w/w)) a elektrickd vodivost (kvétovy med < 0,8 mS/cm, medovicovy
a kastanovy med > 0,8 mS/cm). [89]

Mezi dilezité parametry kvality medu se rovnéz fadi obsah 5-hydroxymethylfurfuralu
(HMF) a fenolickych latek v medoviné. HMF (obrazek 13) je cyklicky aldehyd, ktery vznika
degradaci cukrt, coz zptisobuje snizeni nutri¢ni hodnoty vyrobku. Tato sloucenina je tvofena
dehydrataci hexos v kyselém prostiedi a jeji vznik zéroven souvisi s tepelnou upravou medu
nebo medového zakvasu. SlouZi jako indikator ptehrati medu ¢i skladovani ve Spatnych

podminkach a jeho vyskyt v medu ma vyrazny vliv na jeho barvu, chut’ a vuni. [68,102,103].

0
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Obrazek 13: Zakladni struktura HMF.

Aplikace HMF ve formé indexu kvality je zaloZena na faktu, Ze neni pfitomen v Cerstvém
medu a jeho findlni koncentrace v medu je pouze dusledek skladovani nebo zahiivani.
To je vyznamné zejména pro polyflordlni medy, jelikoz maji v  porovnani
s t€émi monofloralnimi velmi odlisné chemické sloZzeni. Koncentrace HMF v medu by neméla
byt vyssi nez 40 mg/kg a u tropického medu 80 mg/kg. Vyssi koncentrace HMF v medu
indikuje jeho pfehtati, nevhodné skladovaci podminky, dlouhodobé skladovéni, nebo Ze je med

star§iho ptvodu [68,102,103,112].
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1.3 MEDOVINA

1.3.1 Zakladni charakteristika a klasifikace medovin

Medovina je tradi¢ni alkoholicky napoj, jehoz ptivod je zndm jiz od starovéku. Obsahuje
od 8-18 % ethanolu (v/v). Zakladni slozeni je fermentovanad smés medu a vody, ale lze najit
mnoho variant s pfimési ovocnych $t'av a kofeni. Vzhledem ke skute¢nosti, ze jeji zaklad tvofi
med, mé velmi podobné chemické slozeni a vlastnosti [113-117].

Zahrani¢ni literatura [118] klasifikuje medoviny na vice druh. Mezi nejvyznamnéjsi
patii ,,metheglin®, ktery je charakterizovan sladkou chuti a pfimési koteni (muskatovy ofisek,
zazvor, vanilka a skofice) nebo bylinek. Pfimési kofeni vyrazné ovliviiuji chut’ medoviny
aupozadi samotny med, piesto v Ceské republice prevazuje vyroba pravé tohoto druhu
medovin. DalS§im druhem medoviny je ,,melomela®, kde je voda nahrazena ovocnou §tavou.
Vyhoda této varianty je pfedev§im v niz§i vyrobni cené, protoze ovocna St'ava je cenové
dostupnéjsi v porovnani s medem. Existuji i specialni druhy melomely, naptiklad ,,Pyment®,
kde je voda nahrazena hroznovym mostem. Kromé ovocnych §t'av jsou vyuzivany i ovocné
dzusy. Nejzndméjsi variantou je ,,Cyser”, coz je fermentovand smés medového roztoku
a jable¢ného dzusu [113-117]. Mezi specialni druhy lze zatadit ,,bochet®, ktery je pfipravovan
ze zkaramelizovaného medu a ,sack mead“, kde se vyuziva vy$§iho obsahu medu
a nefermentovanych cukrii a medovina je charakterizovana vyraznou sladkou chuti. Obdobné

jako dalsi napoje 1ze medoviny délit také na perlivé, neperlivé a Sumivé [118,119].

1.3.2 Vyroba medovin

Tradicni  zptisob produkce medovin je slozen 2z nékolika zikladnich
krokti (viz obrazek 14). Nejprve je smichanim vody (pfipadné ovocné §tavy) a medu piipraven
medovy zdkvas s ndslednou Upravou pH. Kvalita a vlastnosti findlniho zékvasu zavisi
na mnozstvi mikroorganismt [120], coz je ovlivnéno nejen typem medu, ale i podilem
vody [67,113,121,122]. Zfed’ ovaci faktor medu z&visi na tom, jakého finalniho produktu (druhu
medoviny) je potieba docilit [123]. Kromé medu a vody Ize pfidat pfed nebo po fermentaci
1 dalsi aditiva (ovocné S$t'avy, pyl, kyselinu citronovou atd.) Tyto ptisady ovliviiuji zejména
rychlost a cenu fermentace, mnozstvi alkoholu a finalni vlastnosti medoviny [113,124].

Pti kvaseni dochézi k pfeméné glukdzy a fruktdzy na ethanol a oxid uhlicity. Po pfipravé

zakvasu dojde ve vétSin€ piipadi k pasterizaci a naoCkovani pomoci kvasinek. Vybér kvasinek
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ovlivituje mnoZzstvi alkoholu a celkovou kvalitu (chut’ a aroma) medoviny. Nejbéznéjsi je kmen
Saccharomyces cerevisiae [125] a D47 ICV [115,126].

Dalsim krokem je postupnd fermentace a dokvasovani. Fermentace je stabilnéjsi
pii nizSich hodnotach teploty (15 °C), kdy dochézi k lepSimu pfechodu aromatickych a vonnych
latek do findlni medoviny. Zatimco vyssi teplota (nad 25 °C) zpisobuje i vysSi rychlost
kvasného procesu [113,114,127,128]. Cely proces fermentace a maturace medoviny (posledni
krok ve fermentacnim procesu) miize trvat od nékolika tydnii az po né€kolik mésicti piipadné
let. Vyznamnymi faktory ovliviiujicimi fermentaci medovin jsou dostatek zakladnich zivin,
hodnota pH a michani béhem kvaseni. Casto dochdzi i ke vzniku bakterialni sekundarni
fermentace nebo refermentace, které jsou divodem nezédouciho aroma (ethylacetat, oktanova
a hexanova kyselina). Nezaddouci aroma mohou zpiisobit 1 kvasinky, které zlistdvaji v medoving
v disledku nespravné filtrace [116,120,129]. Vysledny produkt se ndsledné odstiedi za ucelem

eliminace nezadouciho materialu [113,115].

. | Voda
= _ | Med
\ 4 / Kyselina vinna
Med | Ziviny

y I Fasterizace

5 Saccharomyces
|
..1. ' P Oenologicka analyza

l MEDOVINA
j- —-— \ — 1
Q - - -
Fermentace Centrifugace

Obrazek 14: Zakladni schéma moderni vyroby medoviny [113].

Celkovou kvalitu medovin ovliviiuje typ medu, piidané latky, kvasinkova mikroflora, zahtivani
afedéni medu a fermenta¢ni a maturacni proces [130-132]. Pro vyrobu medovin je nejvhodnéjsi

medovicovy (tmavy) med, ktery mé vyssi hodnotu pH a obsahuje vyssi koncentraci mineralnich
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latek, z ¢ehoz vyplyva i mensi riziko interferenci pfi fermentaci [113,114,127,128]. Z hlediska
kvality je pro spotiebitele medovin dulezité zajisténi rovnocennych podminek na hospodarském
trhu [132]. Nedostatecné legislativni oSetfeni vyroby medovin zvysuje moznost pro falSovani
tohoto produktu, proto je velmi dllezitd optimalizace parametrt pro stanoveni kvality medovin.
Vyhléaskou ¢. 335/1997 Sb ministerstva zemé&d¢€lstvi bylo stanoveno pouze pouziti nejméné
280 g medu na 1 litr medoviny [132-134]. Jako indikator kvality medoviny by mohl slouzit jiz
zminovany HMF, ktery vznika tepelnym zahiivanim medu ¢i obsah fenolickych latek, které
se v medoviné nachazi, pokud byl kjeji vyrobé pouzit kvalitni med. Kromé celkového
fenolického profilu je pro klasifikaci medovin dalezity i obsah jednotlivych fenolickych latek.
Naptiklad vysokd koncentrace vanilinu souc¢asné s nizkou koncentraci ostatnich fenolickych
latek, muze indikovat falsifikaci produktu. V pfipadé¢ dostatecného mnozstvi dalSich
fenolickych latek se mlize jednat pouze o ptidatnou latku slouzici k dochuceni medoviny [120].
Medoviny Ize tedy klasifikovat dle zplsobu piipravy na vafené a nevafené. U vaienych
medovin se medovy roztok prenese do dvou tfetin vysky nadoby a mirné se vaii. Béhem varu
je sbirdna péna, ktera obsahuje vyplavené necistoty. Pomoci tohoto procesu dojde k eliminaci
bilkovin a nezadouciho zakaleni. Celkova délka procesu je individualni v zavislosti na tom,
kdy prestane vznikat péna. Produkce nevafenych medovin probiha smisenim panenského
medu, vody a kvasinek. Aby nedoslo k tepelné degradaci vyznamnych latek v medu, probiha
toto smiseni za chladu nebo mirn€ zvysené teploty. Béhem vyroby jsou vyuZzivany medy
vyssich organoleptickych kvalit, kde nedochédzi ke zmén¢ zadnych jakostnich parametri medu,

které by byly za zvySené teploty znehodnoceny [119].
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1.4 PSEUDOOBILOVINY

Pseudoobiloviny jsou fazeny mezi dvoudélozné rostliny. Néazev pseudoobiloviny
se pouziva diky podobnym rystim se semeny pseudoobilovin a zrny obilovin. Maji obdobné
vlastnosti, zpiisob péstovani, zpracovani, vzhled i vyuziti jako klasické obiloviny. Mezi
nejvyznamnéjSi  zastupce pseudoobilovin patii pohanka (Fagopyrum spp.), amarant
(Amaranthus spp.), quinoa (Chenopodium quinoa) a chia (Salvia hispanica) [135-137].
Z hlediska nutri¢niho porovnani s klasickymi obilovinami obsahuji vice bilkovin, mineralnich
latek (fosfor, hoic¢ik, draslik) a vldkniny, proto jsou vyznamné i z hlediska prevence
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny, obezity, cukrovky, arterosklérozy nebo vysokého
krevniho tlaku [ 137-140]. Mezi jejich hlavni vyhody se fadi absence lepku, coz je smés bilkovin
obsazena v zrnech, a proto jsou vhodné piedevsim pro celiaky a stavaji se modernim trendem
v oblasti zdravé vyzivy [137-143]. Tento nedostatek lepku v pseudoobilovinich ovSem
znesnadnuje jejich zpracovani nebo vyzaduje alespoil nékteré specifické tpravy [144].

V budoucnu by znutricniho hlediska mohly byt pseudoobiloviny vyznamnou
alternativou a potencidlnim ptinosem predevs§im v zemich, kde chybi dostatek zdroju bilkovin.
Ze socialné-ekonomického hlediska maji vyznam i pro zemé, kde je produkce potravin
omezena. S ohledem na Zivotni prostfedi mohou pseudoobiloviny také zlepSit a zvysit

rozmanitost prirodnich zdroji [137-144].

1.4.1 Pohanka

Pohanka (Fagopyrum esculentum) patti mezi jednoleté rostliny a je fazena do celedi
rdesnovitych (Polygonaceae) [145]. Celed rdesnovité obsahuje 50 rodd a 1 120 druhd, velka
¢ast z nich jsou ovSem plané formy. V potravindiském primyslu je vyznamny rod Rheum
a Fagopyrum. Rod Fagopyrum zahrnuje pfiblizné 15 druhil, z nichZ jsou nejzndmné;si dva,
mezi které patii pohanka obecnd (Fagopyrum eculentum Moench) a pohanka tatarska
(Fagopyrum tataricum). Rozdil mezi nimi je pfedev§im v chuti. Pohanka obecna je oznaovana
za sladkou a pohanka tatarskd je pro svoji vysokou koncentraci flavonoidii oznacovana
za pohanku hotkou. Pohanka tatarskd obsahuje vyssi koncentraci rutinu a vitaminu B, dale
obsahuje kvercetin a kvercitrin. Jeji hotkost zpiisobuje tanin, ktery se v klasické pohance
nevyskytuje. Mezi dal§i typy urcené ke konzumaci fadime pohanku setou (Fagopyrum
esculentum) a pohanku vytrvalou (Fagopyrum cymosum Meissn) [146,147].

Pohanka je cizosprasnd a hmyzosnubna rostlina, jejiz vyska se pohybuje v rozmezi

0,7-1,5 m [148]. M4 slaby kiilovy a minimalné vétveny koien a pfimou, ryhovanou a dutou
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lodyhu. Vyznacuje se Cervenou barvou v zavislosti na koncentraci antokyanii. Listy pohanky
jsou na stonku rozlozeny stfidavé. Tvar hornich listd je Sipovity, kdezto tvar spodnich
je fapikaty. Kvétenstvi je tvofeno 7-9 listy a jejich pocet je rtizny v zavislosti na odrad¢. Kvéty
jsou malé a oboupohlavné s rizovym, bilym nebo Cervenym odstinem barvy. Velikost zrn
pohanky se pohybuje v rozmezi 4-9 mm. Zrna maji tvar trojuhelniku a jejich povrch tvofi
tmava, suché a tvrda nazka [138,148-151]. Pohanka se vyuziva ptfedevs§im v podob¢ potraviny
(mouka, pohankovy med), 1éCivych piisad ve farmacii, hnojiva, krmiva nebo plnidla do polstaia
(slupky) [135,148,149].

Chemické slozeni pohanky je ovlivnéno druhem, zplisobem zpracovani a okolnimi
podminkami. Trojbokou nazku tvoii sacharidy, bilkoviny, aminokyseliny, tuk, vlaknina, a dalsi.
NejvyznamnéjS$im sacharidem je Skrob, jehoZ obsah je 55-70 % v zavislosti na jednotlivych
odridach. Je zodpovédny za konzistenci a chut’ finalnich pohankovych potravin [152,153].
Obsah bilkovin v pohance se pohybuje kolem 12 % a tvoii jej albuminy, globuliny a gluteliny.
Vzhledem ktomu ze neobsahuje prolaminy, je pohanka fazena mezi bezlepkovou
stravu [154,155]. Déle je pohanka tvofena celkem 18 riiznymi aminokyselinami, z nichZz
jenejvyznamnégj$i lysin, jehoz obsah je mnohem vys§i v porovnani s ostatnimi
obilovinami [148,156,157]. Samotna pohanka je také vyznamnym zdrojem vitamint (B, C, E
a cholin) [153,158] a minerali (K, Mg, P, Fe, Ca, Cu, Zn, Se, Ba, B, I a Co). Dale pohanka
obsahuje i vyznamné mnozstvi fenolickych latek, které jsou u konvenénich obilovin vazané
na buné€nou sténu, zatimco v pohance se vyskytuji v celém zrnu. Mezi nejvyznamnéjsi
flavonoidy patfi: rutin, kvercetin, orientin, vitexin a isoorientin, z fenolickych kyselin je
nejvyznamnéjsi kyselina p-hydroxybenzoova, kavova a ferulova [137,153]. Nejvice
zastoupenou fenolickou latkou v pohance je rutin, jehoZ obsah je v porovnani s ostatnimi
obilovinami mnohonasobnég vyssi. Obsah rutinu je ovlivnén okolnimi podminkami a odridou
(pohanka tatarskd ma prokazatelné vyssi obsah nez pohanka obecnd, a proto ma hotkou chut’).
Z toho vyplyva, ze ristové faktory a konkrétni druh obiloviny vyznamné piispiva k obsahu

fenolickych latek a z toho vyplyvajici antioxidacni aktivité [148,152,156].

1.4.2 Amarant

Zakladni charakteristika a klasifikace
Amarant (laskavec) je fazen do rodu Amaranthus, celed Amaranthaceae
(laskavcovité). Z hlediska taxonomie je tento rod rozdélen do dvou sekcei Blitopsis (trojclenné
kvéty) a Amaranthus (péticlenné kvéty). Je znamo okolo 75 druhti, ale pro potravinarsky

primysl jsou nejvyznamnéjsi tii: Amaranthus cruentus, Amaranthus cauatus a Amaranthus
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hypochondriacus. Ostatni druhy se vyuzivaji jako okrasné. Nejvyznamnéjsi rozpoznavaci
faktory jsou hustota kvétenstvi a tvar okvétnich listkd [137,148]. Kvéty amarantu
jsou jednopohlavni a listy jsou zelené a fapikaté. Plodem je tobolka, ktera je tvofena bilozlutymi
semeny ve tvaru Cocky o velikosti 0,8-1,5 mm. V porovnani s klasickymi obilovinami
je amarantové zrno mensi (0,9 - 1,7 mm). Hmotnost je kolem 0,6-1,0 g na 1000 semen. Semeno
je obdobné jako u pohanky slozeno z embrya, endospermu a perispermu [ 148,158].

Chemické slozeni amarantu zavisi na nckolika faktorech (druh, okolni podminky,
technologické zpracovani). Amarant je vyznamny zejména pro své nutricni hodnoty, obsahuje
bilkoviny, aminokyseliny, fenolické latky, vldkninu, lipidy, vitaminy, prekurzory vitamint
a mineralni latky. Obsah bilkovin v amarantu se pohybuje kolem 14 % v zéavislosti na druhu
rostliny, klimatickych a piidnich podminkadch a zplsobu hnojeni [159-161]. Bilkovinny
komplex se sklada z albuminti, globulind, prolaminti a glutelint [159,162]. Z divodu nizkého
obsahu prolamint je stejné jako pohanka vhodny i pro celiaky [152,163,164]. Nejvyznamnéjsi
aminokyselinou obsazenou vamarantu je lysin, jehoz obsah se pohybuje
okolo 61-80 % [149,165]. Hlavnim sacharidem obsaZzenym v amarantovém zrnu je sachar6za
(dvojnasobny obsah, nez u konvencnich obilovin jako je pSenice) [166-168]. Mezi dalsi
sacharidy patfi inositol, maltéza, rafindza a stachyoza [159,161]. Vyznamny je i obsah skrobu
(65-75 %). Zrna amarantu jsou dale dulezitym zdrojem mineralnich latek, jako jsou mangan,
nikl, chrom, zinek, méd’ a selen. Pfedev§im obsah Zeleza v amarantu je n€kolikrat vyssi nez
v tradi¢nich obilovinach [169,170]. Amarant je i vyznamnym zdrojem lipida, které jsou
obsazené piedevsim v kli¢cich amarantového zrna, z nich vétSinu tvoii nenasycené mastné
kyseliny (kyselina linolovd) a menSi ¢ast nasycené mastné kyseliny (kyselina olejova
a palmitovd) [135,165,171-173]. V amarantovém zrnu jsou dale i flavonoidy a fenolické
kyseliny, jejichZ nejvyssi koncentraci nalezneme ve vnéjSich vrstvach zrna. Déle obsahuje
pfedevS§im volné fenolické kyseliny, ale v celé rostliné je vy$s$i obsah vazanych kyselin
napiiklad 4-O-glykosid kyseliny ferulové. Mezi zastupce volnych kyselin se fadi kyselina
gallové, vanilova, 4-hydroxybenzoova, p-kumarova, kavova a ferulova, které slouzi jako
prevence proti Skiildcim (hmyz a mikroorganismy). Naopak v listech a stoncich amarantu je
nejvyssi obsah flavonoidi a jejich derivatl (rutin, vitexin, isovitexin, kvercetin, isokvercitrin
nebo nikotiflorin) [139,142,167,171]. Ve srovnani s konven¢nimi obilovinami je obsah

flavonoidii v amarantu vyssi [143,153,174,175].
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1.5 STANOVENI FENOLICKYCH LATEK V PRIRODNICH
MATRICICH

1.5.1 Uprava a extrakce vzorku

Z diavodu degradace analyzovanych fenolickych latek je uprava vzorku pted vlastni

oy ee

loupana zrna [139,141,176-180], listy [178,181-185] nebo klicky [139,141,176,186]. Zrna jsou
upravena technologickym procesem (suseni, lyofilizace nebo zmrazeni) [187]. Z hlediska
zachovani vSech nutricnich vlastnosti a vzhledu zrna je nejvyznamnéjsi lyofilizace.
Po rozemleti zrn na mouku [188] nasleduje homogenizace pomoci sita o priméru c¢astic
0,3-0,85 mm [181,189]. V ptipad¢ nutnosti eliminace lipofilnich slou¢enin je nezbytné extrakce
n-hexanem [177,178,180,183].
Pro vzorky medu a medovin je pfed vlastni analyzou nutné odstranit ze vzorku cukry
a ptipadné zakoncentrovat fenolické latky [35,190]. Zakoncentrovani je provedeno nejcastéji
pomoci LLE extrakce (systém kapalina-kapalina), kde se vyuzivaji vodné roztoky rozpoustédel
ethanolu [35,176-178,180], MeOH (methanolu) [141,176-179,181-184,191], acetonu
[176,183], diethyletheru [185] nebo ethylacetatu [182]. ZvySeni extrakéni Uc¢innosti lze
dosadhnout pomoci slabé organické kyseliny [176,184] nebo silné ziedéné kyseliny [176,183].
Pevna a kapalna ¢ast vzorku pseudoobilovin je rozd€lena pomoci centrifugy [176, 179,180].
Mezi dalS$i obohacovaci metody patfi SPE extrakce (systém kapalina-pevna latka), kde
se vyuziva extrak¢nich patronek s variabilnimi sorbenty. Mezi nejzndméjsi sorbenty patii
Amberlite XAD [36], Bond Elut C18 nebo Dowex S0WXS8 [46]. Smés vzorku s vodou (cca 1:5)
je po okyseleni zfiltrovana a aplikovéana do patronky, ktera zachyti ptiblizné 95 % fenolickych
latek a ostatni slouCeniny z matrice (cukry, jiné polarni latky) pouze projdou patronkou bez
vyznamnych interakci. Naslednym promyvacim krokem (voda s ptidavkem HCI) se odstrani
stopy matrice a cilové fenolické latky jsou eluuovany organickym rozpoustédlem. Nasleduje
suSeni dusikem [180] nebo suseni za snizeného tlaku a teploty 40 °C [33] az 45 °C [153,181].
Extrakty jsou zpravidla uskladnény bez ptistupu svétla pii teploté 4-5 °C [191]. Mezi dalsi
obohacovaci metody patii mikrovinna extrakce (MAE), extrakce ultrazvukem (UE) a extrakce
nadkritickou tekutinou (SFE) [35,47].
V ptipad¢ analyzy vazanych fenolickych latek je nezbytna alkalickd [180,191,192]
nebo kyseld hydrolyza [193] z davodu pferuSeni vazeb fenolickych latek na bunécnou sténu

obiloviny nebo pseudoobiloviny. Lze vyuzit jedné hydrolyzy nebo i jejich kombinace.
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Alkalicka hydrolyza probiha pii laboratorni teploté v pfitomnosti rizné¢ koncentrovaného
latek, se piidava kyselina askorbova a EDTA [191]. Dokonalého promiseni jednotlivych
komponent se dosahuje laboratorni tfepackou nebo magnetickym michadlem
[180,181,191,193]. Kyselad hydrolyza probiha na rozdil od alkalické za vysoké teploty (napf.
85 °C). Vazané fenolické latky jsou zde uvolnény pomoci kyseliny chlorovodikové [191,194].
Oproti alkalické je kysela hydrolyza ¢asové méne naroéna. Cas reakce je od 30 minut [191,194]
do 1 hodiny [191]. Po alkalické i1 kysel¢ hydrolyze je nezbytnd extrakce pomoci ethylacetatu
[180] nebo diethyletheru [191]. Finalni produkt je z diivodu eliminace rozpoustédla nakonec
susen pod tekutym dusikem [180] nebo argonem [193]. Odparky se az do doby finalni analyzy
uchovéavaji piti teploté -20 °C [141,176,180,182].

1.5.2 Kvalitativni a kvantitativni analyza fenolickych latek

Pro analyzu fenolickych latek se obvykle pouziva vysokouclinnd kapalinova
chromatografie v systémech s obricenymi fazemi [35,46,64,194-199] a silikagelovymi
kolonami s chemicky vazanymi C18 [194-199] nebo C8 [65] fazemi. Analyza fenolickych latek
v prirodnich matricich probiha zpravidla pomoci gradientové eluce [35,36,46,65,67] s mobilni
fazi, ktera se sklada z vody a organického rozpoustédla [35,46,65] nejCastéji acetonitrilu
[141,171,175,178,179,183,184,194,196,199-201] nebo methanolu [64,68,69,133,200,202].
Pro potlaceni ionizace analytl [203] je vodna ¢ast mobilni faze okyselena prostiednictvim
kyseliny mravenci [46,194,196,204], octové [141,183,184,196,202,204], fosforecné [179,199],
trifluoroctové [175,178,200] nebo octanu amonného [67]. Detekénim systémem pro stanoveni
fenolickych latek v pfirodnich matricich je zpravidla hmotnostni spektrometr (MS) [197,205]
nebo spektrofotometricky detektor, dale lze wvyuZit nuklearni magnetické rezonance
(NMR) [195,197,202,205,206]. Krom¢ jednotlivych detektori se casto vyuziva jejich
kombinace napiiklad spektrofotometricky detektor s hmotnostnim spektrometrem [196,197].
Pro kvantifikaci fenolickych latek se v poslednich letech stale vice vyuziva spojeni HPLC-MS
[183,184], nejCastéji s ionizacni technikou ESI [35,65,183,184,196,201,207] a QqQ jako
analyzatorem [194,201] nebo lze vyuzit analyzator doby letu (TOF) [208]. Rychlejsi separace
1ze dosahnout pouzitim kolon s velikosti ¢astic mensi nez 2 um (UHPLC), kdy s klesajici
velikosti ¢astic, vzristd 1 G¢innost separace a tlak. Mezi hlavni vyhody UHPLC patii kromé
rychlosti separace 1 snizeni ndkladl, zvySeni separani UCinnosti a citlivosti a vice
kvalitativnich informaci [209]. Dalsi komplementarni technikou k HPLC-MS je CE-MS, kde

nejvétsi vyhodou je velmi nizka spotfeba vzorki, chemikalii a rozpoustédel. Tato kombinace
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dale poskytuje vysokou rychlost, efektivitu prostiednictvim CE a selektivitu a citlivost pomoci
MS. Vyuziva se predevSim kapilarni zonové elektroforézy (CZE), ktera umoziluje separaci
smési neutralnich a nabitych latek. Hlavni vyhody kombinace CZE a MS je vysoké rozliSeni
arychlost analyzy. Dals$i spojeni, které se vyuziva predevSim kvili identifikaci latek je

kombinace micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) s MS [36].

40



1.6 EXPERIMENTALNI CAST

1.6.1 Medoviny

Pristroje a zarizeni

Fenolické latky byly analyzovany s vyuzitim kapalinového chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham USA). Kapalinovy
chromatograf obsahoval 2 cerpadla mobilni faze LC-20AD, sméSova¢ mobilni faze,
autosampler SIL-20A (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostat kolon LCO 102
single (Ecom, Praha).

Pro ptipravu vzorkl i standardii byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem
Biohit-Proline (Biohit, Finsko) a digitalni vahy Sartorius ED 224 S-OCE (Sartalex, Usti nad
Labem). K extrakci vzorkii byla wvyuzita tfepacka REAX 2 (Heidolph, Némecko)
a ultrazvukova vana K-12LE (Kraintek, Ceska republika). K urychleni sedimentace byla
pouzita centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko). Vzorky byly odpatfovany s vyuZzitim
susici vany (Miulab, Cina) s p¥ivodem dusiku. Dale byl pouzit pH-metr (Methrom 827,
Svycarsko), magnetické michadlo s ohfevem MR 2002 (Heidolph, Némecko) a su$arna
(Carbolite Apex AX 120). PreCisténi bylo provedeno pomoci stiikackovych
polytetrafluorethylenovych (PTFE) filtrti o velikosti porti 0,45 um (Labicom, Ceska republika).

Pouzité chemikalie
Standardy
e kyselina salicylovd, chlorogenova, gallova, ferulova (vSe > 99 %), p-kumarova,
m-kumarova, gentisovd, isoferulova, vanilin, epikatechin (vSe > 98 %), 3.4-
dihydroxybenzoovd, 4-hydroxybenzoovd, vanilova, katechin, luteolin,
3,4-dihydroxybenzaldehyd (vSe > 97 %), myricetin ( > 96 %), kvercetin, taxifolin,
apigenin,syringova (> 95 %, vSe Sigma-Aldrich) a rutin ( > 94 %, vSe Sigma-
Aldrich)
Ostatni
e acetonitril a methanol v ¢istoté¢ pro HPLC-MS (Sigma-Aldrich), diethylether (p.a.,
Lach-Ner, Neratovice), kyselina mravenci (¢istota pro HPLC-MS), ethylacetat (p.a).
(PENTA, Ceska republika),
e deionizovand voda upravena pomoci Cisticiho zafizeni Mili-Q (Merck Millipore,

Némecko), kyselina chlorovodikova (35 %) (J.T.Baker, Nizozemsko)
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Vzorky
Pro experimentdlni c¢ast bylo pouzito 22 vzorki medovin vyrobenych vcelafi

nebo zakoupenych v mistnich supermarketech (tabulka 1).

Tabulka 1: Vzorky medovin.

Cislo Medovina Vyrobce Zpisob pripravy
1 Ptibyslavska medovina, Vcelar, nevarena
medovicova Nové mésto n. Metuji, CR
2 Ptibyslavska medovina, Vcelar, nevarena
slune¢nicova Nové mésto n. Metuji, CR
3 Ptibyslavska medovina, Vcelar, nevarena
lipa Nové mésto n. Metuji, CR
4 Medovina lipa Velar, nevarena
Nové mésto n. Metuji, CR
5 Medovina jarni Velat, nevarena
Nové mésto n. Metuji, CR
6 Medovina lu¢ni Vcelar, nevarena
Nové mésto n. Metuji, CR
7 Medové vino z Ceského lesa Vcelar, nevarena
s jable¢nou pfichuti (cyser) Domazlice, CR
8 Medové vino z Ceského lesa, Vcelar, nevarena
archivni Domazlice, CR
9 Medové vino z Ceského lesa Vcelar, nevarena
s rybizovou ptichuti Domazlice, CR
10  Originalni medovina Véelar, nevaiena
z kunétickych strani Pardubice, CR
11  Doméci jemnad medovina Vcelar, nevarena
Bieclav, CR
12 BIO medovina Obchod, nevarena
Véelaistvi Slama, CR
13  Medovina z Vysociny Obchod, nevarena
Véelatstvi Slama, CR
14  Staroceska medovina Obchod, nevarena
Véelaistvi Slama, CR
15  Kiivoklatska medovina Obchod, nevarena
Ceska véela s.r.o, CR
16  Keltska medovina Obchod, nevafena
Sznapka, CR
17 Medové Velkomoravskeé Obchod, nevarena
NATUREL s.r.0., CR
18 Medovina Medvédi objeti Obchod, vafena

Medovinka s.r.o., CR
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Cislo Medovina Vyrobce Zpusob pripravy

19 Staroslovenska medovina Obchod, Vcela PRO, vafena
Slovakia
20  Vcelovina Obchod, V¢elco s.r.0., nevarena
Slovensko
21 Tmava staroslovanska Obchod, APIMED, nevafena
medovina z lesniho medu Slovensko
22 Slovenska originalni medovina Obchod, APIMED, nevarena
Slovensko

Pracovni postup

Piiprava standardi

U medovin byly kalibra¢ni roztoky jednotlivych fenolickych latek pfipraveny postupnym
fedénim zasobniho roztoku o koncentraci 1 g/l pomoci 20% (v/v) acetonitrilu. Rozsah
koncentraci kalibrac¢nich roztokd byl 0,01 - 5 mg/l pro kyselinu 4-hydroxybenzoovou,
gentisovou, chlorogenovou, salicylovou, kavovou, syringovou, gallovou
a 3,4-dihydroxybenzaldehyd, rutin a epikatechin. Dal§i koncentracni uroven byla
0,002 - 1 mg/l pro kyselinu vanilovou, ferulovou, isoferulovou, 3,4-dihydroxybenzoovou,
p-kumarovou a m-kumarovou, apigenin, katechin, myricetin, taxifolin, luteolin, vanilin

a kvercetin.

Priprava vzorku

Extrakce fenolickych latek byla provedena z jednotlivych vzorkdt medoviny (10 ml)
za pouziti 30 ml smési diethylether:ethylacetat (1:1) okyselené 150 pl 35% (m/m) kyseliny
chlorovodikové. Po 20 minutach tfepani byla horni organicka faze pfenesena do plastové
koénické zkumavky, odpatena pod tekutym dusikem do sucha a skladovéana pii -18 °C
az do analyzy. Pted analyzou byl zbytek rozpustén ve 2 ml 50% (v/v) acetonitrilu, prefiltrovan
pres 0,45 um PTFE stiikackovy filtr a ziedén 50krat 20% (v/v) acetonitrilem. Pro ptimou

analyzu medovin byly jednotlivé vzorky fedény 10krat 20% (v/v) acetonitrilem a prefiltrovany.

Podminky méfeni

Separace probihala na kolon¢ Ascentis Express C18 (délka 150 mm, primér 3,0 mm,
zrnitost 2,7 pum). Pro separaci byla zvolena teplota 30 °C. Mobilni fadze byla sloZena
z redestilované vody okyselené 0,3 % (v/v) kyseliny mravenci (A) a acetonitrilu (B). Pritok
mobilni faze byl 0,6 ml/min. Davkované mnozstvi vzorku bylo 2 ul. Profil gradientové eluce

je uveden v tabulce 2.
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Tabulka 2: Gradientova eluce pro separaci medovin.

Cas [min] Koncentrace acetonitrilu [%)]
0 10
0,1 23
3 24
4 50
5 60
6 10

Optimalizace MS detekce v rezimu monitorovani vybranych reakci byla provedena
pomoci ptimé infuze standardii fenolickych latek do hmotnostniho spektrometru. Byly snimany

zaporné ionty po ionizaci elektrosprejem (ESI-).

Hmotnostni spektrometr pii pfimé infuizi pracoval za nasledujicich podminek:
Prttok 5-10 pl/min, ESI-, kolizni plyn — medium, napéti na kapiléfe iontového zdroje
-4500 V, vstupni potencial -10 V, deklasteracni potencial — v zavislosti na slouc¢eniné
(-60 V az -190 V). Pratoky plynt podilejicich se na rozpraSeni a suSeni eluatu: ,,curtain

gas“ 10 psi, ,,ion gas 1*“ 20 psi a ,,ion gas 2 0 psi.

Podminky pro HPLC-MS:
Pratok 0,6 ml/min, ESI-, kolizni plyn — medium, teplota 400 °C,
kolizni plyn -4500 V, vstupni potencidl -10 V, parametry — deklasteracni
potencial (DP), MRM ptechody, kolizni energie (CE) a vystupni potencial kolizni cely
(CXP) jsou uvedeny v diskusni ¢asti. Pratoky plyna podilejicich se na rozpraSeni

a suSeni eluatu: ,,curtain gas* 20 psi, ,,ion gas 1*“ 40 psi a ,,ion gas 2* 50 psi.

1.6.2 Pohanka

Piistroje a zaFizeni

Fenolické latky byly analyzovany s vyuzitim kapalinového chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham USA). Kapalinovy
chromatograf obsahoval 2 cerpadla mobilni fize LC-20AD, sméSova¢ mobilni faze,
autosampler SIL-20 A (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostat kolon LCO 102
single (Ecom, Praha).

Me¢fteni antioxidacni aktivity metodou ABTS a DPPH a celkového mnozZstvi fenolickych
latek bylo provedeno pomoci spektrofotometru Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko)
s vyuzitim kyvety S/G10 optické délky 10 mm (Fisher Scientific, Némecko).
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Pro pfipravu vzorkl i standardl byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem

Biohit-Proline (Biohit, Finsko) a digitalni vahy Sartorius ED 224 S-OCE (Sartalex, Usti nad

Labem). Vzorek pohankovych zrn byl rozemlet pomoci nozového mlynu GRINDOMIX

GM 200 (Retsch, Ceska republika) a zhomogenizovan prosetim pies sito o velikosti port

0,5 mm. K extrakci vzorkl byla pouzita ttepacka REAX 2 (Heidolph, Némecko) a ultrazvukova

vana K-12LE (Kraintek, Ceska republika). K urychleni sedimentace byla pouZita centrifuga

Universal 320 (Hettich, Némecko). Vzorky byly odpafovany s vyuzitim suSici vany (Miulab,

Cina) s piivodem dusiku. Dale byl pouzit pH-metr (Methrom 827, Svycarsko), magnetické
michadlo s ohfevem MR 2002 (Heidolph, Némecko) a suSarna (Carbolite Apex AX 120).

Precisténi bylo provedeno pomoci stiikackovych polytetrafluorethylenovych (PTFE) filtra

o velikosti pord 0,45 pm (Labicom, Ceska republika).

Pouzité chemikalie

Standardy

kyselina p-kumarova, m-kumarova, kavova, epikatechin, isokvercitrin, naringenin,
7-hydroxyflavon (vSe > 98 %), chlorogenova (> 99 %), 3,4-dihydroxybenzoova,
4-hydroxybenzoovd, katechin, orientin, hyperosid (vSe > 97 %),syringova,
kaempferol, kvercetin, kvercitrin, vitexin (v§e > 95 %) a rutin (> 94 %, vSe Sigma-

Aldrich)

Ostatni

methanol Cistoty pro HPLC-MS (Sigma-Aldrich)

DPPH (1,1°-difenyl-2-pikrylhydrazyl) (= 90 %, Sigma-Aldrich), FCM (Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo) (c=2mol/l, Sigma-Aldrich), ABTS (2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonat) (> 98 %, Sigma-Aldrich), Trolox (> 98 %, Sigma-
Aldrich)

aceton (p.a.) (Lach-Ner, Neratovice)

kyselina mravenéi (98 %) (PENTA, Ceska republika)

deionizovand voda upravena pomoci Cisticiho zafizeni Mili-Q (Merck Millipore,
Némecko)

bezvody uhli¢itan sodny (p.a.) akyselina chlorovodikova (35 %) (J.T.Baker,
Nizozemsko)

peroxodisiran draselny (98 %) (Lachema, Neratovice, CR)

n-hexan (95 %) (Lab-Scan, Polsko)
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Vzorky
Pro analyzu fenolickych latek byla pouzita mechanicky loupand pohanka Kroupa

a Lamanka (Pohankovy mlyn Smajstrla, Ceska republika).

Pracovni postup

Piiprava standardi

Kalibra¢ni roztoky jednotlivych fenolickych latek byly pfipraveny postupnym fedénim
zasobniho roztoku o koncentraci 1 g/l pomoci 50% (v/v) methanolu. Rozsah koncentraci
kalibrac¢nich roztokti byl 0,002 — 5 nug/l pro vSechny standardy (chlorogenova, kéavova,
3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova, syringova, p-kumarova a m-kumarova kyselina,
epikatechin, katechin, kvercetin, kvercitrin, hyperosid, rutin, vitexin, orientin, isokvercitrin,

naringenin, kaempferol a 7-hydroxyflavon).

Priprava vzorku

Z namletého vzorku pohanky byly odebrany a navazeny 2 gramy. Pro odstranéni tukil
se k navdzenému mnozstvi pfidalo 15 ml hexanu a celd smés byla tfepana 15 minut pomoci
laboratorni tfepacky. Nasledné byla odstranéna kapalna faze, do které se vyextrahovaly lipofilni
latky. Cely tento proces byl opakovan trikrat. Extrakce fenolickych latek byla provedena trikrat
za pouziti 20 ml 70% acetonu (v/v). Po 20 minutach tfepani byla horni organicka faze pienesena
do plastové konické zkumavky. Extrakty byly odpafeny pod tekutym dusikem do sucha
a skladovany pii -18 °C az do analyzy. Pfed analyzou byl zbytek rozpustén ve 2 ml 50% (v/v)
methanolu, pfefiltrovan pies 0,45 pum PTFE stiikackové filtry a pfed analyzou

ziedén 1:1 50% (v/v) methanolem.

Podminky méreni

Separace probihala na kolon¢ Ascentis Express C18 (délka 150 mm, pramér 3,0 mm,
zrnitost 2,7 pum). Pro separaci byla zvolena teplota 40 °C. Mobilni faze byla slozena
z redestilované vody okyselené 0,3 % (v/v) kyseliny mravenéi (A) a methanolu (B). Prutok
mobilni faze byl 0,5 ml/min a davkované mnozstvi vzorku 2 pl. Profil gradientové eluce je

uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Gradientova eluce pro separaci pohanky.

Cas [min] Koncentrace methanolu [%]
0 10

9 50

14 100

15 10
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Optimalizace MS detekce a podminky hmotnostniho spektrometru pfi ptimé infuzi
byly stejné jako u medovin (kapitola 1.6.1 Podminky méfeni). V pfipadé podminek
pro HPLC-MS se lisil pouze pratok, ktery byl 0,5 ml/min.

1.6.3 Amarant

Pristroje a zarizeni

Fenolické latky byly analyzovany s vyuzitim kapalinového chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham USA). Kapalinovy
chromatograf obsahoval 2 cerpadla mobilni faze LC-20AD, sméSova¢ mobilni faze,
autosampler SIL-20 A (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostat kolon LCO 102 single
(Ecom, Praha). Méfeni antioxidacni aktivity metodou ABTS a celkového mnozstvi fenolickych
latek bylo provedeno pomoci spektrofotometru Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko)
s vyuzitim kyvety S/G10 optické délky 10 mm (Fisher Scientific, Némecko).

Pro piipravu vzorkil i standardid byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem
Biohit-Proline (Biohit, Finsko) a digitalni vahy Sartorius ED 224 S-OCE (Sartalex, Usti nad
Labem). Vzorek amarantovych zrn byl rozemlet pomoci nozového mlynu GRINDOMIX
GM 200 (Retsch, Ceska republika) a zhomogenizovan prosetim pies sito o velikosti por
0,5 mm. K extrakci vzorkl byla pouZita ttepacka REAX 2 (Heidolph, Némecko) a ultrazvukova
vana K-12LE (Kraintek, Ceska republika). K urychleni sedimentace byla pouzita centrifuga
Universal 320 (Hettich, Némecko). Vzorky byly odpatfovany pomoci suSici vany (Miulab,
Cina) s piivodem dusiku. Dale byl pouzit pH-metr (Methrom 827, Svycarsko), magnetické
michadlo s ohfevem MR 2002 (Heidolph, Némecko) a suSarna (Carbolite Apex AX 120).
Piecisténi bylo provedeno pomoci stiikackovych PTFE filtri o velikosti  port

0,45 pm (Labicom, Ceska republika).

Pouzité chemikalie
Standardy
e p-kumarova, kdvova (vSe > 98 %), 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova,
vanilova (v§e > 97 %), salicylova, ferulova (vSe > 99 %, vse Sigma Aldrich),

e kaempferol, kvercetin (vSe > 95 %), rutin (= 94 %, vSe Sigma-Aldrich)
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Ostatni

e methanol a acetonitril c¢istoty pro HPLC-MS, FCM (Folin-Ciocalteuovo cinidlo,
c=2mol/l), ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat, > 98 %),
kyselina ethylendiaminotetraoctova, chloroform, kyselina L-askorbova (vSe > 99 %)
a Trolox (=98 %) (vSe Sigma-Aldrich),

e n-hexan (95%, Lab-Scan, Polsko), aceton (p.a.) a diethylether (p.a.) (Lach-Ner,
Neratovice), hydroxid sodny (p.a.), kyselina mravenci (98 %), ethylacetat (p.a.),
trihydrat octanu sodného (99,8 %), kyselina octova (99,8 %), dichlormethan (p.a.)
(PENTA, Ceska republika)

e deionizovana voda upravena pomoci Cisticiho zatizeni Mili-Q (Merck Millipore,
Némecko), bezvody uhli¢itan sodny (98 %) a kyselina chlorovodikova (35 %)

(J.T.Baker, Nizozemsko), peroxodisiran draselny, (p.a.) (Lachema, Neratovice, CR)

Vzorky
Pro analyzu fenolickych latek byl pouzit vzorek 100% amarantového zrna (Zdravi

z ptirody, Indie).

Priprava standardi

Kalibra¢ni roztoky jednotlivych fenolickych latek byly pfipraveny postupnym fedénim
zasobniho roztoku o koncentraci 1 g/l pomoci 50% (v/v) methanolu. Rozsah koncentraci
kalibra¢nich roztoki byl 0,003 - 4 pg/l pro vSechny standardy (kavova,
3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoovd, vanilovd, salicylovd, ferulovd a p-kumarova

kyselina, kvercetin, rutin a kaempferol).

Piiprava vzorki
Pro odtranéni lipofilnich latek byl pouzit stejny postup jako u pohanky (viz kapitola
1.6.2). Nasledné byl vzorek vysuSen pod tekutym dusikem.

Alkalicka hydrolvza a extrakce vazanych fenolickych latek

K upravenému vysusenému vzorku bylo ptidano 15 ml 4M NaOH, 87,6 mg EDTA a 300
mg kyseliny askorbové. Reakéni smés byla umisténa do tiepacky, kde byla ponechdna 4 hodiny
pfi laboratorni teploté. Nasledné¢ byla smés okyselena pomoci 35% (m/m) HCl na pH 2
a extrahovana 20 ml smési diethylether a ethylacetat v poméru 1:1 (v/v) po dobu 15 minut.
Extrakce byla provedena tiikrat. Vrchni organickd vrstva byla oddélena a vysuSena

pod proudem dusiku.
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Kyseld hydrolyza a extrakce vazanvch fenolickvch latek

Ke vzorku bylo pfidano 15 ml 1M HCl a smés byla umisténa na 45 minut do vodni lazné
o teplot¢ 90 °C. Vychlazend smés byla poté tfikrat extrahovdna 20 ml extrakéni smési
diethylether a ethylacetat v poméru 1:1 (v/v) po dobu 15 minut. Vrchni organicka vrstva byla

odd¢€lena, vysuSena a uskladnéna.

Extrakce volnych fenolickych latek

Extrakce volnych fenolickych latek byla provedena nékolika rGznymi rozpoustédly
s cilem zjistit, které je pro cilové fenolické latky nejvhodnéjsi (tabulka 4). Déle byl testovan
vliv pfidavku kyseliny mravenci do extrakéniho rozpoustédla na vytézek extrakce. Jednotlivé
kapalné extrakty byly odd€leny od pevného vzorku pomoci centrifugy (5 minut, 5000 rpm).
Extrakce byla provedena celkem tfikrat a kapalné faze byly ptfevedeny do centrifugacni
zkumavky. Rozpoustédlo bylo odpateno pod dusikem a odparky byly uchovavany v lednici
az do analyzy. Kazdy extrakt byl pfipraven dvakrat.

Tabulka 4: Souhrn jednotlivych provedenych extrakci.

Znaceni Extrakéni ¢inidlo 1 Zpiisob a doba Extrakéni ¢inidlo IT Zpusob a
extrakce doba
extrakce
E1l 70% methanol 25 minut tfepani - -
+ HCOOH
E2 80% methanol 25 minut tfepani - -
E3 80% methanol 25 minut tfepani - -
+ HCOOH
E4 80% methanol 25 minut v - -
+ HCOOH ultrazvukové
lazni
ES 70% aceton 25 minut tfepani - -
Eé6 70% aceton 25 minut tfepani - -
+ HCOOH
E7 70% aceton 25 minut v - -
+ HCOOH ultrazvukové
lazni
E8 70% aceton 25 minut tfepani  diethylether a ethylacetdt 15 minut
(1:1) ttepani
E9 70% aceton 25 minut tfepani  diethylether a ethylacetdit 15 minut
+ HCOOH (1:1) ttepani
E10 70% aceton 25 minut v diethylether a ethylacetat 15 minut
+ HCOOH ultrazvukové (1:1) tirepani
lazni
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Postupné extrakce volnvych a vidzanvych fenolickvych latek

Na obrazku 15 je zobrazen schématicky postup extrakce volnych a vazanych fenolickych
latek, ktery byl pievzat z publikace [210], kde byla tato postupna extrakce aplikovana
na jeCmen. Vzhledem k tomu, ze jeCmen i amarant patii mezi obiloviny, byla uspésné
vyzkousena implementace tohoto postupu pravé na amarant [210]. Nejprve byly extrahovany
volné fenolické kyseliny pomoci 20 ml 70% (v/v) acetonu, ke kterému bylo ptidano 100 pl
HCOOH. Po 25 minutach tfepani v laboratorni tiepacce byla kapalna ¢ast ze tfech opakovani
okyselena koncentrovanou HCI na pH 2 a nasledovala extrakce 20 ml smési diethyletheru
a ethylacetatu (1:1), kterd byla tfepana v laboratorni tfepacce po dobu 15 minut. Vznikla
organicka vrstva byla odd¢lena a ptfevedena do centrifugacni zkumavky. Vodny podil byl dale
podroben alkalické hydrolyze a nésledovala extrakce diethyletherem a ethylacetatem.
Poslednim krokem byla kysel4 hydrolyza vodného podilu vzniklého z pfedchoziho kroku a jeji
naslednd extrakce smési diethyletheru a ethylacetatu. Zbyly pevny podil (po extrakci 70%
acetonem) byl podroben alkalické hydrolyze a extrahovan stejnym zptsobem jako je popsdno
v predchozi kapitole. VSechny jednotlivé extrakce byly provedeny tfikrat. Vysledné extrakty
pak byly umistény do centrifugac¢nich zkumavek a suseny pod proudem dusiku. Vzorky byly

skladovéany v lednici az do analyzy.
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Obrazek 15: Postupné extrakce volnych a vdzanych fenolickych kyselin [210].

r

Podminky méfeni
Separace probihala na koloné Ascentis Express C18 (délka 150 mm, primér 3,0 mm, zrnitost
2,7 um). Mobilni faze byla sloZena z redestilované vody okyselené 0,3 % (v/v) kyseliny
mravenci (A) a acetonitrilu (B). Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min, teplota 40 °C a davkované

mnozstvi vzorku 2 pl. Pro separaci byl pouzit gradient, ktery je zndzornén v tabulce 5.
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Tabulka 5: Gradientova eluce pro separaci amarantu.

Cas [min] Koncentrace acetonitril [%]
0 10

6 37

7 100

9 10

Optimalizace MS detekce a podminky hmotnostniho spektrometru pfi piimé infuzi byly
stejné jako u medovin a pohanky (kapitola 1.6.1 Podminky méfeni). V piipad¢ podminek pro
HPLC-MS se lisil pouze prutok, ktery byl 0,4 ml/min.

Spektrofotometrické metody
Antioxidacni aktivita a celkovy obsah fenolickych latek byl méfen u vzorkd pohanky

pomoci ABTS, DPPH a FCM a u vzorkl amarantu pomoci ABTS a FCM.

Metoda ABTS

Tableta ABTS (10 mg) byla rozpusténa v 5 ml destilované vody (c = 3,6 mmol/l)
asmichdna se 100 pl roztoku K>S;Os (0,064 mol/l). Roztok byl ponechian v lednicce
bez pfistupu svétla po dobu 12-16 hodin. Poté bylo z tohoto roztoku odebrano
2,5 ml do 100 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

U amarantu bylo nutné fedit ABTS zasobni roztok octanovym pufrem (pH=4,3)
z diivodu zakaleni roztoku. Pro méfeni celkové antioxidacni aktivity byl poté zasobni roztok
ABTS zfedén acetatovym pufrem tak, aby jeho absorbance byla cca 0,8.

Ke 3 ml tmavé modrozelené¢ho roztoku ABTS bylo pipetovano vhodné mnoZzstvi
extraktu. U pohanky to bylo 10 pl (3krat zftedéného extraktu) a pro amarant 100 pl. Vysledna
reakéni smés byla diikladné promichana a ponechéna bez pfistupu svétla. Po 10 minutach byl
zméfen Gbytek absorbance pii vlnové délce 734 nm. Ubytek absorbance byl vyjadien
v procentech a pomoci rovnice regrese kalibra¢ni kiivky pfepocten na ekvivalentni mnoZstvi

Troloxu.

Metoda DPPH
Na analytickych vahach bylo navadZeno vypoctené mnozstvi DPPH a doplnéno
do odmérmné baitkky methanolem na vyslednou koncentraci ¢ = 0,1 mmol/l. Ke 3 ml tohoto

roztoku bylo pfidano 30 pl 3x zfedéného extraktu pohanky. Reak¢ni smés byla ponechana
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bez ptistupu svétla 30 minut. Pti této dobé doslo ke zméné barvy plivodniho fialového roztoku
na svétle fialovy. Tento pokles byl monitorovan pti vinové délce 515 nm. Ubytek absorbance

byl pomoci kalibracni kiivky pfepocitan na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

Metoda FCM

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek u pseudoobilovinovych zrn byl
pfipraven pracovni roztok, ktery vznikl ze 2M Folin-Ciocalteuového ¢inidla a deionizované
vody v poméru 1:20 (v/v). Ke 2 ml pracovniho roztoku bylo ptiddno vhodné mnozstvi extraktu
vzorku (100 pl amarant a 50 pl 3x zfedéného extraktu). Po 5 minutach byl ptidan 1 ml 7,5%
roztoku Na,COs. Reakéni smés byla uchovana v klidu bez ptistupu svétla po dobu 35 minut.
Po této dob¢ byl zméfen nartist absorbance pti vinové délce 750 nm. Pomoci kalibra¢ni kiivky

byl piepocitan narist absorbance na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.

Statistické zpracovani experimentalnich dat

Pro zpracovani dat byly vyuzity jednorozmérné i vicerozmérné statistické metody.
Ve statistickém programu QC Expert 2.5 (Trilobyte) byly vytvofeny rovnice regrese vSech
kalibracnich kiivek. Pro veSkeré testy bylo vyuzito analyzy rozptylu na hladiné vyznamnosti
95 % (o = 0,05), kde doslo k odstranéni vlivnych bodti pomoci Pregibonova, Williamsova,
McCulloh-Meterova a L-R grafu. Vyznamnost regresnich parametrti byla testovana na zakladé
Studentova t-testu. Analyza hlavnich komponent (PCA) byla vyhodnoceny v programu
Statistika 12 (Statsoft, Inc. Tulsa, OK, USA). PCA vyjadifuje vzajemny vztah objektl, kde ty,
které se nachazi blizko u sebe, jsou si podobné a objekty daleko od sebe jsou odlisné. Pokud

jsou objekty vyrazné€ odlehlé, nazyvame je ,,outliery®.
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1.7 VYSLEDKY A DISKUSE

1.7.1 Medoviny
Optimalizace HPLC a HPLC/MS

Nejprve byly optimalizovany podminky, jako je sloZzeni mobilni faze (koncentrace
kyseliny mravenci v mobilni fazi a pocatecni koncentrace acetonitrilu), gradientova eluce
a stacionarni faze s cilem dosdhnout maximalni rychlosti separace a minimalni koeluce.
Jako organicka slozka mobilni faze byl vybran acetonitril z dvodu lepSiho tvaru piku a vyssi
ucinnosti separace ve srovnani s methanolem. Poc¢ate¢ni koncentrace acetonitrilu byla zvolena
tak, aby nejmén¢ zadrzovana kyselina gallova eluovala pfiblizné minutu za mrtvym objemem
kolony, aby bylo moZné eliminovat polarni latky z matrice, které¢ by mély vliv na MS analyzu.
Prvni minuta separace byla tedy nastavena do odpadu. Kvili velkému zpozdéni gradientu
u pouzitého systému byla upfednostnéna skokovd zmeéna koncentrace mobilni faze
pro zrychleni eluce latek, které se separuji aZ po kyselin¢ gallové. Optimalni eluce vybranych
fenolickych latek bylo dosazeno za pomoci gradientové eluce s pribéhem gradientu, ktery je
uveden v tabulce 2 v experimentalni ¢asti. Separace vSech latek byla uskutecnéna do 6 minut.
Retenéni ¢asy jednotlivych fenolickych latek jsou uvedeny v tabulce 6.

Pro detekci byl vyuzit hmotnostni spektrometr Q-TRAP 4500 v MRM rezimu. Nejprve
byly optimalizovany jednotlivé parametry, jako je DP, CE a CXP. Pro kazdou latku byl
optimalizovan a vybran jeden MRM piechod. Optimalizované parametry pro kvantitativni

ucely jednotlivych vzorkd medovin jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu medovin.

Ql — m/z izolované na prvnim kvadrupdlu, Q3 — m/z sledované na tfetim kvadrupoélu.

DP —deklasteracni potencial, CE — kolizni energie, CXP — vystupni potencial kolizni cely
Latka Znaceni Cas Q1 Q3 DP CE CXP

min m/z m/z VvV v A"

Gallova kyselina 1 1,56 168,70 124,90 -80 -20 -9
3,4-dihydroxybenzoova 2 2,19 152,90 108,97 -70 -22 -9
kyselina
Chlorogenova kyselina 3 2,43 352,80 190,80 -60 -30 -9
Katechin 4 2,53 288,80 244,90 -110 -24 -9
3,4-dihydroxybenzaldehyd 5 2,71 136,80 107,90 -90 -30 -9
4-hydroxybenzoova Kyselina 6 2,76 136,85 92,90 -5 -24 -7
Epikatechin 7 2,88 288,85 24491 -95 -22 -7
Kavova kyselina 8 2,92 178,80 134,90 -80 -22 -9
Vanilova Kkyselina 9 2,98 166,90 107,90 -60 -30 -9
Syringova kyselina 10 3,00 196,90 122,90 -75 -32 -8
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Latka znafeni Cas Q1 Q3 DP CE CXP

min m/z m/z \% A% A%
Gentisova kyselina 11 3,04 152,80 107,90 -50 -30 -9
Rutin 12 3,53 608,80 299,80 -130 -50 -5
p-kumarova kyselina 13 3,88 162,80 118,91 -65 -24 -9
Vanilin 14 4,03 150,90 136,00 -55 -20 -8
Ferulova kyselina (isomery) 15 4,34 192,80 133,90 -75 -24 -9
Taxifolin 16 4,63 302,80 284,90 -80 -18 -9
m,o-kumarova kyselina 17,18 4,82 162,81 118,90 -65 -24 -9
Myricetin 19 5,32 316,80 150,80 -100 -34 -7
Salicylova kyselina 20 5,69 136,80 92,90 -35 -24 -9
Luteolin 21 5,72 284,70 132,90 -160 -40 -6
Kvercetin 22 5,76 300,80 150,70 -100 -32 -11
Apigenin 23 6,00 268,80 116,90 -90 -40 -6

Na obrazku 16 je zobrazena optimalizovana separace latek. Optimalizace byla zamétena
predevsim na separaci latek s podobnou strukturou, které maji stejnou molekulovou hmotnost
a také stejné fragmentacni chovani, tudiz jejich optimalizované MRM piechody jsou totozné.
Nejvétsim problémem bylo rozdéleni ¢tyf isomert kyseliny ferulové (horni ¢ast obrazku 15),
které pravé mély stejné MRM piechody, a navic eluovaly i blizko u sebe. Kyselina ferulova se
muze z hlediska své struktury nachdzet v cis a trans konfiguraci. Navic se muze jesté dale lisit
absolutni konfiguraci skupin navdzanych na dvojnou vazbu. Proto jsou na obrazku vidét celkem

¢tyti piky piislusejici cis, resp. trans isomerim, vzdy v paru podle absolutni konfigurace.
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Obrazek 16: Optimalizovana chromatograficka separace monitorovanych standardi.
(1—gallova kyselina, 2-3,4-DHB, 3—chlorogenova kyselina, 4—katechin, 5—dihydroxybenzaldehyd,
6-4-HBA, 7-epikatechin 8-kavova kyselina, 9—vanilova kyselina, 10-syringovd Kkyselina,
11-gentisova kyselina, 12—rutin, 13—p-kumarova kyselina, 14—vanilin, 15-kyselina isoferulova (A-
trans, B-cis), 16—taxifolin, 17—ferulova kyselina (A-trans, B-cis), 18-m-kumarova kyselina, 19—
myricetin, 20—salicylova kyselina, 21-Iuteolin, 22—kvercetin, 23—apigenin)
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Kvantifikace fenolickych latek

Kvantitativni analyza byla provedena pomoci metody vngjsiho
standardu — prostfednictvim kalibra¢ni kiivky. Vybrané kalibracni roztoky byly zmétfeny
celkem dvakrat na deseti koncentrac¢nich hladinach. Jednotlivé kalibracni parametry jsou spolu
s vypoctenymi smérodatnymi odchylkami uvedeny v tabulce 7, kde lze najit i koeficient
determinace (R?), mez detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ), které byly stanoveny jako
trojnasobek a desetinasobek odstupu signalu od Sumu. Vysledna koncentrace sledovanych
sloucenin obsazenych ve studovanych vzorcich medovin je uvedena v priloze (tabulka P1).
Pro zjisténi opakovatelnosti byly dva vzorky medovin analyzovany 8krat a relativni smérodatna

odchylka byla v obou piipadech mensi nez 1 %.

Tabulka 7: Regresni parametry, meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé fenolické

latky.

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

Gallova kyselina 0,714 5,714 760000 + 8000 -20000 £2166  0,9984
3,4-DHB 0,387 1,290 170000 + 11469 -3000 £2613 *  0,9994
Chlorogenova 2,000 6,666 380000 + 6313 -7000 + 6366 * 00,9962
kyselina
Katechin 2,800 9,333 100000 + 1300 -200 £+ 338 * 0,9973
3,4-DHBA 3,031 10,10 240000 + 3195 20000 + 4039 *  0,9972
4-HBA 11,90 39,69 800000 + 15947 50000 + 16081 * 00,9946
Epikatechin 14,28 47,61 130000 + 1491 -6000 + 1863 0,9980
Kavova kyselina 4,489 14,96 2800000 + 37176 90000 +47001*  0,9971
Vanilova kys. 2,589 8,630 6100 + 53 400+ 11 0,9996
Syringova Kys. 19,44 64,81 7000 + 153 20154 * 0,9931
Gentisova kys. 0,517 1,709 2500 + 54 -2000 + 551 0,9934
Rutin 4,569 15,22 260000 + 4370 -9000 + 4406 * 00,9961
p-kumarova kys. 2,719 9,065 2300000 + 45292 -20000 £9134 * 00,9946
Vanilin 7,352 24,48 87000+ 448 30+ 120 * 0,9996
Ferulova kys. 11,83 39,44 80000 £ 1120 -2000+ 1129 *  0,9974
Taxifolin 10,25 34,19 390000 + 1103 3000 £ 1257 0,9989
m-Kumarova 5,014 16,71 1200000 + 23825 -7000 + 4805 * 00,9943
kys.
Isoferulova kys. 3,120 10,40 70000 + 615 -400 = 165 * 0,9989
Myricetin 9,454 31,51 6000 =221 30+ 12 0,9911
Salicylova kys. 0,469 1,563 11000000 + 143053  -40000 +£36171 * 0,9972
Luteolin 0,960 3,200 330000 + 3741 900 £ 2605 0,9980
Kvercetin 0,686 2,286 1800000 + 27181 -140000+ 5478  0,9986
Apigenin 0,124 0,412 220000 + 3223 14000 + 2711 0,9983

*absolutni ¢len je nevyznamny, pravdépodobnost je vétsi nez 0,05
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Z monitorovanych sloucenin byly ve studovanych vzorcich zastoupeny zejména kyseliny
3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova, kavova, p-kumarova a salicylova. V mensi miie
byly pozorovany kyselina ferulova, chlorogenova, gallova a gentisova spolu
s dihydroxybenzaldehydem, apigeninem a kvercetinem. Naopak syringova a vanilova kyselina,
rutin, taxifolin a myricetin nebyly pfitomny v koncentracich nad LOQ.

Fenolicky profil byl vyznamné ovlivnén technologickym postupem a typem medu,
ze kter¢ho se medovina pfipravuje. Piikladem je vzorek ¢. 9 (medové vino, vcelar)
a ¢. 15 (medovina, obchod), které jsou znazornény na obrazku 17 a 18. Medoviny s ovocnou
ptichuti (¢. 7 a 9) se vyznacovaly mirn¢ odliSnym fenolickym profilem, ktery byl zptisoben
pravé slouCeninami pochézejicimi z ovoce. Ddle byl identifikovan fenethylester kyseliny
kavové (vzorky ¢. 2-4 od stejného vcelate), ktery je hlavni slouceninou propolisu.
Je pravdépodobné, ze pfi vyrobé medoviny byl vymyt med z medové plastve, a proto
se v medovin¢ nachazeli i stopy propolisu. Vysoké mnozstvi kyseliny salicylové bylo nalezeno
ve vzorcich pfipravenych z lesnich (medovicovych) medu (¢. 1,5,6,8,9,10,12,13 a 14).
Ve srovnani s medovinami zakoupenymi v mistnich obchodnich sitich obsahovala medovina
pfipravena od vcelaili vSeobecné vyssi celkovou koncentraci fenolickych latek. Nejnizsi
celkovd koncentrace fenolickych latek 1,81 a 1,23 mg/l (bez vanilinu) byla nalezena
ve vzorcich €. 15, respektive €. 19 (Pfiloha 1), coz mize byt zptisobeno pouzitim nekvalitniho
medu nebo jeho nedostateénym mnoZstvim pii vyrobé medoviny. Takto nizkd koncentrace
mohla byt zplsobena i tim, Ze se jednd o vafené medoviny (nebo se med zahiival pred
inokulaci), coz miZze mit vliv na degradaci n¢kterych cennych bioaktivnich sloucenin
Ve vzorku €. 15 byla navic zjisténa 1 mnohonasobné vyssi koncentrace vanilinu nez u ostatnich
monitorovanych latek (obrazek 18). Vanilin se totiz ¢asto pouziva jako ochucovadlo. Kromé
vzorku €. 15 byl vanilin nalezen i v dalSich vzorcich (¢. 13,14,18,21 a 22), ale v koncentraci

o jeden tad nizs8i nez u vzorku €. 15.
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Obrazek 17: Chromatograficka separace fenolickych latek obsazenych v extraktech ze vzorku
medoviny €. 9.

(1—gallova kyselina, 2-3,4-DHB, 3—chlorogenova kyselina, 4—katechin, 5—dihydroxybenzaldehyd,
6—4-HBA, 8—kavova kyselina, 11—gentisova kyselina, 13—p-kumarova kyselina, 15—ferulova kyselina,
16—taxifolin, 19—myricetin, 20—salicylova kyselina, 22—kvercetin)
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Obrazek 18: Chromatograficka separace fenolickych latek obsazenych v extraktech ze vzorku
medoviny €. 15.

(2-3,4-DHB, 5-dihydroxybenzaldehyd, 6-4-HBA, 14—vanilin, 20-salicylova kyselina, 22—kvercetin,
22—apigenin)

Hodnoceni medovin s vyuzitim vicerozmérné statistiky

Vzhledem k vysokému poctu monitorovanych sloucenin byla pro klasifikaci vybranych
vzorkli medoviny a popisu vztahu mezi jednotlivymi vzorky pouZita analyza hlavnich
komponent. Nejprve byl pomoci této metody snizen vysoky pocet proménnych (18 sloucenin),
protoze nékteré proménné byly redundantni a vyznamné neovliviiovaly popis systému.

Pro popis systému bylo vyuzito celkem 10 z 18 proménnych: kvercetin, vanilin, kyselina
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3.,4-dihydroxybenzoova, salicylova, kdvova, gentisova, p-kumarova, ferulova, chlorogenova
a m-kumarova. Grafy komponentnich vah (PCAW) jsou spoleéné¢ se Sutinovym grafem
zobrazeny na obrazku 19. Sutinovy graf je sloupcovym diagramem vlastnich ¢isel a urcuje
pocet ,uziteCnych* hlavnich komponent (PC). V tomto piipadé jsou nezbytné pro popis
systému tii hlavni komponenty, které¢ pokryvaji 79 % celkového rozptylu (obrazek 19). PC1
souvisi s celkovym mnozstvim fenolickych latek ve vzorcich medoviny, jelikoz k nému témet
vSechny vybrané proménné vice ¢i méné pfispivaji (obrazek 19B). Vanilin a kyselina
m-kumarova maji negativni korelaci, coz znamena, Ze jejich piispévek k PC1 je minimalni,
ale jsou dulezit¢é pro PC3 (obrazek 19C). Proménné 3,4-dihydroxybenzoovd, salicylova
a chlorogenova kyselina a v mens$i mife i kvercetin, které jsou dalezité pro PC2, urcuji typ medu
nebo pifidavek v podobé ovocné $tdvy nebo bylin do medového roztoku pied inokulaci.
Z rozptylového diagramu komponentniho skére (PCAS, obrazek 20) Ize vzorky medoviny
rozd¢lit do malych skupin podle koncentrace vyznamnych proménnych (fenolické latky), a tedy
podle jejich podobnosti. Vzorky umisténé blizko u sebe jsou bézné vzorky, které se ptilis nelisi.
Vzorky umisténé daleko od ostatnich jsou extrémy nebo odlehlé hodnoty, které se vyznamné
li§i. Obecné plati, Ze vzorky medoviny umisténé na levé strané¢ maji vyS$Si koncentraci
fenolickych latek ve srovnani se vzorky umisténymi na pravé strané grafu (obrazek 20A a 20B).
Nejvyssi koncentrace fenolickych latek mezi monitorovanymi vzorky byla pozorovana u dvou
vzorkll medoviny — medova vina (€. 7 a 9), kterd jsou umisténa na levé strané. Vzorky umisténé
v horni ¢asti grafu PCAS (obrazek 20A) obsahuji vyss§i mnozstvi dihydroxybenzaldehydu
(DHBA) kyseliny salicylové a kvercetinu (obrazek 19B). Vzorky
¢. 15, 18 a 19 obsahuji velmi nizkou celkovou koncentraci fenolickych latek, a proto jsou
umistény na pravé strané grafii (obrazek 20A a B). Vzorky ¢. 18 a 19 jsou vafené medoviny,
coz pravdépodobné zplsobilo degradaci fenolickych latek. Vzorek €. 15 je umistén daleko
od ostatnich vzorki (obrazek 20B a C) ve sméru vektoru vanilinu (obrazek 19 C a D). Lze tedy
predpokladat, Ze tento vzorek nebyl piipraven v souladu se sprdvnou vyrobni praxi a jedna

se o falSovany produkt [211].
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Obrazek 19: Sutinovy graf (A) popisuje systém prostiednictvim tii hlavnich komponent
pokryvajich 79 % celkového rozptylu a grafy komponentnich vah (PCAW) B) PC 1 - PC 2, C)
PC1-PC3,D)PC2-PC3(STATISTICA, StatSoft), kde PC1 souvisi s celkovym mnozstvim
fenolickych latek ve vzorcich medoviny, PC 3 je ovlivnén negativni korelaci vanilinu a kyseliny
m-kumarové a PC 2 pomoci 3,4-dihydroxybenzoova, salicylova a chlorogenové kyseliny,
urcuje typ medu.
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Obrazek 20: PCAS A)PC 1 -PC2,B)PC1-PC3,C)PC2-PC 3 (STATISTICA, StatSoft),
roz¢leiuje vzorky medoviny dle koncentrace fenolickych latek, kde medoviny umisténé na levé
strané maji vys$i koncentraci fenolickych latek (vzorek ¢. 7 a 9) ve srovnani se vzorky
umisténymi na pravé strané grafu (vzorky €. 15, 18 a 19). Vzorek €. 15 je umistén daleko od
ostatnich vzorkl a 1ze ptedpokladat, Ze nebyl pfipraven v souladu se spravnou vyrobni praxi.

1.7.2 Pohanka
Optimalizace HPLC a HPLC/MS

Nejprve byly testovany 3 oktadecylsilikagelové stacionarni faze (Ascentis Express C18,
Kinetex Polar C18 a Kinetex PS C18). V pfipadé modifikovanych C18 stacionarnich fazi
(kolony Kinetex Polar a Kinetex PS), dochéazelo ke koelucim separovanych latek. Nejlepsi
volbou proto byla oktadecylsilikagelovd kolona Ascentis Express C18 plnéna povrchové
poréznimi casticemi. Jako mobilni faze byla vyuZzita smés methanolu a vody, kterd byla
okyselena kyselinou mraven¢i pro potlaceni disociace fenolickych kyselin. DalSimi
optimalizovanymi parametry byly podminky gradientové eluce a teplota kolony (30 az 40 °C).
P11 40 °C byla separa¢ni doba zkracena a zaroven nedochazelo ke koeluci sledovanych latek.
Optimalni eluce vybranych fenolickych latek bylo dosazeno za pomoci gradientové eluce

s prubéhem gradientu, ktery je uveden v tabulce 3 v experimentalni ¢asti.
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Pro detekci byl vyuzit hmotnostni spektrometr v MRM rezimu. Nejprve byly

optimalizovany jednotlivé parametry, jako je DP, CE a CXP. Prokazdou latku

byl optimalizovan a vybran jeden MRM piechod. Optimalizované parametry pro kvantitativni

ucely jednotlivych vzorkt jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu pohanky.
Q1 — m/z izolované na prvnim kvadrupolu, Q3 — m/z sledované na tfetim kvadrupoélu.
DP —deklasteracni potencial, CE — kolizni energie, CXP — vystupni potencial kolizni cely

Latka Znaceni Cas Q1 Q3 DP CE CXP
min m/z m/z \Y \Y \%
Hexéza Kkyseliny kavové 1 3,68 341 179 -90 -32 -5
3,4,dihydroxy-4-O-B-D- 2 3,75 315 153 -100  -28 -6
glukopyranosyl benzoova Kkys.
4-hydroxybenzoova Kys. 3 3,92 137 93 -55 -20 -5
3,4-dihydroxybenzoova kys. 4 4,00 153 109  -55 -20 -5
Hexodza kyseliny kavové 5 4,90 341 179 -90 -32 -5
Katechin 6 5,39 289 245 95 -22 -7
5,4,7-trimetoxyflavan 7 5,80 299 137  -50 -18  -10
Katechin hexéza 8 5,95 451 289  -100 22 -10
Chlorogenova kyselina 9 6,00 353 191 -95 -26 -5
Hexodza kyseliny kavové 10 6,10 341 179 -90 -32 -5
Prokyanidin B2-3-O-galat 11 6,37 729 407 -130 -40 -10
Prokyanidin trimer 12 6,54 865 289 -170  -54 -7
Swertiamakrosid 13 6,68 487 179  -130 40 -5
Kavova kyselina 14 6,74 179 135 -70 -22 -7
Epiafzelechin-4,6-epikatechin 15 6,75 561 289 -130 -26 -7
3,4,dihydroxy-4-O-B-D- 16 6,99 315 153 -100  -28 -6
glukopyranosyl benzoova kys.
Epikatechin 17 7,07 289 245  -100 -22 -9
Epiafzelechil-epiafzelechin- 18 7,56 833 289  -130 -36 -6
epikatechin
Epiafzelechin-epikatechin-O- 19 7,88 727 289 -130  -38 -8
methyl-galat
Epikatechin gallat 20 8,01 441 169 -100 -42 -12
p-kumarova kyselina 21 8,37 163 119 45 -18 -9
Orientin 22 8,71 447 327 -125 36 -11
Prokyanidin B2-dimetyl-galit 23 8,77 757 605 -130 -36 -6
Epikatechin-3-3-O-metyl galat 24 9,09 455 289  -100 -28  -10
Vitexin 25 9,35 431 283 -125 44 -7
Epiafzelechin-4,6-epikatechin 26 9,41 561 289  -130  -26 -7
m-Kkumarova Kkyselina 27 9,54 163 119 -40 -20 -7
Rutin 28 10,17 609 300 -180 -48  -13
Isokvercitrin 29 10,21 463 300 -125 -36 -9
Hyperosid 30 10,25 463 300 -145 40 -11
Epikatechin-O-3,4-dimetyl galat 31 10,37 469 319 -100 -28 -5
Kvercitrin 32 11,07 447 300 -130 -38 -7
Prokyanidin B 33 11,62 577 415 -170  -56 -8
Kvercetin 34 12,11 301 151  -110  -30 -3
Naringenin 35 12,25 271 151 -115  -26 -5
Dihydroxy-trimetoxyflavan 36 12,50 331 97 -90 -40  -10
7-hydroxyflavon 37 13,35 237 208 -130  -38 -9
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Kvantifikace fenolickych latek

Kvantitativni analyza byla provedena prostfednictvim metody vnéjsiho standardu —
pomoci kalibra¢ni kiivky. Jednotlivé parametry pro vSechny monitorované slouceniny jsou
uvedeny v tabulce 8. Koncentrace monitorovanych fenolickych latek ve vzorcich pohanky
jsou uvedeny v ptiloze tabulka P2. Regresni parametry linearnich zavislosti ploch pod pikem
na koncentraci latek (Gsek a smérnice) jsou uvedeny v tabulce 9. Pro nékteré latky nebyl
k dispozici ptislusny standard, proto byly kvantifikovany na dostupné standardy (tabulka 10).
Latky, pro které byl k dispozici autenticky standard, nejsou v tabulce 10 uvedeny.

Tabulka 9: Meze detekce, meze stanovitelnosti, smérnice, Usek a koeficient determinace pro
jednotlivé fenolické latky v pohance.

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

4-hydroxybenzoova 0,73 2,43 2200 £24 60 +12 0,9994
kys.

Syringova Kys. 8,55 28,5 11000 £ 2058 -300+ 101 0,9982
p-kumarova kys. 6,74 224 1780000 +£3195  -350+ 67 0,9992
Rutin 6,15 20,5 275900 + 271 -450 + 17 0,9991
Katechin 1,31 4,36 215950 £ 46 -6+ 1 0,9999
m-Kumarova Kkys. 5,85 19,4 2900000 £ 14119 96000 + 2036 0,9992
Kavova kys. 11,3 37,6 2955000 + 2981 229000 + 1833 0,9996
3,4-DHB 1,06 3,52 1840000 + 3502 -8300 =414 0,9990
7-hydroxyflavon 0,32 1,06 700000 + 5824 118000 + 2995 0,9931
Chlorogenova kys. 4,89 16,3 392000 + 4177 -300 + 209 0,9986
Naringenin 0,45 1,51 1260000 £ 2336 232900 + 562 0,9994
Epikatechin 1,04 3,46 256700 + 408 17500 + 923 0,9996
Kvercitrin 1,74 5,79 1114000 £ 12975 1200 + 359 0,9989
Hyperosid 0,85 2,84 461000 + 2679 3800 + 128 0,9993
Vitexin 2,10 7,00 148000 + 1809 220+ 11 0,9991
Orientin 1,99 6,66 293000 + 1443 5300 £ 274 0,9995
Isokvercitrin 0,98 3,26 814000 + 4219 21000+ 2138 0,9987
Kvercetin 2,01 6,69 1720000 + 2439 19500 + 107 0,9999
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Tabulka 10: Kvantifikace vybranych fenolickych latek v pohance na ptislusné standardy.

Standard Latka
Kavova kyselina Hexo6za kyseliny kdvové a swertiamakrosid
3,4-DHB 3.4,dihydroxy-4-O-B-D-glukopyranosyl benzoova kyselina
Katechin Katechin hex6za a prokyanidin trimer
7-hydroxyflavon 5,4,7-trimetoxyflavan a dihydroxy-trimetoxyflavan
Epikatechin Prokyanidin B2-3-O-galat, epiafzelechin-4,6-epikatechin, epiafzelechil-

epiafzelechin-epikatechin,  epiafzelechin-epikatechin-O-metyl-galat,
epikatechin galat, prokyanidin B2-dimetyl-galat, epikatechin-3-3-O-
metyl galat, epikatechin-O-3,4-dimetyl galat a prokyanidin B

Celkem byly analyzovany dva vzorky pohankovych zrn, a to Kroupa a Lamanka. Nejprve
byly porovnany extrakty pohankovych zrn a vliv kli¢eni.. Z vybranych fenolickych latek byly
v obou vzorcich pohanky zastoupeny zejména kyseliny 3,4-dihydroxybenzoova. benzoova,
p-kumarova a chlorogenové a hexo6za kyseliny kavové. Z flavonoidii zde byl nejvyssi obsah
rutinu, coz odpovida faktu, ze pohanka by méla byt jeho vyznamnym zdrojem. Naopak
hyperosid, kvercitrin, isokvercitrin, kvercetin, 7-hydroxyflavon a kyselina kdvova byly
ptitomny v nizkych koncentracich. Vyssi mnozstvi fenolickych latek bylo nalezeno ve vzorku
Lamanka, coz muze byt zpiisobeno technologickym postupem vyroby. Doba kliceni nemé
skoro zadny vliv na uvolnéni fenolickych latek z vazby na bunécnou sténu. Hodnoty jsou
v prubehu jednotlivych dnti kliceni téméf stejné, takze je dostacujici pohanku klicit pouze jeden
den. Ve srovnani s amarantem je pohanka vyznamnéj$im zdrojem fenolickych latek, a to
predevsim rutinu, coz odpovida skutecnostem uvedenym v publikacich [137,153,156].
Z hlediska produkce je dilezité, Ze mnozstvi fenolickych latek lze ovlivnit vybérem vhodné
odridy. Pro dosazeni vys§siho mnozstvi fenolickych latek je tedy vhodné vybirat odridy, které
jsou znamé jejich bohaty obsah. Dalsi vliv na obsah fenolickych latek mohou mit 1 faktory jako

je pida, podnebi a zplisob zpracovani (viz srovnani Kroupy a Lamanky). [148,152,156].

Spektrofotometrické metody
Antioxidacni aktivita byla méfena u vzorkli pohanky pomoci metod ABTS, DPPH
a FCM.

e ABTS a DPPH

Nejdiive bylo dilezité optimalizovat fedéni a objem extrakti. Ubytek absorbance byl
ve vSech ptipadech vypocitan podle nasledujiciho vztahu:

Aplank — A

Ubytek A = -100 [%)]

blank
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kde A4 je absorbance vzorku v Case a Apiank je absorbance slepého pokusu. Reakéni dobau ABTS
byla 10 minut a v ptipadé DPPH 30 minut.

V pribéhu tfidenniho kliceni byla u vzorkti Kroupa a Lamanka méfena antioxidacni
aktivita volnych fenolickych latek. U kazdého vzorku byly odebrany dva podily a kazdy
z téchto vzorkll byl zméfen tiikrat. Celkem bylo analyzovano 18 vzorkl. Kli¢eni probihalo
za laboratorni teploty. Z kazdého vzorku bylo navazeno trikrat 100 g, které byly tfikrat promyty
vodou o teploté 23 stupiii Celsia za pouziti sita. Zrna byla pfevedena do kadinek a zakryta
navlhéenym filtracnim papirem. Cela kadinka byla ptikryta hodinovym sklickem. Nasledujici
den byly odebrany 4 gramy od kazdého vzorku, které byly rozmixovany ve 40 ml 70% (v/v)
acetonu. Poté byla zrna opét tfikradt promyta vodou se stejnymi podminkami jako predchozi
den. Stejné jako u amarantu byl celkovy obsah fenolickych latek vyjadien jako mnoZstvi
kyseliny gallové na jeden gram suSiny pohankovych zrn. V ptipadé ABTS bylo davkovéano
10 ul (3krat fedéného) vzorku. Smés byla promichana a ponechdna 10 minut bez ptistupu
svétla, poté byl zméfen ubytek absorbance pii vinové délce 734 nm, ktery byl vztazen
k slepému pokusu. Rovnice regrese kalibra¢ni kiivky v zévislosti ibytku A na mnozstvi
Troloxu v ddvkovaném objemu byla y = 994,39x + 1,2857. Koeficient determinace byl 0,9989.
V ptipadé¢ DPPH bylo davkovano 30 ul (3krat fedéné¢ho) vzorku. Smés byla promichana
a ponechana 30 minut bez pristupu svétla, poté byl zméfen tibytek absorbance pii vinové délce
515 nm, ktery byl vztaZen k slepému pokusu. Rovnice regrese kalibra¢ni kiivky v zavislosti
ubytku A na mnozstvi Troloxu v davkovaném objemu byla y = 632,2x + 10,13. Koeficient

determinace byl 0,9912. Veskera navazena mnozstvi byla pfepocitana na suSinu (tabulka 11).

Tabulka 11: Mnozstvi vlhkosti béhem jednotlivych dni kli¢eni pohanky.

DEN ~ KROUPA1 KROUPA2 KROUPA3 LAMANKA1 LAMANKA2  LAMANKA3
I;LICENI 42,44 % 44,25 % 47,58 % 40,69 % 41,66 % 43,65 %
2 46,58 % 46,63 % 43,83 % 47,32 % 49,74 % 47,80 %
3 43,17 % 44,28 % 41,07 % 47,57 % 50,58 % 45,41 %

Na obrazku 21 lze vidét hodnoty TEAC pro vzorek Kroupa, ktery vykazuje vyssi
antioxida¢ni ucinky ve srovnani s Ldmankou (obrazek 22). U metody ABTS lIze pozorovat
vys$si antioxidaéni kapacitu extrakti nez u metody DPPH (obrazek 21, 22). Pti¢inou muize byt
selektivita DPPH cinidla, které nemusi reagovat se vSemi latkami pfitomnymi v extraktech.

Doba kliceni témét neovlivituje uvolnéni fenolickych latek z vazby na bunécnou sténu.
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Hodnoty v jednotlivych dnech se témét nelisi, proto sta¢i pohanku kli¢it pouze jeden den.
Pro vyrobce je vyznamné, ze antioxidacni aktivitu obou téchto rostlin lze ovlivnit podminkami

ristu a vybérem vhodné odrady.
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Obrazek 21: Antioxida¢ni kapacita vzorku Kroupa a vliv kli¢eni.
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Obrazek 22: Antioxidacni kapacita vzorku Lamanka a vliv kli¢eni.
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e FCM

Nejprve byl u vSech extraktll optimalizovan ddvkovany objem vzorku a reakéni doba
smési, které se liSily v zdsvislosti na analyzovaném vzorku. Pro stanoveni celkového mnozstvi
fenolickych latek byl zvolen optimalni objem 50 pl (3krat fedéného) extraktu pohanky. Reakéni

doba byla 30 minut. Nariist absorbance byl vypocitan dle nésledujiciho vztahu:
AA = A — Apiank

kde 4 je absorbance vzorku v ¢ase 30 min od pocatku reakce a Apankje absorbance slepého
pokusu ve stejném Case.

Vysledky ziskané pomoci ABTS a DPPH byly potvrzeny i pomoci metody FCM.
Na obrazku 23 Ize pozorovat podobny trend jako u pfedchozich dvou metod. Vzorek Kroupa
obsahoval vy$$i mnozstvi fenolickych latek nez vzorek Lamanka. Doba kliceni neméla vliv
na celkovy obsah fenolickych latek. Celkové byly provedeny dvé extrakce a tii nezavislé

pokusy kliceni (18 métent).

4 B kroupa ® l[amanka

kys. gallova [mg/g]
\S)

1. den 2. den 3. den

Obrazek 23: Celkovy obsah fenolickych latek sledovany u pohanky kroupy a pohanky
Lamanky po dobu tfi dni.
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1.7.3 Amarant
Optimalizace HPLC a HPLC/MS

Nejprve byla optimalizovana koncentrace kyseliny mravenc¢i v mobilni fazi, organicka
slozka mobilni faze a strmost gradientu. Pro stanoveni fenolickych latek byl vyuzit hmotnostni

spektrometr v MRM rezimu a jednotlivé parametry jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu amarantu.

Q1 — m/z izolované na prvnim kvadrupolu, Q3 — m/z sledované na tfetim kvadrupolu.
DP —deklasteracni potencial, CE — kolizni energie, CXP — vystupni potencial kolizni cely
Latka Znateni Cas Q1 Q3 DP CE CXP
min m/z m/z \Y \Y \Y
Glykosid 4-hydroxybenzoové k 1 1,98 299 137 -80 -20 -6
Glykosid 4-hydroxybenzoové k. 2 2,06 431 137  -100 -30 -5
Glykosid vanilové k. 3 2,16 329 167 -80 -20 -5
3,4-dihydroxybenzoova k. 4 3,05 153 109 -50 -20 -7
Glykosid vanilové k. 5 3,13 329 167  -115 -20 -5
Glykosid 4-hydroxybenzoové k. 6 3,27 299 137  -150 -20 -5
Glykosid ferulové k. 7 3,36 355 193 -75 -20 -6
Glykosid 4-hydroxybenzoové k. 8 3,37 299 137  -150 -20 -5
Glykosid 4-hydroxybenzoové k. 9 3,50 299 137  -150 -20 -5
Glykosid vanilové k. 10 3,58 329 167  -140 -20 -5
Glykosid vanilové k. 11 3,68 329 167  -140 -20 -5
Glykosid vanilové k. 12 3,97 299 167 -50 -20 -6
4-hydroxybenzoova k. 13 4,17 137 93 -50 -20 -3
Glykosid ferulové k. 14 4,35 355 193 -75 -20 -6
Kavova k. 15 4,55 179 135 -70 -20 -7
Vanilova k. 16 4,68 167 123 -50 -18 -5
Kaffeoylchinova k. 17 4,74 353 111 -50 -30 -7
Kaffeoylchinova k 18 4,92 353 111 -50 -30 -7
Rutin 19 5,48 609 300 -140 -48 -5
Kumaroylchinova k. 20 5,57 337 111 -50 -30 -7
p-kumarova k. 21 5,66 163 119 -45 -18 -9
Isokvercitrin 22 5,80 463 300 -160 -40 -6
Kumaroylchinova k. 23 5,83 337 111 -50 -30 -7
Feruoylchinova k. 24 5,91 367 173 -50 -20 -5
Kaempferol-rutinosid 25 5,98 593 285 -120 -40 -5
Feruoylchinova k. 26 6,06 367 173 -50 -20 -5
Ferulova k. cis 27 6,12 193 134 -45 -22 -11
Ferulova k. trans 28 6,46 193 134 -45 -22 -11
Myricetin 29 7 317 151 -125 -30 -9
Salicylova k. 30 7,94 137 93 -50 -20 -3
Kvercetin 31 8,19 301 151 -90 -30 -7
Kaempferol 32 8,55 285 185 -130 -36 -7

v ptipadé stejného nazvu latky se vzdy jedna o derivaty
Pro experiment byla vybrana rliznéa rozpoustédla jako je 70% (v/v) aceton a 80% (v/v)

methanol. Pro okyseleni rozpoustédla byla pouzita HCOOH. Nejvyssi obsah sledovanych

cvwr
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se 70% acetonem. Nasledné byl zkouman vliv dvojité extrakce na mnozstvi piitomnych
fenolickych latek, kde se po prvnim extrakénim kroku pfidala smés diethyletheru a ethylacetatu
v poméru 1:1 (v/v). Z dvodu nevytvoteni fadzového rozhrani v ptipadé€ pouziti 80% methanolu
v prvnim kroku byl testovan pouze 70% aceton. Dale byl testovan vliv ultrazvuku na G¢innost
extrakce. Souhrn vSech pouzitych extrakci je znazornén v experimentalni ¢asti v tabulce 4.
Pro optimalizaci separace byl vybran modelovy vzorek (E3, 80% methanol okyseleny
HCOOR), ktery mél vyssi obsah fenolickych latek. Bylo optimalizovano sloZzeni mobilni faze
(methanol, acetonitril), pratok mobilni faze, teplota kolony, pocateni koncentrace organické
slozky pfti gradientové eluci a strmost gradientu. Optimalni podminky separace jsou uvedeny

v experimentalni ¢asti v kapitole 1.6.3.6.

Kvantifikace fenolickych latek

Kvantitativni  analyza byla provedena prostiednictvim metody  vnéjSiho
standardu — pomoci kalibra¢ni kiivky. Vyslednd koncentrace vSech monitorovanych
fenolickych latek je uvedena v pfiloze (tabulka P3). Regresni parametry linedrni zavislosti
ploch pod pikem na koncentraci latek (usek, smérnice a koeficient determinace) jsou uvedeny
spolu s LOD a LOQ v tabulce 13. Na obrazku 24 je znazornéna optimalizovana separace
standardii fenolickych latek v amarantovém extraktu. Latky, pro které nebyl k dispozici
standard, byly stanoveny s vyuzitim strukturné podobnych dostupnych standardi (tabulka 14).

Slouc¢eniny s autentickym standardem nejsou v tabulce 14 zobrazeny.

Tabulka 13: Regresni parametry, meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé fenolické
latky obsazené v amarantu.

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

Kaempferol 2,17 7,23 670 + 88 6300+ 302 0,9964
Vanilova Kys. 7,95 26,5 50+ 17 -13000 £ 1347  0,9948
Ferulova kys. 2,87 9,56 1400+ 121 -51000 = 2066 00,9932
Kvercetin 8,63 28,8 9700 + 745 7000 + 1359 0,9951
Rutin 5,64 18,8 1550 + 46 4200 + 601 0,9989
3,4-DHB Kkys. 17,1 57,1 9900 + 844 143000 = 4038  0,9986
p-kumarova kys. 16,3 54,4 13000 +£2282 68000+ 5101  0,9909
Kavova kys. 10,2 34,1 10700 +438 194000 + 3040 0,9961
4-HBA Kkys. 47,6 158 6000 £ 1107  -357000 + 4361 0,9923
Salicylova kys. 74,7 248 35000 1491 73000 2045  0,9945
Myricetin 1,73 5,54 40+ 12 -11300 £ 537  0,9953

*absolutni ¢len je nevyznamny, pravdépodobnost je vétsi nez 0,05
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Z vybranych slou€enin byly v monitorovanych extraktech amarantu zastoupeny zejména
glykosidy kyseliny ferulové, vanilové a 4-hydroxybenzoové. Naopak salicylova kyselina,

vanilova kyselina, kvercetin a kaempferol se nevyskytovaly v koncentracich nad LOQ.

Tabulka 14: Kvantifikace fenolickych latek na dostupné standardy.

Standard Latka
4-HBA Glykosid 4-hydroxybenzoové kyseliny
Vanilova kyselina Glykosid vanilové kyseliny
Ferulova kyselina Glykosid ferulové kyseliny a feruoylchinova kyselina
Kavova kyselina Kaffeoylchinova kyselina
p-kumarova kyselina Kumaroylchinova kyselina
Kvercetin Isokvercitrin
Kaempferol Kaempferol-rutinosid
30
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Obrazek 24: Optimalizovana separace standardli amarantu.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm x 2,7 um), mobilni faze: ACN/H,O + HCOOH (pH 2,43),
gradient: 0 minut — 10 % ACN, 6 min — 37 % ACN, 7 min — 100 % ACN, pratok: 0,4 ml/min; davkovani: 2 pl,
teplota kolony: 40 °C, detekce: ESI/MS; MRM prechody viz tabulka 14. 4-3,4-DHB,
13—4-HBA, 15-kavova kyselina, 16—vanilova kyselina, 19-rutin, 21— p-kumarova kyselina, 27,28—ferulova
kyselina, 29-myricetin, 30—salicylova kyselina, 3 1-kvercetin, 32—kaempferol.
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Pro porovnani extrakti amarantu bylo analyzovano 15 riznych extrakti s dvojim
opakovanim (30 extraktl), které byly tfikrat zméfeny pomoci optimalizované HPLC-MS/MS
metody. Na obrazku 25 je wukdzka chromatografického zaznamu extraktu E3
(80% methanol + kyselina mravenci). Intenzita a koncentrace monitorovanych latek se zna¢né
lisi. V tomto extraktu se vyskytuji pfedevsim glykosidy fenolickych kyselin, zejména kyseliny
4-hydroxybenzoové (1, 2, 6, 8 a9), vanilové (3, 5, 10, 11 a 12) a ferulové (7 a 14). Z volnych
fenolickych latek 1ze zaznamenat vyskyt kyseliny 4-hydroxybenzoové (13) a p-kumarové (21).
Eluce kyseliny kumarové byla zaznamenana v retencnich Casech 5,66 a 6,08 minut, kdy
prostfednictvim srovnani reten¢niho ¢asu standardu a latky byl pfifazen kyselin€ p-kumarové
prvni pik (5,66) a v case 6,08 minut se jednalo pravdépodobné o jeji izomer. Dal§imi zastupci
byly kyselina 3,4-dihydroxybenzoova (4) a kavova (15). Kyseliny vanilova (16) a salicylova
(30) nebyly nalezeny v zddném vzorku. Déle byly zaznamenany derivaty kyseliny chinové jako
je kyselina kafeoylchinova (17 a 18), kumaroylchinova (20 a 23) a feruoylchinova (24 a 26).
Tyto kyseliny lze najit v pfirodnich matricich v riiznych izomernich formach. Vzorky
obsahovaly 1 nékteré flavonoidy jako je rutin (19) a kaempferol-rutinosid (25). Vyslednou
koncentraci sledovanych fenolickych latek v extraktech amarantu (E1-E10) Ize najit v ptiloze

(tabulka P3), z niz vyplyva, ze profil fenolickych latek je obdobny a rozdil je pouze v intenzité.
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Obrazek 25: Chromatografickd separace latek obsazenych v extraktu E3 (80% methanol
+ kyselina mravenci).

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm x 2,7 um); mobilni faze: ACN/H,O + HCOOH (pH 2,43),
gradient: 0 minut — 10 % ACN, 6 min — 37 % ACN, 7 min — 100 % ACN, pratok: 0,4 ml/min; davkovani: 2 pl,
teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI'/MS; MRM piechody viz tabulka 14. 1,2—glykosidy 4-HBA, 3—glykosid
kyseliny vanilové, 4-3,4-DHB, 5-glykosid kyseliny vanilové, 6,8,9—glykosidy 4-HBA, 7—glykosid kyseliny
ferulové, 10, 11-glykosidy kyseliny vanilové, 12—glykosid kyseliny vanilové, 13—4-HBA, 14—glykosid kyseliny
ferulové, 15-kavova kyselina, 17,18—kafeoylchinova kyselina, 19—rutin, 20,23—kumaroylchinova kyselina,
21—p-kumarova kyselina, 24,26—feruoylchinova kyselina, 25-kaempferol-rutinosid; 30—salicylova kyselina.

Pro vyvézani fenolickych latek z bunééné stény pseudoobilovin se pouziva kysela
a alkalickd hydrolyza. Porovnanim zaznaml hydrolyzovanych extraktl (obrazek 26) bylo
zjisténo, ze pii alkalické hydrolyze je dosaZzeno vyssich intenzit uvolnénych fenolickych latek.
Naopak kysela hydrolyza vykazovala vétsi pestrost fenolického profilu. Po alkalické hydrolyze
byly v extraktech nalezeny pifedevSim kyselina kavovd (15), p-kumarova (21)
a ferulova (27 a 28). U kyseliny ferulové se vyskytovaly dva piky, coZ bylo zplsobeno jeji
konfigurci -cis a—trams. Jelikoz se ve vzorku nachazi velké mnozZstvi kyseliny
4-hydroxybenzoové, tak hydrolytickym §tépenim vznikl velky pocet jejich glykosidi, a proto

ma na zdznamu nejvyssi intenzitu.
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Obrazek 26: Chromatograficka separace vazanych fenolickych latek po alkalické (A) a kyselé
(B) hydrolyze.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm x 2,7 um); mobilni faze: ACN/H>O + HCOOH (pH 2,43),
gradient: 0 minut — 10 % ACN, 6 min — 37 % ACN, 7 min — 100 % ACN, prutok: 0,4 ml/min, davkovani: 2 pl,
teplota kolony: 40 °C, detekce: ESI/MS, MRM piechody viz tabulka 10. 1-glykosid 4-HBA, 3—glykosid vanilové
kyseliny, 4-3,4-DHB, 12—-glykosid vanilové kyseliny, 13—4-HBA, 15-ké&vova kyselina, 16—vanilova kyselina,
17-kafeoylchinova kyselina, 20, 23—kumaroylchinova kyselina, 21-p-kumarové kyselina,

24,26 — feruoylchinova kyselina, 27,28—ferulova kyselina, 30—salicylova kyselina, 31-kvercetin, 32—kaempferol.
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Spektrofotometrické metody
Antioxidacni aktivita byla méfena u vzorkti amarantu pomoci metod ABTS a FCM.

Z divodu minimalni reakce extraktu s DPPH radikalem nebyla tato metoda vyuzita.
e ABTS

Pti stanoveni antioxidacni aktivity byl nejprve optimalizovan objem a fedéni extrakta.
V dusledku nizké antioxidacni kapacity extraktli z amarantu nebylo nutné fedéni a pro reakci
bylo vzdy davkovano 100 pl nefedéné¢ho extraktu. Pro natfedéni zasobniho roztoku ABTS byl
pouzit octanovy pufr (pH 4.3). Ubytek absorbance byl ve viech p¥ipadech vypoéitan podle
nasledujiciho vztahu:

Aplank — A

Ubytek A = 100 [%]

blank

kde A4 je absorbance vzorku v €ase a Apank je absorbance slepého pokusu. Reakéni doba ABTS
byla 60 minut.

Pro stanoveni antioxidacni aktivity bylo méteno 22 extraktl po péti opakovanich. Jelikoz
se pii alkalické hydrolyze pridava kyselina askorbova, ktera je antioxidantem, nebyl tento
extrakt z diivodu ovlivnéni vysledki m&fen. Ubytek absorbance u veskerych monitorovanych
extraktll byl pomoci rovnice regrese z kalibracni kiivky piepocitan na ekvivalentni mnozstvi

Troloxu.

Vysledna hodnota celkové antioxidacni aktivity byla vztaZzena na (1 g amarantovych zrn

dle nésledujiciho vztahu:

aktivita vzorku (umol Troloxu)
m (g)

TEAC (pmol/g) = R

kde m je navaZka vzorku amarantovych zrn a fr je faktor zahrnujici davkované mnozstvi

extraktu vzorku a fedéni. Obrazek 27 zndzorfiuje antioxidacni aktivitu pro rozdilné typy

extrakce a pfipravy.
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Obrazek 27: Antioxidacni aktivita fenolickych latek rliznych extrakti ziskanych ze vzorki
amarantovych zrn.

Na obrazku 27 Ize vidét, Ze nejvétsi antioxidacni aktivitu vykazovaly extrakty okyselené
HCOOH (E1, E3, E4, E6 a E7). Extrakty, které nebyly okyselené (E2 a ES), mély nizsi hodnoty
TEAC. Hodnoty TEAC u extraktii E1, E3, E4, E6 a E7 ptipravenych jednokrokovou exktrakci
extrakci, kde po extrakci methanolem nésledovala extrakce smési diethyletheru a ethylacetatu
(E8, E9 a E10), kde se ptedpoklada, ze fenolické latky nepiesly do organické Casti extraktu.
Dale 1ze porovnat vliv ultrazvuku na antioxida¢ni aktivitu, ktera v pfipad€ pouziti methanolu
(E4) vzrostla. U vicekrokovych reakei byla hodnota TEAC vyssi v pfipadé tfepani (E8 a E9)
nez pii vyuziti ultrazvuku (E10). Extrakt po kyselé¢ hydrolyze mél srovnatelnou hodnotu TEAC
jako extrakty bez okyseleni E3 a ES5. Pfesné hodnoty TEAC jsou uvedeny v ptiloze (tabulka
P4).
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e FCM

Nejdiive byl u vSech extraktli optimalizovan ddvkovany objem vzorku a reakéni doba
smési, které se liSily v zasvislosti na analyzovaném vzorku. Pro stanoveni celkového mnozstvi
fenolickych latek byl zvolen jako optimalni objem 100 pul. Reakéni doba byla 30 minut. Nartst

absorbance byl vypocitan dle nésledujiciho vztahu:

AA = A — Apiank

kde 4 je absorbance vzorku v ¢ase 30 min od pocatku reakce a Apankje absorbance slepého
pokusu ve stejném Case.

Ke stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek bylo vybrano 10 typlt extraktl
amarantovych zrn a jeden kysele hydrolyzovany extrakt. Kazdy extrakt byl ptipraven dvakrat,
takze bylo analyzovéano celkové 22 extraktii. Alkalicky hydrolyzované vzorky nemohly byt
zméfeny z diivodu ptitomnosti kyseliny askorbové.

Na obréazku 28 je ukdzka sloupcového grafu, kde je mozné pozorovat vliv riiznych typt
celkového mnozstvi fenolickych latek béhem extrakce a zaroven veétsi reaktivitu
s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem. Nizky obsah fenolickych latek u extraktu E7 byl nejspis
zpiisoben nedokonalou extrakci nebo piipadnou chybou béhem ptipravy. Stejné jako u ABTS
byl nejmensi obsah fenolickych latek pozorovan u vicekrokovych extraktl (E8—E10), kde
po extrakci methanolem nasledovala extrakce smési diethyletheru a ethylacetatu. Hodnoty ES,
E9 a E10 byly v rozmezi 0,11-0,24 mg/g. U neokyselenych methanolovych (E2) a acetonovych
extraktli (ES5) nebyl pozorovan zadny rozdil. Hodnoty GAE (ekvivalent kyseliny gallové)
okyselenych extrakti byly vSak vyssi. V experimentu bylo pozorovano, ze okyseleny
methanolovy extrakt (E3) vykazoval lepsi vysledky neZ okyseleny acetonovy extrakt (ES).
Obdobn¢ jako u metody ABTS zvysila HCOOH uc¢innost methanolové extrakce (E1, E3 a E4)
a obdobné 1 plsobeni ultrazvuku zvysilo hodnoty v ptipadé¢ methanolu (E4), ale ne u extrakci
acetonem (E7, E10). OvSem u vicekrokové extrakce se ultrazvukem mnozstvi fenolickych latek
snizilo. VesSkeré vysledky celkového mnozstvi fenolickych latek Ize najit v ptiloze
(tabulka P3). Na obrazku 29 je znazornén graf linearni regrese zavislosti koncentrace
ekvivalentu kyseliny gallové (GAE, metoda FCM) na koncentraci TEAC (metoda ABTS),

z kterého vyplyva silnd korelace mezi naméfenymi hodnotami pomoci ABTS a FCM.
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Z hlediska metody FCM byl hlavni rozdil pozorovan u neokyselenych extrakti E2 a ES, kde
byla intenzita vyrazné¢ nizsi nez u okyselenych.
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Obrazek 28: Celkové mnoZstvi fenolickych latek rGznych extraktl ziskanych ze vzorki
amarantovych zrn.
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Obrazek 29: Zavislost mezi celkovym mnozstvim fenolickych latek (FCM metoda) a celkovou
antioxidac¢ni aktivitou (ABTS metoda).
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1.8 ZAVER

Kvalitativni a kvantitativni profil fenolickych latek v potravinach a potravinovych
surovinach je obvykle stanovovan pomoci HPLC-MS po jejich predchozi izolaci extrakénim
systétmem kapalina-kapalina nebo kapalina-pevna latka. Analyza medovin byla provedena
na oktadecylsilikagelové koloné, kde bylo za 6 minut rozseparovano 23 latek. Z divodu
potlaceni disociace fenolickych kyselin tvofila vodnou ¢ast mobilni faze deonizovand voda
okyselena kyselinou mravenci a organickou casti mobilni faze byl acetonitril. Identifikace
fenolickych latek byla provedena pomoci HPLC-MS analyzy pii snimani zédpornych ionti.
Pro ptesnéjsi strukturni informace bylo nésledné vyuzito tandemové hmotnostni spektrometrie,
kde byl pro kazdou latku optimalizovan a vybran jeden MRM piechod. Pro kvantitativni
analyzu bylo vyuzito metody vnéjsiho standardu. Z valida¢nich parametri byla stanovena
pfesnost, spravnost a opakovatelnost metody, koeficient determinace, linearita, LOD a LOQ.
Vysledky stanoveni fenolickych latek v medovindch byly podrobeny analyze hlavnich
komponent, kde bylo vybrano 10 proménnych (kvercetin, kyselina 3,4-dihydroxybenzoova,
vanilin, salicylova, kavova, gentisova, p-kumarova, ferulova, chlorogenova a m-kumarova).
Cilem této analyzy bylo zkoumani vlivu pivodu vzorku a jeho zpracovani na obsah fenolickych
latek. Z vysledka vyplyva, Zze medoviny od véelaii maji vSeobecné vyssi celkovou koncentraci
fenolickych latek nez ty zakoupené v obchodnich sitich. Extrakty medovin byly podrobeny
analyze hlavnich komponent, z které lze konstatovat, ze hlavni komponenta PC1 odpovida
celkovému mnozstvi fenolickych latek ve vzorcich medovin a vSechny vzorky jsou
timto faktorem ovlivnény. Podle grafu komponentniho skore byly extrakty medovin rozdéleny
dle koncentrace fenolickych latek do mensSich shlukii. Nejvyssi koncentraci fenolickych latek
z vybranych vzorkd medovin mély dvé medova vina (¢. 7 a 9), ktera jsou specificka pridavkem
ovocné §tavy béhem vyrobniho procesu. Diivodem je, Ze ovoce obsahuje dalsi fenolické latky
(naptiklad kvercetin), které se béZzn¢ v medovin€ nevyskytuji. Naopak vzorky medovin €. 15,
18 a 19 obsahovaly velmi nizkou celkovou koncentraci fenolickych latek. VSechny tfi vzorky
byly béhem vyrobniho procesu vatfeny, takze pfi¢inou mohla byt degradace fenolickych latek.
U vzorki pfipravenych z lesnich medt byla objevena vyssi koncentrace kyseliny salicylové,
ktera je soucasti medovice. Vzorek €. 15 obsahoval vysokou koncentraci vanilinu, pouzivaného
jako ochucovadlo a nizkou celkovou koncentraci fenolickych latek. Pfi¢inou mohlo byt pouZziti
nekvalitniho medu nebo mensiho mnozstvi béhem vyrobniho procesu. Lze tedy konstatovat,
ze béhem vyroby této medoviny nebyla dodrzena spravnd vyrobni praxe a jedna se o falSovany

produkt.
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Pro analyzu pseudoobilovin byla pouzita oktadecylsilikagelovd kolona, kde bylo
v pripad¢ pohanky rozseparovano 37 latek za 14 minut a u amarantu 32 latek za 9 minut. Stejné
jako pfi analyze medovin byla z divodu potlaceni disociace fenolickych kyselin vodna cast
mobilni faze okyselena kyselinou mravenci. Organickou ¢asti mobilni faze byl u pohanky
methanol a v pfipadé amarantu acetonitril. Pro identifikaci fenolickych latek bylo vyuzito
HPLC-MS-MS analyzy v MRM rezimu. Pro kvantitativni Gcely byla pouzita metoda vné&jSiho
standardu. Cilem analyzy fenolickych latek v extraktech pohanky bylo porovnat dva termicky
neupravené vzorky (Kroupa a Lamanka), které se liSily technologickym postupem a vliv kli¢eni
na obsah fenolickych latek. Vyssi obsah fenolickych latek byl nalezen v extraktech Lamanky,
coz mohlo byt zplisobeno pravé technologickym postupem, kdy jsou v tomto ptipadé zrna
rozdrcena na mensi kousky nez u Kroupy. Pti vyzkumu vlivu kliceni bylo zjiSténo, ze v ptipadé
prvniho dne doslo k vyraznému nariistu obsahu fenolickych latek a v prabéhu dal$ich dni
kliceni bylo dalsi zvySeni obsahu fenolickych latek zanedbatelné. Lze tedy konstatovat, ze doba
kliceni neméd témét zadny vliv a je dostaCujici kli¢it pohanku pouze jeden den.
V pseudoobilovinach se fenolické latky vyskytuji ve volné i vdzané formé, proto byla v piipadé
amarantu pouzita hydrolyza, ktera uvolnila vazané fenolické kyseliny z vazeb. U nékterych
kyselin doslo béhem hydrolyzy k rozkladu a uvolnéni z vazanych forem. Dale se testoval vliv
extrak¢nich ¢inidel na obsah fenolickych latek, kde byl nejlepsi volbou 80 % methanol. U obou
pseudoobilovin bylo prokazano, Ze okyseleni zvySuje u¢innost extrakce. V ptipad¢ amarantu
byla porovnana kyseld i alkalickd hydrolyza. Kyseld hydrolyza poskytla vétsi pestrost
fenolického profilu, zatimco alkalickd vysSi intenzity monitorovanych fenolickych latek.
U obou pseudoobilovin byla stanovena antioxidacni aktivita pomoci metod ABTS, DPPH
aFCM. V pfipadé¢ amarantu bylo dokazéno, Ze nejvy$$i hodnoty antioxidacni aktivity
1 celkového mnozstvi fenolickych latek vykazuji extrakty s pfidavkem kyseliny mravenci,
extrakce diethyletherem a ethylacetatem. Z hlediska porovnani téchto dvou pseudoobilovin 1ze
konstatovat, Ze amarantova zrna se vyznacuji nizSim obsahem fenolickych latek bez ohledu

na pouzitou extrakci.
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2 STANOVENI PESTICIDU VE VODACH, MEDU,
MEDOVINACH A V OVOCI

2.1 PESTICIDY

FAO (Food and Agriculture Organization) formuluje pojem pesticid jako organickou
nebo anorganickou sloucCeninu pfipadné jejich smeés, ktera se vyuziva piedevSim
v zemé&délském primyslu a slouzi jako prevence pred vyskytem nezadoucich organismi
(plevele, skidci atd.). Obecné 1ze tedy pesticidy povazovat za slouceniny toxického charakteru,

které hubi vybrané zivé organismy [1].

2.1.1 Klasifikace pesticidi

Pesticidy se déli do vybranych tfid dle nékolika rozdilnych kritérii. Podle zptsobu
proniknuti G¢inné latky k nezddoucicimu organismu se klasifikuji na kontaktni, systémové,
kombinované a kvazi-systémové. Pod toto rozdéleni se tadi pouze pesticidy, které jsou
vyuzivany k hubeni rostlinnych pleveld, z nichz nejvyznamnéjsi skupinu tvoii herbicidy [2-4].
V ptipad¢ kontaktnich pesticidi se uclinna latka aplikuje postfikem na vybrané misto
anedochazi k transportu pomoci cévnich svazkl,, proto je doba mezi aplikaci ptipravku
a sklizni vybrané plodiny vyrazné krat$i v porovnani se systémovymi pesticidy. Uéinnost
kontaktnich pesticidli zavisi na klimatickych podminkéch a hlavni nevyhodou je aplikace
pesticidu na $patn¢ dostupna mista (husté porosty, spodni strana listi atd.). Systémové pesticidy
jsou transportovany pomoci cév do celého systému rostlin. Kutikuldrni pteneseni pesticidu
se déli na akropetalni (od kofenového systému nahoru) a bazopetalni (od vrchni €asti rostliny
doltt). Kombinované vyuzivaji kombinaci systémovych i kontaktnich pesticidi a jejich hlavni
vyhodou je vyssi uc¢innost. Posledni skupinou jsou kvazi-systémové pesticidy, kde se u€inna
latka nakumuluje na vnéjsi strané list (v kutikule) a nasledné se odpatuje [5].

DalSim kritériem klasifikace pesticidi je jejich plvod. Pesticidy mohou byt pfirodni
nebo syntetické, pri¢emz pfirodni jsou povaZzovany za méné¢ Skodlivé a daji se pouzit
opakovan¢. Syntetické pesticidy jsou vyrobeny v laboratofich a ptedstavuji daleko vétsi
ekologické riziko. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce syntetickych pesticidi patii organofosforové
pesticidy (karbamatové, organochlorové, organofosfatové a pyrethroidové) a do kategorie
pfirodnich tadime mikrobidlni a biochemické pesticidy a protektanty inkorporované

do rostlin [4].
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V neposledni tadé¢ délime pesticidy podle typu cilovych nezadoucich organismil
na zoocidy, herbicidy a fungicidy. Zoocidy jsou pesticidy zaméfené na zivocichy a zahrnuji
nekolik podskupin: nematocidy, insekticidy, moluskocidy, rodentocidy a avicidy.
Nejvyznamné;jsi skupinou zoocidi jsou insekticidy, které jsou dale déleny na akaricidy, aficidy,
ovicidy a larvicidy. Kromé& zakladni klasifikace je zde i n€kolik specialnich tfid, mezi které
patii algicidy, arboricidy a antimikrobidlni pesticidy (virucidy a baktericidy). Herbicidy jsou
latky, které se pouzivaji k hubeni pleveli a likviduji veSkeré rostliny. Mezi nejvyznamné;jsi
zastupce se fadi chlore¢nan sodny. Dalsi skupinou, ktera je podrobné&ji popsana v nasledujicich
podkapitolach, jsou fungicidy, které se vyuzivaji k hubeni plisni a chorob. V této kapitole

budou popsany pouze tiidy pesticidl, které souvisi s experimentalni ¢asti prace [1-4].

Insekticidy

Insekticidy jsou pesticidy s neurotoxickym u¢inkem vyuzivané pro likvidaci hmyzu
adalSich clenovcli. Hubeni S$kiidce probihd dychacimi cestami, travici soustavou
nebo povrchem téla, kdy dojde k ochrnuti centrdlniho nervového systému. Lze je rozdélit
na pfirodni a syntetické. Mezi pfirodni patfi nikotin, rotenon a pyrethrum a mezi syntetické

organochlorové, karbamatové, organofosforové a pyrethroidové pesticidy [1-5].

e Neonikotinoidy

Neonikotinoidy jsou chemicky odvozené od nikotinu a jejich uc¢inek zavisi na chemickeé
struktufe. Déli se do tfi skupin na N-nitroguanidiny, N-kyanoguanidiny a nitromethyleny. Tyto
skupiny se lisi toxicitou, kdy N-kyanoguanidiny jsou méné toxické neZ N-nitroguanidiny
a nitromethyleny [6,7]. Vyhoda neonikotinoidnich insekticida v ptipad€ hubeni Skiidct je jejich
rozpustnost ve vodé, kterd usnadiiuje piistup do pidy a transport rostlinami pomoci cévnich
svazkl [8], ale zarovenn muiZze zpusobit i kontaminaci podzemnich vod [9]. Rozpustnost
neonikotinoidll ve vodach z4visi na vlastnostech vybraného pesticidu, teploté a pH vody [10].
Tyto pesticidy se vyuZivaji k oSetfeni obilovin, fepky a cukrové fepy. Plivodné bylo komercné
dostupnych 7 neonikotinoidovych insekticidi: imidakloprid, acetamiprid, dinotefuran,
thiakloprid, thiamethoxam, nitenpyram a klothianidin [4]. OvSem jejich pouziti bylo negativné
spojeno s ekologickymi ucinky na véelu medonosnou, a to hlavné v ptipadech neonikotinoidi
Proto v unoru 2018 zvefejnil Evropsky ufad pro bezpecnost potravin novou zpravu, kde
poukazuje na nebezpec¢i neonikotinoidl pro vcely. V dubnu 2018 se ¢lenské staty Evropské

unie rozhodly zakazat ve venkovnim prostiedi pouziti tfi hlavnich neonikotinoida (klothianidin,

101



imidakloprid a thiamethoxam). V roce 2020 byl zakazan i thiakloprid. Dnes tedy lze legalné
vyuzivat pouze acetamiprid [5,6,7,11].

Imidakloprid

Tento insekticid se systematickym nézvem  1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-
nitroimidazolidin-2-ylideneamin (obrazek 30) patii mezi N-nitroguanidiny a byl schvalen
pro ochranu 140 plodin ve vice nez 120 zemich. Imidakloprid je fazen mezi systémové
insekticidy, které blokuji nikotinové acetylcholinové receptory, a zpusobuje otevieni
sodikovych kanal, coz vede ke smrti hmyzu. Polo¢as rozpadu imidaklopridu v ptudé
se pohybuje od 18 do 31 dnt, v zavislosti na podminkach prostfedi. Ze vSech vybranych
neonikotinoidli je dokonce povazovdn za nejvice toxicky a pfedpokladd se, Ze pouziti
imidaklopridu je zodpovédné za celosvétovy pokles populaci véely medonosné [12].

\ N/</NH
J

Cl N
Obrazek 30:Struktura imidaklopridu.

Acetamiprid

Struktura acetamipridu (N-[(6-chlor-3-pyridyl)methyl]-N'-kyano-N-methylacetamidin)
je zndzornéna na obrazku 31. Acetamiprid je fazen do chloronikotinylové podtiidy
neonikotinoidovych pesticidii a obsahuje kyanoguanidinovy zbytek, ktery je farmakoforem.
Zajimavou charakteristikou acetamipridu jako zastupce N-kyano-substituovanych
neoniktinoidd je, ze na rozdil od N-nitro-substituovanych isonikotinoidd jako jsou napf.
clothianidin, dinotefuran, imidacloprid, thiamethoxam nebo nitenpyram, je méné toxicky pro

vcely medonosné. Jeho polocas rozpadu v piidé se pohybuje v rozmezi od 1 do 9 dni [13,14].

CH,
N
NN =
X [Tj N/
_ CH,

Cl N

Obrazek 31: Struktura acetamipridu.
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Thiakloprid

Thiakloprid (obrazek 32) je neurotoxicky insekticid vyuzivany ve vice nez 50 zemich.
Radi se mezi N-kyanoguanidiny, proto je v porovnani s ostatnimi neonikotinoidy méné toxicky
pro vcely. Jako vSechny neonikotinoidy plisobi na nervovy systém hmyzu jako agonista
nikotinového acetylcholinového receptoru (nAChR). Vykazuje vysokou rozpustnost ve vodé
a jeho polocas rozpadu v pad¢ je 11 az 27 dnti. V roce 2018 byl thiakloprid zakdzan ve Francii
a vroce 2020 nebylo schvaleno ani jeho pouzivani v souladu s nafizenim Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 o uvedeni l1é¢ivych pfipravkl na trh z hlediska ochrany
rostlin na trhu [14-16].

Cl N
Obrazek 32: Struktura thiaklopridu.

Thiamethoxam

Thiamethoxam (obrdzek 33) je prvni komercni neonikotinoidovy insekticid
z thianikotinylové podtiidy, ktery byl objeven v roce 1985. Béhem zkoumani novych variaci
nitroimino-heterocyklu imidaclopridu, vykazovaly 4-nitroimino-1,3,5-oxadiazinany vysokou
insekticidni aktivitu a z nich byl nakonec thiamethoxam identifikovan a vybran jako nejlepsi
sloucenina pro celosvétovy vyvoj. Vyznacuje se vyjime¢nymi charakteristikami a poskytuje
kontrolu nad Sirokou Skalou komeréné vyznamnych skiadct (mSice, molice, tfdsnénky, brouci
a dratovci a nékteré druhy lepidopterantl). Kromé toho slouzi jako prevence pro pienos
nékterych virti. Thiamethoxam byl vyvinut jak pro aplikace na list nebo plidu, tak 1 jako oSetfeni
osiva pro vétSinu zemédélskych plodin po celém svété. Mezi jeho vyhody patii nizké
davkovani, flexibilni metody aplikace, vynikajici Gi¢innost, dlouhotrvajici zbytkova aktivita

a pfiznivy bezpecnostni profil [17].
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Obrazek 33: Struktura thimethoxanu.

Klothianidin

Klothianidin, C(E)-N-((2-chlor-5-thiazolyl)methyl)-N-dimethyl-N-nitroguanidin,
znadzornény na obrazku 34, je primarni metabolit thiamethoxamu a derivat nitroguanidinu.
nejcastej$i vyuziti je aplikace postfiku na list a oSetfeni semen. Do zdkazu v roce 2018 byl
klothianidin registrovan ve vice nez 40 zemich. Vykazuje nizkou toxicitu a vysokou selektivitu
proti Sirokému spektru hmyzu, véetné sajiciho a zraciho hmyzu a nékterych lepidopteranti.
Béhem vyzkumu v oblasti neonikotinoidnich insekticidii byl nejprve pfipraven nitenpyram
(derivat nitromethylenu s otevienym fetézcem), ktery vykazoval silnou aktivitu proti skiiddeiim
Hemiptera a Thysanoptera a jeho modifikace vedla k syntéze klothianidinu (derivat
nitroguanidinu). Klothianidin se vaze s vysokou afinitou na nikotinové receptory hmyzu. Je
zajimavé, Ze klothianidin vykazuje zvySenou agonistickou G¢innost na cholinergni neurony

kultivované z centralniho nervového systému larev ve srovnani s imidaclopridem [18,19].
N

cl —</ |
S

Obrazek 34: Struktura klothianidinu.

Pyrethroidy
Pyrethroidni insekticidy jsou odvozeny od pyrethrinil neboli pfirodnich insekticida, které
se nachazeji v kvétinach chryzantém. Pyrethriny jsou estery cyklopropankarboxylové kyseliny

a cyklopentenolonového alkoholu, které byly synteticky modifikovany tak, aby zvysily
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insekticidni Uc¢innost a prodlouzily Zivotnost insekticidu v pfitomnosti vody, vlhkosti
a slune¢niho svétla. Chemické struktury pyrethroidd jsou podobné a zachovavaji si slozeni
esencialnich kyselin nebo alkoholu pyrethrinii. Z geografického hlediska existuje vice nez 12
registrovanych pyrethroidi, které se pouzivaji v zemédélstvi nebo veterinarnich a Iékaiskych

aplikacich. Mezi nejznamé;jsi patii deltamethrin a T-fluvalinat [20].

Deltamethrin

Deltamethrin, (S)-alfa-kyano-3-fenoxybenzyl-(IR)-cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-
dimethylcyklopropankarboxylat (obrazek 35), je synteticky pyrethroid typu II, ktery se pouziva
jako insekticid a akaricid na celém svéte. Je to jeden z nejucinnéjSich znamych insekticidu a je
Siroce pouzivan k potlaceni Sirokého spektra ektoparaziti (v$i, mouchy a klistata). Slouzi
jako prevence pred Skidci a parazity v suchozemskych a akvakulturnich zivocisnych
primyslech. V Indii a dalSich rozvojovych zemich WHO (Svétova zdravotnicka organizace)
se deltamethrin vyuzivd pii vyrobé insekticidnich moskytiér, kde plsobi na komary,
které pienaseji virus Zika a virus Dengue. Omezenim prodeje insekticidii na bazi organofosforu

se vyrazn¢ zvysilo uzivani pyrethroidii v oblasti zemedélstvi [21].

Br CH,
Br CHy

Obrazek 35: Struktura deltamethrinu.

T-fluvalinat

T-fluvalinat ((RS)-a-kyano-3-fenoxybenzyl N-(2-chlor-a,a,a-trifluor-p-tolyl)-D-valinat,
obrazek 36) patii mezi syntetické pyrethroidni pesticidy. Jedna se o stabilni, net€kavou latku,
ktera se obvykle pouzivad k hubeni zeméd¢€lskych Skudcii. Jeho zakladni charakteristiky jsou
vysoka ucinnost, kratkodoba rezidudlni aktivita a nizka toxicita pro savce. Je vysoce U¢inny
proti rozto¢im rodu Varroa. T-fluvalinat je aktivni slozkou komerénich piipravkll Apistan,
Mavrik a Klartan, z nichZ pouze Apistan je schvélen pro vcelaiské vyuziti, zatimco ostatni

se pouzivaji pouze v zemédelstvi. T-fluvalinat je od roku 1988 celosvétove pouzivan k prevenci
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varrdzy. Mnozstvi T-fluvalinatu aplikovaného v kazdé kolonii se li§i podle pouzité aplikacni
techniky. Doporucenou aplikaci je umisténi dvou prouzkli Apistan (800 mg Al na prouzek)

do kolonie po dobu 4-8 tydnii, jednou nebo dvakrat rocné [22,23].

N
Cl 0 fl
.
0
Sone
i H,C~ CH,
o

Obrazek 36: Struktura T-fluvalinatu.

Fungicidy

Fungicidy jsou pesticidy vyuzivané pro hubeni ¢i inhibici rastu hub, plisni, jejich spor
a onemocnéni s nimi souvisejicimi. Nejbéznéjs$i t¢inna latka fungicidi je méd’. Lze je délit
na pfirodni a syntetické. Z hlediska struktury klasifikujeme fungicidy na benzimidazoly,
N-arylkarbamaty, acylalaniny a fungicidy jim piibuzné, anilinopyrimidiny, organofosfaty
a fungicidy jim pfibuzné, probenazol, dikarboimidy, phenylpyrroly, arylkarboxanilidy,
methoxy-akrylaty a latky jim piibuzné a nehomogenni skupinu latek, kterd neni fazena

do jmenovanych kategorii [24].

Karbendazim

Karbendazim  (methyl N-(1H-benzimidazol-2-yl)karbamat, obrazek 37) je
Sirokospektralni fungicid, ktery se pouziva v zemédélstvi u ekonomicky vyznamnych plodin.
Aplikuje se na semena, listy a plody po sklizni. Zptsob uc¢inku karbendazimu je zalozen
na inhibici polymerace mikrotubuld v bunikach prostfednictvim B-tubulinu, coZ zplsobuje
naruSeni mikrotubulil a segregace chromozoml béhem déleni bunék. Dale souvisi s hlavnimi
lidskymi chorobami, jako je rakovina a u nékterych savcl vyvolavéa embryotoxicitu, apoptdzu
zarode¢nych bunck, teratogenezi, neplodnost, hepatocelularni dysfunkci, hematopoézu
a vyvojovou toxicitu. Karbendazim je vysledek degradace benomylu a thiofanit-methylu,
coz jsou dalsi fungicidy bézné pouZzivané v zeméd¢€lstvi. V zavislosti na okolnim prostiedi je

polocas rozpadu pfiblizné€ 3 dny az 12 mésici [25].
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Obrazek 37: Struktura karbendazimu.

Epoxykonazol

Epoxykonazol (cis-l-[[3-(2-chlorfenyl)-2-(4-fluorfenyl) oxiranyl] methyl]-1H-1,2,4-
triazol, obrazek 38) je triazolovy fungicid. Plsobi jako inhibitor biosyntézy ergosterolu,
¢imz narusSuje syntézu bunécné membrany hub. Pouzivad se jako Sirokospektralni fungicid
s preventivnim a 1éfebnym uU¢inkem =z hlediska kontroly chorob zpusobenych

vieckovytrusnymi, stopkovytrusnymi a nedokonalymi houbami v obilovinach, cukrové fepé¢,

arasidech, fepce olejné, jablkach a okrasnych rostlindch [26]. Je vysoce ucinny i pfi nizkych

aplika¢nich davkach 25-125 g [27].

Obrazek 38: Struktura epoxykonazolu.

Metkonazol

Metkonazol (5-(4-Chlorbenzyl)-2,2-dimethyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)
cyklopentanol, obrazek 39) je inhibitor demethylace ergosterolu, ktery byl vyvinut v roce 1992
a pouziva se pti hubeni rzi pSeni¢nych listh a Brani¢natky pSeni¢né atd. Obsahuje dvé chirdlni
uhlikova centra, dva pary enantiomerii a dva diastereoisomerni pary. Je stabilni ve vodném
prostiedi s polocasem rozpadu 1-15 dni a 116-814 dnid ve vod¢, respektive v sedimentech.

Jeho perzistence a akumulace v necilovych organismech je velmi vysoka. [28].
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Obrazek 39: Struktura metconazolu.

Prochloraz

Prochloraz  (N-propyl-N-[2-(2,4,6-trichlorfenoxy) ethyl] imidazol-1-karboxamid,
obrazek 40) je imidazolovy fungicid, ktery se pouziva k ochrané rostlin vici Sirokému spektru
hub, jako je Magnaporthe oryzae. Narusuje syntézu ergosterolu inhibici cytochromu
P450 (CYP) 14a-demethylazy (CYPS51) prostfednictvim interakce se Zelezem v hemovém
kofaktoru, ¢imz Uc¢inné oslabuje bunééné¢ membrany hub. Prochloraz je povazovan
za slouCeninu naruSujici endokrinni systém, protoze je antagonistou androgenniho

receptoru [29,30].

Cl Cl

Cl

Obriazek 40: Struktura prochlorazu.
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Fenhexamid

Fenhexamid  (N-  (2,3-dichlor-4-hydroxyfenyl) = methylcyklohexankarboxamid,
obrazek 41) je fungicid, ktery patii do skupiny derivati hydroxyanilidi a predstavuje hlavni
ucinnou latku komeréné dostupného fungicidniho ptipravku TELDOR 500. Je schopen
inhibovat enzym methylsterol monooxygendazy, ktery katalyzuje nezbytnou biosyntézu sterolu
v né¢kolika zemédé€lsky vyznamnych plisnich, zejména z rodu Botrytis [31].

OH

HC |
NH Cl
Cl

Obrazek 41: Struktura fenhexamidu.

2.1.2 Izolace pesticida

Pesticidy se izoluji z matrice pomoci extrakce organickym rozpoustédlem (piipadné
smési vice rozpoustédel). Volbu rozpoustédla ovlivituje vlhkost, obsah lipidii a polarita rezidui.
Polarni rozpoustédla jako je methanol, aceton nebo acetonitril se vyuzivaji pti nizsi koncentraci
lipidh a vyssi vlhkosti. Pii izolaci pesticidi se nejéastéji vyuziva metod SPE, LLE, QUEChERS
a SFE. Béhem LLE extrakce je pro lepsi homogenizaci vzorku med zfedén vodou piipadné
smési vody a rozpoustédla. Pesticidy jsou extrahovany dle své polarity. Pro zvySenni i€innosti
extrakce se vzorek Casto okyseluje. Pomoci SPE lze najednou zpracovat vice vzorkl a je zde
moznost 1 automatizace procesu. Dalsi variantou je metoda QuUEChERS. Metoda se sklada
ze dvou zdkladnich krokii, nejprve dojde k extrakci pesticidu ze vzorku medu pomoci
acetonitrilu a roztoku soli. Celd smé&s se odstfedi a nasleduje precisténi organické faze z prvniho
kroku pomoci disperzni SPE. Dalsi variantou je SFE. Jeji vyuZiti v oblasti polarnich pesticidi

je ovSem minimalni [32-36].

2.1.3 Pesticidy v zZivotnim prostiedi

Zivotni prostiedi je znelisténo jiz pii produkci a transportu pesticidi. Ekosystém
ovliviiuji néjcastéji piimou aplikaci, coz je jejich vyuzivani v zeméd€lstvi, vodnim
hospodaistvi, vefejném zdravotnictvi a hygiené. Hlavnim zdrojem kontaminace piimou

aplikaci jsou zemédélci a drevaisky primysl. Nepfiméd aplikace znamend kontaminace
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ze samotné rostliny. Styk rostliny s vodou zpiisobuje kontaminaci do spodnich a povrchovych
vod. Pesticidy, které 1ze najit v povrchovych vodach, pochdzeji z odtokt, atmosférické depozice
nebo z vypousténi odpadnich vod. Do podzemnich vod se zase pesticidy dostavaji predevsim
z oSetfenych oblasti (pole), mista likvidace odpada a mista vyroby pesticidi. Dal$i variantou
kontaminace je odpateni pesticidu, ktery kondenzuje a pomoci srazek se vrati znovu na zem.
Kromé odpateni dochdazi i k degradaci ptidou piti postiiku pesticidu na rozsahlé rovinné plochy
nebo znecisténi erozivni Cinnosti vétru. Obecné plati, Ze pesticidy vstupuji do hydrologického
cyklu predevSim ztratami povrchu a vyluhovanim pfes puadni vrstvy a podle charakteru
pesticidu (polo¢as rozpadu, teplota tani/varu, tlak par, rozdélovaci koeficienty, rozpustnost
ve vodé atd.) mohou zptisobit kontaminaci. Podle polo¢asu rozpadu klasifikujeme pesticidy
na neperzistentni, stfedné perzistentni a vysoce perzistentni. I pfes pouziti pesticidii podle
pravidel spravné zemédélské praxe (GAP), je zde moznost kontaminace 1 dalSich necilovych
organismil. Koncentraci pesticidd ve vybranych produktech stanovuji maximalni limity rezidui
(MRL). V ptipadé vyssi koncentrace Statni zeméd¢lska a potravinéiska inspekce zakéaze prodej

a distribuci potraviny [37-42].

2.1.4 Pesticidy v medu a ovlivnéni vcel

V¢elstva jsou kontaminovana zejména neonikotinoidnimi insekticidy, které jsou pro né
velice nebezpeéné. Mezi nejvice toxické patii klothianidin, thiamethoxam, trifloxystrobin
a azoxystrobin. Hlavnim zdrojem pfenosu pesticidu na véelu je vylu€ovani vody povrchem
rostliny [43,44]. Dalsim zdrojem kontaminace medu pomoci pesticidii mohou byt také vcelafi,
jelikoz uvnitf Glu se Casto pouZzivaji riizné latky k prevenci a eliminaci béznych skidct [45].
Nepiima kontaminace medu muze byt zpisobena aplikaci pesticidli v zemédé€lstvi, plde,
ovzdusi, vodé¢ a kvétinach, kde veely shromazd'uji nektar za €elem vyroby medu [46]. Med
nema Zadné specifické limity pro rezidua pesticidl. Pesticidy jsou nebezpecné jak pro vcely,
tak pro clovéka. Pouzivani pesticidll v zivotnim prostiedi by proto mélo byt sledovano a med

by mé&l byt kontrolovan zavedenymi analytickymi metodami [47].

2.1.5 Stanoveni pesticidii ve vodé a v biologickych matricich

Ke stanoveni pesticidli ve vodé a biologickych matricich se pouZziva n¢kolik analytickych
metod. Prvnim zékladnim krokem v jejich analyze je pfiprava vzorku za ucelem obohaceni
monitorovanych pesticidd, kteréje nezbytné predevsim v ptipad¢ vzorkl vod, kde se pesticidy
nachdzeji v nizké koncentraci [48]. NejbéZnéjSimi extrakénimi technikami jsou LLE [49,50],

SPE [51], SLE [52] a QUEChERS [53-55]. Dale jsou testovany miniaturizované techniky, jako
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je disperzni mikroextrakce kapalina — kapalina (DLLME) [56], mikroextrakce pomoci plnéného
tuhého sorbentu (SBSE) [57], mikroextrakce na pevné fazi (SPME) [58,59], sorp¢ni extrakce
michadlem (MEPS) [21], mikroextrakce do jedné kapky rozpoustédla (SDME) [60] a extrakce
magnetickou tuhou fazi [61]. NejbéznéjSimi poréznimi materidly pro izolaci pesticidii ve vodé
jsou oxid hlinity, zelezo [62], uhlik [63] a oxid kiemicity [64]. Dal§im vyuzivanym sorbentem
jsou vicesténné uhlikové nanotrubky (MCWCNT), jejichz hlavni vyhodou je vyS$si schopnost
eliminace rezidui pesticidli a ochrana Zivotni prostfedi v porovnani s jinymi adsorbenty, jako
jsou nanocastice oxidu kfemicitého [65-67], magnetické materialy [68], organické porézni
polymery [69] a nanocéstice oxidu hlinitého [70-72]. Dalsi variantou obohacovaciho kroku
je extrakce na magnetické tuhé fazi (MSPE), kterd je zalozend na adsorpci a uvoliiovani
cilovych analyti malym mnozstvim magnetickych nanocastic rozptylenych v roztoku. Cilové
slouCeniny adsorbované magnetickymi nanocéasticemi lze snadno sbirat pomoci externiho
magnetického pole bez dalsi centrifugace nebo filtrace vzorki [72]. Volba separa¢ni techniky
pro analyzu pesticidll v biologickych matricich a vod¢ zavisi na jejich vlastnostech. Tékavé,
polotékavé a tepelné stabilni slouceniny se stanovuji pomoci GC ve spojeni s MS [51,62,73-
75] nebo s vyuzitim dusiko-fosforového detektoru [76], detektoru elektronového zachytu
[61,66,77], atomoveé emisniho detektoru [78] nebo plamenové fotometrického detektoru [S1].
V dnesni dob¢ je vSak pii analyze pesticidi uptfednostiiovana HPLC, a to z diivodu polarity
slouCenin, tepelné nestability a Spatné té€kavosti [52,79]. Detekce mize byt provedena
spektrofotometrickymi [55,67,75,76] nebo fluorimetrickymi [80] detektory, avSak nejcastéjsi
je spojeni HPLC-MS [81,82].
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2.2 MOF

Organokovové sit¢ (MOF) jsou skupinou latek obsahujicich ionty kovli koordinovanych
k organickym ligandim takovym zpisobem, kdy kov a ligand vytvofi vicedimenzionalni
polymerni sit. Déle dochazi k tvorbé dutin a poréznich materiala, jejichz velky povrch
se vyuziva k sorpci organickych latek. MOF patii mezi vyznamné funkéni porézni materialy

v oblasti zivotniho prostiedi [83,84].

2.2.1 Slozeni MOF

Kovové ionty, které se pouzivaji pro ptipravu MOF, obecné zahrnuji ionty médi, hoiciku,
kadmia, zinku, kobaltu, gallia, zeleza, hliniku, titanu a zirkonia. Na zaklad¢ koordina¢niho
poctu kovovych iontd, které jsou zapojeny do stiedu, mohou MOF vytvaret rizné geometrické
koordinac¢ni struktury (linearni, ve tvaru T nebo Y, planarni ¢tvercové, kubické, pyramidové,
trigondlni bi-pyramidové, ctyiboké a osmistény). MOF se také vyuzivaji jako organické
linkery, které zahrnuji aminy, sulfonaty, fosfaty a karboxylaty. Patii sem kyselina glutarova,
1,4-benzendikarboxylovda  (BDC), 4'-bifenyldikarboxylova  (BPDC), 4,5-imidazol
dikarboxylova (H3Imdc) a 1,3,5-benzen trikarboxylova (BTO). Dale
4,4'-bipyridin, imidazol, pyrazin, triazol a 1,4-bis (4'-pyrazolyl) benzen [85].

2.2.2 Syntéza MOF

Pii syntéze MOF se primarné vyuzivaji dvé metody: hydrotermalni metoda (vodné
prostiedi) a solvotermalni metoda (organické prostfedi), kde chemické reakce probihaji
za zvysené teploty (obvykle nizsi nez 250 °C). Hlavnimi reakénimi rozpoustédly jsou voda,
methanol, ethanol, N,N-dimethylformamid (DMF) ptipadné jejich smésny roztok. Poté
se kovovy iont a ligand pfidaji k rozpoustédlu a zahtivaji v teflonovém autoklavu. Organicky
ligand a anorganicka siil se za vysoké teploty a tlaku rozpusti. Funk¢ni skupiny a koordina¢ni

vlastnosti organickych ligandi lze flexibiln¢ sestavit v zavislosti na pouziti kovovych

jontd [86].

2.2.3 Klasifikace MOF

Mezi nejznaméjsi kategorie MOF patii fada MIL (Material of Institut Lavoisier),
kterd byla syntetizovdna prostfednictvim lanthanoidii nebo pfechodnych kovii a kyseliny
trimesové nebo tereftalové jako organického ligandu. Patii sem MIL - 53, MIL - 100 a MIL -
101. Mezi dalsi varianty patii Cu - BTC (také zndmé jako HKUST - 1), kde ionty médi ptisobi
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jako anorganické ligandy. Vyznamnou sériii je i UiO, ktera byla syntetizovana chemickou

reakci mezi kovovym zirkoniem a organickymi ligandy, jako jsou UiO-66 a UiO-67 [87-90].

ZIF-8

ZIF-8 (obrazek 42) patii mezi zeolitickou imidazolatovou skupinu (ZIF), coz jsou porézni
hybridni materidly s analogickymi strukturami zeolitd, které jsou formovany pomoci Ctyf
spojenych siti, pfiéemz ionty kovii, jako je Zn** nebo Co**, jsou spojeny prostiednictvim atoma
dusiku v ditopickych imidazolatovych aniontech [91,92]. ZIF je syntetizovana prostiednictvim
kovovych iontil a imidazolovych linkert, jako jsou ZIF-10, ZIF-68 a ZIF-69. ZIF-8 lze
ve vysoké Cistoté pfipravit konvencni solvotermalni metodou v organickych rozpoustédlech
jako je methanol ¢i dimethylformamid. Mezi dalsi varianty patii sonochemicka (za pomoci

ultrazvuku), mikrovIlnné asistovand, mikrofluidni a mechanochemicka metoda a suchy gel [91].

.
Yy +'

mIM ZIF-8 (sod)

Obrazek 42: Krystalicka struktura ZIF-8 [91].
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2.3 EXPERIMENTALNI CAST

2.3.1 Neonikotinoidy ve vodach
Pristroje a zarizeni
Neonikotinoidy ve vodich byly analyzovany na kapalinovém chromatografu
AGILENT 1100, ktery obsahoval kvartérni cerpadlo mobilni faze, termostat kolon,
autosampler, degaser a spektrofotometricky detektor s diodovym polem.
Pouzité chemikalie
e acetamiprid, thiakloprid, thiamethoxam, klothianidin, imidakloprid (v§e > 98%),
2-methylimidazol, hexahydrat dusi¢nanu zine¢natého, n-butylamin, kyselina
citrébnova (vSe > 99 %, vSe Sigma-Aldrich)
e methanol, acetonitril (pro HPLC ,,gradient grade®, VWR International Eurolab,
Barcelona, Spanélsko)
e deionizovana voda upravena pies Cistici zatizeni Crystal B30 EDI Adrona (Riga,
Lotyssko)
e vodna disperze nanocastic zlata (AuNP) stabilizovana citratem sodnym (primérna
velikost ¢astic 20 nm, Alfa Aesar, Lancashire, UK)
e SPE propylenové patronky (vnitini objem 1 ml) a frity (1/16', 20 pm) (Analisis

Vinicos, Tomelloso, Spanélsko)

Pracovni postup

e Standardy

Pro analyzu vod byly pfipraveny jednotlivé standardni roztoky neonikotinoidi
o koncentraci 1 g/l v methanolu, které byly skladovany pfi teploté 4 °C az do vlastni analyzy.
Pracovni standardni smési byly pfipraveny kazdy den fedénim z téchto zadsobnich roztokii.

e Vzorky

Odbér vzorkl vody byl proveden ve Valencii (39° 30" 01,8” N 0° 28’ 11,0"” Z), kde bylo
odebrano pfiblizné 250 ml vzorku do lahve z tmavého skla, které se nasledné uskladnilo pfi
teploté 4 °C az do vlastni analyzy. Pfed SPE procedurou byla iontova sila upravena pomoci
0,25% (m/m) NaCl a v piipadé potfeby bylo nastaveno pH na hodnotu 6,0. Prekoncentracni
faktor (PF), vypocitany jako pomér objemu vzorku (15 ml) déleny objemem eluentu (0,25 ml),
byl 60.
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e Syntéza (NH2(C4)-ZIF-8)

K ziskani nanokrystali ZIF-8 (bez modulatoru) byly potieba dva methanolové roztoky.
Roztok (A) slozeny ze Zn(NOs3), - 6HO (¢ = 50 mol/l) a roztok (B) slozeny
z 2-methylimidazolu (¢ = 395 mol/l). Roztok B byl za stalého michani ptidan do roztoku A
a nasledné se nechal stat pfi laboratorni teplot¢ po dobu 24 hodin. Bila disperze ZIF-8, byla
oddé€lena centrifugaci pii 6000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Vysledna pevna latka

byla tfikrat promyta methanolem a susena ptes noc pii teploté 40 °C.

e Priprava sorbentu AuNP@NH2(C4)-ZIF-8

Sorbent byl pfipraven pomoci 250 mg NH2(C4)-ZIF-8 a 10 ml komerc¢ni disperze AuNP.
Smés se béhem stalého michani na magnetické michacce nechala reagovat 10 minut. Dlikazem
uspésné reakce byla rizova barva AuNP s amino-modifikovanym materidlem. Nasledn¢ byl
sorbent zfiltrovan a tfikrat promyt citratovym pufrem (¢ = 20 mmol/l; pH 6,0), z divodu
eliminace nezreagovanych AuNP. Cely proces byl opakovan az do nasyceni materialu MOF.

Nakonec byl vysledny material promyt methanolem a susen pies noc pfi teploté 50 °C.

e SPE protokol

Do prazdné propylenové patrony o objemu 1 ml bylo vlozeno 20 mg suSeného
AuNP@NH;(C4)-ZIF-8. Z dlivodu minimalizace ztrat sorbentu probéhlo vloZeni mezi ti frity
(jedna horni a dvé spodni frity). Dale byla provedena ptedbéZna tGprava pevné faze pomoci
methanolu a vody. Nasledn¢ byl pfes extrakéni patronu prosat urcity objem standardniho
roztoku nebo vzorku. Poté byl proveden promyvaci krok vodou (1 ml). Zadrzené rozpusSténé
latky byly dvakrat eluovany smési methanolu a vody (0,25 ml; 60:40, v/v). Takto
optimalizovany off-line SPE postup dosdhl 60nadsobného zakoncentrovani analytl. Patrony
SPE byly regenerovany pomoci 1 ml elué¢niho rozpoustédla, 1 ml methanolu a 1 ml vody.
Vsechny frakce z SPE byly pfed HPLC-DAD analyzou zfiltrovany pomoci nylonového filtru
(0,22 um).

Podminky méreni

Pesticidy ve vodach byly analyzovany na koloné¢ Kinetex EVO C18 (250 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 5 pm, Phenomenex). Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitril:voda
(26:74, v:v) pii prutoku 1 ml/min. Davkovany objem byl 20 ul a detekéni vinové délky byly
nastaveny na 244 nm (pro thiamethoxam, acetamiprid a thiakloprid) a 270 nm (pro klotianidin
a imidakloprid). VSechny tyto podminky poskytly dostate¢né rozliSeni v separanim Case

12 minut.
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2.3.2 Pesticidy v medu

Pristroje a zarizeni

Pro analyzu pesticidii v medu a medovinach byl pouzit kapalinovy chromatograf slozeny
z Cerpadla mobilni faze LC-20AD, degaseru DGU-3014, spektrofotometrického detektoru
SPD-20A (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko), davkovaciho zafizeni s vnéjsi smyckou 77251
(Rheodyne, USA) a termostatu kolon LCO 102 single (Ecom, Praha). Optimalizace separace
pesticidi v medu byla provedena na rozdilnych chromatografickych kolonach s chemicky
vazanou oktadecylsilikagelovou fazi, které se liSily zrnitosti a typem castic. Dale se pouzily
kolony plnéné povrchové poréznimi ¢asticemi Ascentis Express C18 (délka 150 mm, pramér
3 mm, zrnitost 2,7 um), Kinetex C18 (150 mm X% 3 mm X 2,6 um), aqua kolona Zorbax C18
(150 mm x 3 mm, % 3,5 um) a kolona slozena ze stfidajicich se polymernich a silikagelovych

vrstev YMC C18 (150 mm x 3 mm X 3 pm).

Pouzité chemikalie
e mravenc¢an amonny (> 99 %), T-fluvalinat (> 95 %), karbendazim, acetamiprid,
thiakloprid, epoxykonazol, metkonazol, prochloraz, deltamethrin a siran hotecnaty
(vSe > 98 %, vSe Sigma-Aldrich)
e methanol, acetonitril a chlorid sodny pro HPLC ,,gradient grade*
e kyselina mravenéi, (> 98 %, PENTA, Ceska republika)
e deionizovand voda upravena pies Cistici zafizeni Mili-Q (Merck Millipore,

Némecko)

Vzorky

Seznam analyzovanych vzorkii med a medovin je uveden v tabulkach 13 a 18.

Tabulka 15: Vzorky medu.

Vzorek Nazev medu Misto piivodu
1 Med kvétovy zemé¢ EU a mimo EU
2 Med kvétovy Medokomerc Cestin, CR
3 Med lucni Doubravice, CR
4 Med kvétovy Italie
5 Med lesni Nové Mésto nad Metuji, CR
6 Med luéni Nové Mésto nad Metuji, CR
7 Med lucni Zajetice, CR
8 Med kvétovy Jizni Cechy
9 Med kvétovy Pardubice, CR
10 Med smiSeny Dlouhopolsko, CR
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Vzorek Nazev medu Misto ptivodu
11 Biomed medovicovy zem¢ EU a mimo EU
12 Med kvétovy vybérovy zem¢ EU a mimo EU
13 Med lu¢ni Trutnov, CR
14 Med pampeliskovy Morava, CR
15 Med luéni Pardubice, CR
16 Med lucni Chorvatsko
17 Med lu¢ni Medokomerc Cestin, CR
18 Med lu¢ni Horka u Chrudimi, CR
19 Med luéni Jezbotice, CR
20 Med akatovy Zaboii nad Labem, CR

EU = zemé Evropské Unie

Tabulka 16: Vzorky medovin od vyrobcii ze Slovenské a Ceské republiky.

Vzorek Nazev medoviny Misto piivodu
1 Medvédi objeti Hlinsko, CR
2 Medovina Tajemstvi noci Hlinsko, CR
3 Kralovska medovina Zabieh, CR
4 Zlata medovina Hlinsko, CR
5 Dolsk4 medovina Maslovice, CR
6 Staro¢eska medovina Ceské Budgjovice, CR
7 Medovina z Podhradi Mezholezy, CR
8 Doméci medovina Orlické podhiiii, CR
9 Karpatsk4d medovina Zabteh, CR
10 Staroslovanska medovina Dolna Krupa, SR
11 Medové vino Domazlice, CR
12 Bio medovina Havli¢kav Brod, CR

Pracovni postup

e Standardy

Pro analyzu medi a medovin byly pfipraveny standardni roztoky fenolickych latek

v methanolu o koncentraci 1 g/l.

e Vzorky

Pro extrakci QUEChERS bylo navaZzeno 10 g medu (10 ml medoviny), které¢ byly
pfevedeny do centrifugacnich zkumavek o objemu 50 ml. K tomuto mnozstvi bylo ptfidano
10 ml acetonitrilu, 4 g siranu hotfecnatého a 1 g chloridu sodného. Nésledovala minuta tfepani
a pet minut centrifugace (5000 rpm). Nasledné byl odebran 1 ml z vrchni organické vrstvy
apfeveden do 2 ml SPE patronek, které¢ obsahovaly 150 mg siranu hofecnatého a 25 mg

primarniho-sekunddrniho aminu. Nésledné byla celd smés minutu tfepana a minutu

centrifugovana (10000 rpm) a pteciSténa pomoci stiikackového filtru (PTFE 0,45 um).
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Podminky méreni

Separace  pesticidi vmedu a medovindich probéhla na kolon¢ YMC
C18 (150 mm x 3 mm). Mrtvy objem (tm = 1,05 min) byl zméfen pomoci thiomocoviny
pii izokratické eluci (acetonitril:voda, 10:90). Priitok mobilni faze byl nastaven na 0,7 ml/min,
teplota kolony byla 30 °C a déavkované mnozstvi 2 pl. Mobilni faze byla slozena
z acetonitrilu (B) a redestilované vody (A) za pouziti gradientové eluce 20-95 % acetonitrilu

za 8 minut. Pesticidy byly méfeny pii vinové délce 220 nm.

2.3.3 Fenhexamid v ovoci

Pristroje a zarizeni

Pro stanoveni fenhexamidu v oplachu ovoce byl pouzit kapalinovy chormatograf slozeny
z autosampleru SIL 20ACXR, binarniho gradientového Cerpadla LC 20ADXR, odplynovaci
jednotky DGU 20, detektoru SPD M30A DAD (vSe Shimadzu Kyoto, Japonsko) a termostatu
kolon (Ecom, Praha, Ceska republika).

Pouzité chemikalie

e fenhexamid, kyselina borita (> 98 %, Sigma-Aldrich)

e methanol pro HPLC ,,gradient grade*

e kyselina octova (> 99,8%) a kyselina mravenéi (> 98 %, vie PENTA, Ceska
republika)

e deionizovand voda upravena pies Cistici zafizeni Mili-Q (Merck Millipore,
Némecko)

e kyselina fosfore¢na (> 85 %, Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

e hydroxid sodny (p.a.)

Vzorky
Vzorky ovoce (borivky, jahody, ¢ervené hroznové vino a bilé hroznové vino) byly

zakoupeny v mistnich obchodnich sitich.

Pracovni postup

e Standardy

Vzhledem k nizké rozpustnosti fenhexamidu (FNX) ve vodé (100 g/l pti 20 °C), byl
pfipraven standardni roztok v ¢istém methanolu (rozpustnost FNX v methanolu pii 20 °C

je 100 mg/1).
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e Vzorky

Pro stanoveni fenhexamidu byly vybrany Ctyii riizné vzorky ovoce zakoupené v mistnich
obchodnich sitich. Vzorky byly pfipraveny pro srovnani dvéma rdznymi zpiisoby. Béhem
prvniho zptisobu bylo ovoce (25 g) po dobu 15 minut mixovano ty¢ovym mixérem a nasledné
bylo k 10 g této smési piidano 66 pl 5,0 mmol/l fenhexamidu. Poté byl vzorek ziedén v 50 ml
odmérné baiice pomoci 0,1 mol/l Britton—Robinsonova pufru (BRB, pH 4) obsahujiciho 10 %
(v/v) methanolu. Vzorek byl ponechan 30 minut v ultrazvukové lazni a zfiltrovan pies skladany
filtra¢ni papir. Pro analyzu bylo odebrano 10 ml takto ziskaného filtratu. Druhy zptisob probihal
stejné pouze bez vyuziti mixovani. Pfed chromatografickou analyzou byl roztok filtrovan ptes

polytetrafluorethylenovy (PTFE) filtr (velikost pora 0,22 um).

Podminky méreni

Pro analyzu fenhexamidu byla pouzita kolona Ascentis® Express C18 (150 x 3,0 mm,
velikost ¢astic 2,7 um). Separace probihala pii teploté 30 °C. Jako mobilni faze byla pouzita
0,1% kyselina mraven¢i ve vodé¢ (A) a methanol (B) s pritokem 0,5 ml/min a vyuzitim
gradientové eluce od 60 % do 100 % methanolu za 10 minut. Davkovany objem byl 2 pl

a vlnova délka 287 nm.
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2.4 VYSLEDKY A DISKUSE

2.4.1 Neonikotinoidy ve vodach

Optimalizace HPLC

Pti optimalizaci separace bylo vyuzito standardd monitorovanych pesticidi. Dale bylo
optimalizovano slozeni a pratok mobilni faze, kde nejlepSich vysledkti bylo dosazeno
pii izokratické eluci 26 % ACN ve vod¢ pii prutoku 1 ml/min. Pro detekci thiamethoxamu,
acetamipridu a thiaklopridu byla zvolena optimélni vinova délka 244 nm a pro klothianidin

a imidakloprid 270 nm (obrazek 45).

Absorbance pri 270 nm
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Obrazek 43: HPLC-DAD chromatogram neonikotinoidi pii 270 nm ve vodé,
kde a.1) predstavuje neobohaceny vzorek a a.2) obohaceny. Podminky HPLC separace: mobilni
faze ACN:voda (26:74, v:v); prutok, 1 ml/min; davkovany objem 20 ul, UV detekce
pfi 270 nm. Identifikace pik: 1) thiamethoxam; 2) klothianidin; 3) imidakloprid;
4) acetamiprid; 5) thiakloprid.

Kvantifikace pesticida

Monitorované pesticidy byly identifikovany na zdkladé shody retencnich Ccast
se standardy. Déle byly kvantifikovany na zaklad¢ kalibracnich zavislosti. Koncentrace
kalibracnich zavislosti pro pesticidy ve vodach byla v rozmezi 1-5000 pg/l. V tabulce 17 je
uvedena mez detekce, smérnice, usek, piesnost a dal§i parametry. Linearita byla v celém
koncentracnim rozsahu 1-5000 pg/l vétsi nez 0,999 u vSech péti monitorovanych pesticidii
ve vodach. Déle byla zkouméana ptesnost a reprodukovatelnost vyvinutého kompozitu jako SPE
faze v kombinaci s metodou HPLC. Vysledky ukazuji, Ze hodnoty relativni smérodatné

odchylky (RSD) byly nizsi nez 10 %, z ¢ehoz vyplyva dobra reprodukovatelnost béhem pouziti
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a ptipravy kompozitu. Hodnoty LOD pesticidli byly v rozmezi 0,019 az 0,041 pg/l. Dale byla

zkoumana navratnost, kterd je znazornéna v tabulce 18.

Tabulka 17: Meze detekce, smérnice, usek, interval spolehlivosti a ptesnost.

Standardy Smérnice Usek R? Piesnost, RSD LOD
(n=3) (ng/h
Intra Inter Davkovani

denni denni

Thiamethoxam 0,091 + 0,001 —0,064 £ 0,002  0,9999 02 56 62 003

Klothianidin 0,136 + 0,003 0,053 £0,003  0,9998 3,1 44 74 0,03

Imidakloprid 0,14 + 0,02 —0,009 £ 0,001  0,9998 28 38 52 0,02
Acetamiprid 0,16 £ 0,01 —-0,070 £ 0,002  0,9999 02 6,8 82 0,02
Thiakloprid 0,135+ 0,004 —0,091+ 0,001  0,9999 28 96 92 0,04

Tabulka 18: Hodnoty navratnosti pro rizné koncentracni hladiny studovanych neonikotinoidii
ve vzorcich vod (n = 3).

Standard Koncentrace (spike) (ng/l) Navratnost (%)
Thiamethoxam 5 107
50 82,4
Klothianidin 5 105
50 97
Imidakloprid 5 107
50 97
Acetamiprid 5 108
50 93,2
Thiakloprid 5 107
50 83

Utinnost ZIF-8 pro SPE extrakci
¢ Vybér materialu

Volba MOF materialu je klicovym aspektem z hlediska retenc¢ni ucinnosti, selektivity
a provedeni experimentu. Konkrétné byl vybran ZIF-8, ktery vykazuje vysokou tepelnou
a chemickou stabilitu a jeho syntéza neni komplikovana. Kviili eliminaci dalSich kroki, které
jsou nezbytné pii postsyntetické funkcionalizaci MOF byla do ZIF-8 zavedena aminoskupina,
kde byl jako modulator vybran butylamin (NH2(C4)), jehoz vyhodou je kontrola velikosti
a flexibility reten¢nich vlastnosti MOF. Dale byla stabilita celého MOF podpotena vyuZzitim

nanocastic zlata (AuNP), jejichZ hlavnimi vyhodami jsou vysoky pomér povrchu vzhledem
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k objemu a optické, elektronické a mechanické vlastnosti souvisejici s velikosti ¢i tvarem.
Kromé toho AuNP vykazuji lepsi vlastnosti pro zachyceni organickych sloucenin obsahujicich
amino, kyano nebo thiolové skupiny ve své struktuie. Vyslednym materidlem byl

AUNP@NH2(Cy)-ZIF-8.

SPE

Nejprve byla testovana ucinnost SPE extrakce s vyuzitim AuNP jako sorbentu
pro neonikotinoidy, kde jako SPE faze bylo pouzito 20 mg kompozitu a jako testovaci smés
vodny roztok obsahujici 250 pg/l kazdého analytu. V rdmci optimalizace SPE extrakce bylo
dale testovano n¢kolik klicovych parametrt, napiiklad iontova sila a pH plniciho roztoku, kdy
nejlepSich vysledkll bylo dosazeno pti zfedéni vzorku na pH 6 a po ptidavku 0,25% NaCl
(m/m). Dale bylo optimalizovano slozeni a objem elu¢niho rozpoustédla, kterym bylo 500 ul
smési MeOH:H>O (60:40, v:v). Objem vzorku vody byl 15 ml.

Maximadlni adsorp¢ni kapacita kompozitu v SPE za vybranych podminek byla stanovena
na 5,4 pg/mg sorbentu s vytéznosti téméf 80 %. Tato hodnota byla vyssi nez hodnoty uvedené
v literatuie pro jiné MOF, které pouzivaji tento typ sloucenin. Dale bylo testovano opakované
pouziti sorbentli prostfednictvim promyti extrakéni patron methanolem (2 ml) a vodou (1 ml)
mezi jednotlivymi experimenty, coz je klicovy aspekt z hlediska ekonomiky a Zivotniho
prostiedi. Vysledky prokazaly, ze Uc€innost extrakce se vyznamné nezménila ani po 10
pouzitich, coz naznacuje dobrou znovupouZzitelnost sorbentu s ptihlédnutim k tomu, ze na jednu
patronku je potieba pouze 20 mg.

Pro ovéfeni extrakéni uc¢innosti AuNP@NH>(C4)-ZIF-8 pro neonikotinoidy byla
provedena srovnavaci studie s jinym komerénim sorbentem (faze C18) a také
s nemodifikovanym MOF (s pouzitim stejného mnozstvi sorbentu, 20 mg) za stejnych
extrak¢nich podminek. Vzhledem k hydrofobicité materidlu byla pozorovdna (obrazek 46)
nizka navratnost u neonikotinoidti (<40 %). V piipadé MOF byla extrakéni u¢innost vzhledem
k C18 lepsi, coz mohlo byt zpiisobeno nekolika interakcemi, jako jsou (1) m-interakce mezi
benzenovym kruhem pfitomnym v ligandech a delokalizovany m-systém insekticidii a (2)
vodikova vazba mezi funkénimi skupinami neonikotinoidi a aminoskupinami v ZIF-8.
Utinnost extrakce tohoto MOF vyrazn& vzrostla po implementaci AuNP. Z toho vyplyva
klicové role AuNP v konecném kompozitu. AuNP zavadi dalsi interakce zaloZené na afinité
amino a kyanoskupin, které jsou pfitomné v cilovych slouceninach a zvySuji interakci mezi

sorbentem a analyty.
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Obrazek 44: U¢innost extrakce neonikotinoidi pomoci réiznych sorbentii (komeréni faze C18;
samotny MOF a kompozit).

Podminky: koncentrace, 250 pg/ml neonikotinoidll v 0,25% (m/m) NaCl pti pH 6,0; objem
vzorku 15 ml, objem eluentu, 0,25 x 2 ml MeOH:voda (60:40; v:v)

Dale byla testovana selektivita kompozitniho materidlu prostfednictvim dvou
experimentll s riznym mnozstvim (0,25 a 2,5 pg) interferentli, jako jsou pyrethroidy
(D-allethrin, tetramethrin) a isothiazolony (4,5-dichlor-2-n-oktyl-4-isothiazol-3-on), které byly
ptidany do vzorkil vody pro extrakci neonikotinoidii. Do roztokl neonikotinoidl byly ptidany
organofosforecné slouceniny (profenofos a dialifor), pyridinové (picloram) a fenylmocovinové
herbicidy (monolinuron a diuron) a ionty (NH*", K* a Ca®"). Extrakéni Gi€innost sorbentu pfi
pouziti roztokl neonikotinoidl obsahujicich nékolik interferujicich latek se pohybovala od 93
do 114 %. Z vysledkii vyplyva, Ze vytéZznost cilovych analyti nebyla vyznamné ovlivnéna
ptitomnosti interferujicich latek a kompozitni material je vhodny pro extrakci neonikotinoidd.

Porovnani s dal§Simi kompozitnimi materialy

Porovnani G¢innosti kompozitniho materialu s ostatnimi jiz publikovanymi materidly lze
najit v priloze (Tabulka 5). Vypoctené hodnoty vytéznosti byly podobné jako ve vétSing jiz
uvetejnénych publikaci s vyjimkou né€kolika praci [93-95], kde byla G¢innost extrakce nizsi
nez 65 %. Hodnoty LOD ve vodnych vzorcich odpovidaly hodnotdm uvedenym ve vétSing
dalsich publikaci [92-98] s vyjimkou né€kolika studii, kde byla vyuzita MS detekce
[93,96,99,100]. Naopak mnozstvi hmotnostniho sorbentu (20 mg na extrakéni zafizeni) bylo
vyrazn¢ niz§i nez u komerénich SPE (200-500 mg) [93,96] nebo QuEChERS
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(priblizné 5 g) [95,99,100] a srovnatelné se sorbenty d-SPE (20-50 mg) a Oasis HLB (60 mg)
[103-106]. Dalsi vyhodou syntetizované¢ho sorbentu je moznost znovupouziti ve srovnani
s jednorazovymi komercnimi patronami. Z ekologického a ekonomického hlediska byly pro
eluci téchto vzorkl vyzadovany nizsi objemy organickych rozpoustédel a moznost vyroby vice
patron SPE. Vezmeme-li vvahu tyto aspekty spolecné s pouzitim bézného zatizeni
HPLC-DAD (dostupného ve vétSin€ analytickych laboratofi), ¢ini tato metoda zajimavou

a atraktivni alternativu ke kontrole neonikotinoidii ve vzorcich vody v zivotnim prostiedi.

2.4.2 Pesticidy v medu

Optimalizace HPLC

Pted analyzou bylo optimalizovéano slozeni a pratok mobilni faze, vybér kolon a vinova
délka s vyuzitim standardi vybranych pesticidi. Nejprve byly pouzity kolony s chemicky
vazanou oktadecylsilikagelovou fazi, které se odliSovaly zrnitosti a typem castic. Pfi vyuziti
kolon na bézi silikagelu (Supelco-USA, Kinetex C18, Zorbax C18) dochéazelo ke koeluci. Proto
byla zvolena kolona s hybridni stacionarni fazi YMC C18, kde nebylo pozorovano chvostovani
piki a bylo dosazeno vice nez jednotkového rozliSeni u vSech monitorovanych pesticidi
(obrazek 47). Pii optimalizaci separace vybranych pesticidli byly pouzity vinové délky 220,
240, 245 a 280 nm. Optimalni vinovéa délka pro detekci vSech pesticidii byla 220 nm. Pesticidy
eluuovaly v nésledujicim potadi: karbendazim, acetamiprid, thiakloprid, epoxykonazol,

metkonazol, prochloraz, deltamethrin a T-fluvalinat.
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Obrazek 45: Optimalizovand HPLC separace vybranych pesticidii (YMC - Triart C18 kolona,
pratok 0,7 ml/min, davkovany objem 2 pl, teplota 30 °C, detekce pti 220 nm)

1 — Karbedazim, 2 — Acetamiprid, 3 — Thiakloprid, 4 — Epoxykonazol, 5 — Metkonazol,

6 — Prochloraz, 7 —Deltamethrin, 8 — T-fluvalinat.
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Optimalizace extrakce

Nejprve byla vybrana vhodna stl pro QUEChERS extrakci. Byl testovan siran hofecnaty
s pfidavkem chloridu sodného nebo octanu amonného. Vyssi uCinnost extrakce byla
pozorovana v piipadé piidavku chloridu sodného. Dale byl testovan 1 piidavek dalSich
sloucenin (kyselina octova a citrat sodny), které nezvysily G€innost extrakce. Z tohoto divodu
byl ve vSech experimentech pouzit zdkladni jednoduchy postup extrakce, pfi kterém byla

vyuzita smés siranu hofe¢natého s chloridem sodnym a acetonitril jako rozpoustédlo.

Kvantifikace pesticida

Monitorované pesticidy byly kvantifikovany pomoci kalibra¢nich zéavislosti v rozmezi
0,5-20 mg/l (minimaln¢ sedm koncentra¢nich hladin). Kazdy kalibra¢ni roztok byl prométen
ttikrat. Pro regresni diagnostiku byl vyuzit program QC expert 2.5 (Trilobyte), kde pro indikaci
vlivnych bodl byly pouzity grafické diagnostické testy (Pregibontv graf, Williamslv graf,
L-R graf, Jacknife rezidua a McCulloh-MeterGv graf). Testovani probihalo na hladiné
vyznamnosti 95 % (a = 0,05). Vybrané valida¢ni parametry kalibracnich zavislosti jsou
uvedeny v tabulce 19. U kalibra¢nich zavislosti byla testovana vyznamnost absolutniho ¢lenu
(aseku). Jen ve dvou piipadech (prochloraz a epoxykonazol) byl usek nevyznamny a ptimka

prochazela nulou (tabulka 19).

Tabulka 19: Smérnice, usek, interval splehlivosti, meze detekce a meze stanovitelnosti
standardli v medu a medovinach.

Standardy Smérnice Usek R? LOD LOQ
[ng/l] [ng/]
Acetamiprid 1,59 + 0,02 -1,4+0,78 0,9997 50.5 168
Thiakloprid 11,4+0,57 2,2+ 1,67 0,9950 713 237
Karbendazim 18,5 + 0,64 -11+£5,001  0,9962  96.2 321
Prochloraz 868 £21,9 P=0,2099*  0,9934 74.0 247
T-fluvalinat 521 +11,28 17+12,12 0,9990 923 308
Metkonazole 11,8+ 0,07 P=0.2269* 0,9998  87.0 290
Deltamethrin 996 + 22 44 + 14,44 0,9990 56.2 187
Epoxykonazol 18,5+0,48 50+17,94 0,9983 82.8 276

*absolutni Clen je nevyznamny, pravdépodobnost je vyssi nez 0,05
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Vybrané pesticidy byly analyzovany ve dvaceti vzorcich medu a dvanacti vzorcich
medovin pomoci optimalizované extrakéni a separacni metody. Extrakce byla provedena
dvakrat a kazdy jednotlivy extrakt byl méfen tfikrat. Na zaklad¢ kalibracnich kiivek byl
vypocitan obsah monitorovanych pesticidii v medu (tabulka 20) a v medovinach (tabulka 21).
Vysledky ukazuji, Ze nezdlezi na tom, zda je med zakoupen v obchodé nebo od vcelate.
Mnozstvi pesticidii, které se do medu dostavaji z prostiedi, nelze ovlivnit. Pfitomnost
jednotlivych pesticidli ve viech vzorcich se opakuje, ackoliv se jednalo o vzorky z Ceské
republiky, Italie, Chorvatska nebo Slovenska. Vysoka koncentrace pesticidu thiaclopridu
a T-fluvalinatu byla zaznamenéna v oblasti Nachodska ve vzorcich medu 5 a 7. Thiacloprid byl
nalezen v podobnych koncentracich i ve StfedoCeském kraji, Kralovéhradeckém kraji
a Pardubickém kraji. V Pardubickém kraji byla v nékterych ptipadech (vzorky medu 10, 11
a 13) rovnéz zjiSténa 1 pfitomnost Prochlorazu. Pesticid T-fluvalinat byl nalezen ptedevSim
v okoli Nového Mésta nad Metuji (vzorky medu 6 a 7). Karbendazim byl zaznamenan pouze
v obci Doubravice (Kralovéhradecky kraj, vzorek medu 5), ackoliv je od roku 2013 zakazan.
Zajimavosti je, Ze 1 v bioproduktech byly rovnéz nalezeny pesticidy. Produkty oznacené
bioznakami maji zarucit, Ze v¢ely nemaji moZznost opylovat mista oSetfena pesticidy. U vzorkt

medovin byly nalezeny mensi koncentrace pesticidi nez u vzorki medu.

Tabulka 20: Koncentrace pesticidli ve vzorcich medu.

¢. Karbendazim Acetamiprid  Thiakloprid Prochloraz T-fluvalinat
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]

1 - - 1,4+0,19 - —

2 — 2,78+ 0,03 2,04+ 0,03 — —

3 - - 1,67 0,02 - —

4 — 0,24 + 0,02 1,25+ 0,07 0,20 + 0,01 —

5 5,9+ 0,47 - 16,4 + 0,42 — —

6 - 0,22 +0,91 1,9+0,32 — 0,02 £ 0,01

7 - - 21,7+ 0,33 - 76 +0,53

8 — — 1,25+ 0,07 0,50 £ 0,01 —

9 - - 1,34 £ 0,05 - -

10 - - — 0,63 + 0,01 —

11 - 0,41 £0,06 0,85+ 0,07 1,12+ 0,01 -

12 — 16,9+ 0,71 0,92 +0,08 — —

13 - - 1,91 + 0,06 0,59 £ 0,01 -

14 — — — 0,42 + 0,06 —

15 - 5,32 £0,02 - - -

16 — 1,3+ 0,65 1,2+0,84 — —

17 - - 0,90 + 0,04 - -

18 — — — — —

19 - - 0,88 £0,03 - 5,46 + 0,02

20 - - 2,25+ 0,04 — 3,22+ 0,06
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Tabulka 21: Koncentrace pesticidli ve vzorcich medovin.

¢. Karbendazim Acetamiprid Thiakloprid

[mg/1] [mg/1] [mg/1]
1 — 1,64 £ 0,01 —
2 — 2,39 +0,07 1,92 + 0,03
3 _ _ _
4 — _ _
5 _ _ _
6 _ _ _
7 _ _ _
8 _ _ _
9 _ _ _
10 - 0,67 + 0,02 —
11 — 83+0,51 —
12 0,19 + 0,02 79,1 £+ 0,35 17,8 £ 0,92

2.4.3 Fenhexamid v ovoci

Optimalizace HPLC

Pomoci standardu fenhexamidu byl optimalizovén pritok a slozeni mobilni faze, vinova
délka a teplota. Optimalni separace fenhexamidu od ostatnich interferujicich latek bylo
dosazeno pomoci gradientové eluce 60-100% MeOH v 0,1% kyseliné mravenci za 10 minut.

Zvolena vinova délka pro detekci fenhexamidu byla 287 nm.

Kvantifikace fenhexamidu v oplachu ovoce

Nejdrive byl optimalizovan zpiisob pfipravy vzorku pomoci dvou metod, jejichZ hlavnim
rozdilem bylo vyuziti homogenizaéniho kroku (viz kapitola 2.3.3.4). Na zaklad¢ experimentu
bylo potvrzeno, Ze vétSina rezidui pesticidi je pfitomna pievazné ve slupkach ovoce
a Ze fenhexamid nedifunduje do ovocné duziny. Dale bylo prokazéano, Ze myti ovoce a zeleniny
vodou zvodovodu je pro odstranéni fenhexamidu ze slupek neucinné (43 %). Pomoci
detergentii (dichlormethan, isopropanol, acetonitril, toluen a n-hexan) bylo odstranéno az 60 %
fenhexamidu. Oplach celych bobuli pomoci methanolu je dostatecny a jednoduchy zpiisob
pro odstranéni fenhexamidi ze vzorkl potravin.

Chromatografické zdznamy separace pii analyze cervenych vinnych hroznl jsou
zobrazeny na obrazku 48. Z uvedeného obrazku lze vidét, Ze reten¢ni ¢as fenhexamidu byl 9,02
min. Testované vzorky borivek a Cervené vinnych hrozni obsahovaly pouze minimalni
mnozstvi fenhexamidu (tabulka 22). Jahody a bilé vinné hrozny tento fungicid neobsahovaly

vubec. Dale byla optimalizovdna navratnost a matri¢ni efekt prosttednictvim obohaceni vzorki
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znamym mnozstvim fenhexamidu. Co se tyka maximdlniho povoleného mnozstvi rezidui

fenhexamidu, 1ze v§echny analyzované vzorky povazovat za zdravotné nezavadné.

mAU

35

30 r

25 r

FNX

o Ll M e

0 2 4 6 8 10

¢as [min]

Obrazek 46: RP-HPLC chromatogram cerveného vinnych hroznl (modré linie) obohaceny
30 umol/l FNX (Cervena linie).

Podminky: Ascentis® Express C18 kolona (150%3,0 mm, velikost astic 2,7 um); mobilni fize
sloZzend z 0,1% HCOOH ve vodé (A) a MeOH (B); gradientova eluce od 60-100% B za 10 min;
pratok 0.5 ml/min; davkovany objem 2 pl; teplota 30 °C; detekce pii 287 nm.

Tabulka 22: Analyza obsahu fenhexamidu v komeréné dostupnych bobulich a vinnych
hroznech ziskana pomoci RP-HPLC.

Ovoce RP-HPLC Maximalni limit rezidui (MRL)
Fenhexamid (mg/kg) Fenhexamid (mg/kg)

Borivky 0,6 £0,1 5

Borivky 4,8+0,3 5

obohacené*

Jahody — 5

Jahody obohacené* 17+ 0,4 18

Hrozno ¢ervené 5,4+0,4 5

Hrozno bilé — 5

Poznamka: *obohaceni pomoci 66 pl 5,0 mmol/l FNX, 5 opakovani kazdé¢ analyzy (n = 5) na
hladin¢ vyznamnosti 0,05 (95 % interval spolehlivosti).
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2.5 ZAVER

Poprvé byla provedena syntéza kompozitniho materialu na bazi NH»(C4)-ZIF-8 a AuNP
a zéaroven 1 jeho vyuziti jako SPE sorbentu pro extrakci neonikotinoidi. Vyhoda tohoto
hybridniho materialu byla absence jakéhokoliv postfunkcionalizacniho kroku pfi spojeni MOF
a AuNP a dale moznost rozsifeni jeho pouziti i na dal$i nanostruktury. V kombinaci s dostupnou
technikou HPLC-DAD poskytoval vysokou vytéznost a nizké LOD. Dal§imi vyhodami tohoto
kompozitniho materidlu byly mala spotieba eluentu pfi ptedupravé oproti konvencnim SPE
metodam a znovupouzitelnost extrakénich patronek. AuNP@NH2(C4)-ZIF-8 je pro svou
dostupnost a jednoduchost vhodnym materidlem ke stanoveni neonikotinoida ve vzorcich vody
v zivotnim prostiedi.

Cilem vyzkumu pesticidii v medu a medovinach byla analyza rizika jejich dopadu
na zivotni prostiedi. Ke stanoveni vybranych pesticidii bylo vyuZito spojeni HPLC separace
s extrakci QUEChERS. Tato metoda byla aplikovéana celkem na 20 vzorkli meda a 12 vzorki
medovin ziskanych od v¢elatii nebo zakoupenych na mistnich trzich. Bylo prokazano, ze ptivod
vzorkl (véelaf nebo obchod) nemél na vysledky vliv. Dal§im zajimavym faktorem pro srovnani
byla zem& piivodu. Ackoliv byly k dispozici vzorky z Ceské republiky, Slovenska, Itilie
a Chorvatska jejich obsah pesticidi byl podobny. Ddale byly nalezeny pesticidy
1 v bioproduktech, prestoze produkty oznacené jako bio by zadné pesticidy obsahovat nem¢ly.
Obecné je koncentrace pesticidii ve vzorcich medovin niz§i nez ve vzorcich medu, coz je
ovlivnéno fedénim béhem vyroby medoviny. Dal$im zajimavym zjisténim byla pfitomnost
karbendazimu v nekterych vzorcich, 1 kdyZ je od roku 2013 zakazan. Pravdépodobné je tento
pesticid stale kumulovany v Zivotnim prostiedi.

Pti stanoveni fenhexamidu bylo prokazano, Ze se tento pesticid akumuluje pievazné
ve slupkéach ovoce a pouhé myti vodou je pro jeho odstranéni nedostatecné. Do ovocné duziny
se tento pesticid vSak nedostdva. Pii myti vodou z vodovodu dojde k odstranéni 43 %
fenhexamidu a pfi myti komeréné dostupnymi detergenty se odstrani 60 % fenhexamidu.
Dostate¢ného odstranéni Ize tedy dosahnout pouzitim organickych rozpoustédel, kdy naptiklad
oplachovani celych bobuli pomoci ¢istého methanolu by bylo povazovdno za dostatecny
ajednoduchy zplsob odstranéni fenhexamidu ze vzorkii potravin. Tato moZnost vSak

pro bézného spotiebitele postradd smysl.
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PRILOHY
Tabulka P1: Koncentrace (mg/l) vybranych fenolickych latek v jednotlivych vzorcich medovin a celkové mnoZstvi vSech

monitorovanych fenolickych latek bez obsahu vanilinu.

Zkratky: GalA — gallova kyselina, DHBA — dihydroxybenzoové kyselina, DHBd — dihydroxybenzaldehyd, HBA — hydroxybenzoova
kyselina, Van — vanilin, ChlA — chlorogenova kyselina, GenA — gentisova kyselina, CafA —kéavové kyselina, FerA —ferulova a isoferulova kyselina,

p-coA — p-kumarova kyselina, m-coA — m-kumarova kyselina, SalA — salicylové kyselina, Quer — Kvercetin, Apig — apigenin.

GalA DHBA DHBd HBA Van ChlA GenA CafA FerA  p-coA  m-coA SalA Quer total*

3,18 3,56 1,02 6,94 <LOQ <LOD 0,12 2,42 3,18 2,42 <LOQ 0,90 <LOD 23,79

1,87 2,46 1,04 3,79 <LOD 0,63 0,04 0,79 1,09 0,42 0,45 0,35 <LOD 12,98

1,07 1,54 0,55 3,79 <LOD <LOD 0,03 0,29 2,16 0,84 0,57 0,33 <LOD 11,23

0,32 2,64 0,91 7,42 <LOD <LOD <LOD 0,20 2,63 2,84 1,04 0,57 <LOQ 18,64

2,39 2,41 0,61 6,69 <LOD 0,09 0,05 0,94 1,84 2,40 0,26 0,86 <LOQ 18,63

5,42 6,00 0,78 9,81 <LOD <LOD 0,17 3,09 3,02 4,14 <LOQ 1,58 <LOQ 34,09

0,48 1,09 0,43 281 <LOD 37,5 0,57 8,01 4,92 3,57 <LOD 0,19 1.77 61,43

0,53 3,99 0,15 5,23 <LOD  <LOQ 0,30 2,03 2,07 1,48 <LOQ 2,82 <LOQ 18,68

N=RE-CRIEN IR NNV R SR SRR SNl

3,98 17,2 1,36 19,1 <LOD 0,61 0,39 8,42 4,80 2,67 <LOQ 1,90 5.55 67,43

10 <LOQ 1,81 0,18 4,28 <LOD <LOD 0,05 1,03 2,94 2,73 <LOQ 0,92 0.76 14.78

11 0,44 1,69 0,93 5,47 <LOD <LOD 0,01 0,42 2,08 2,25 <LOQ 0,35 <LOQ 13,71

12 0,82 1,12 0,31 2,85 <LOD 0,55 0,08 0,81 2,03 1,61 <LOQ 0,29 0.77 11,31

13 0,74 1,34 0,75 2,61 22.0 0,21 0,04 0,76 3,04 2,47 <LOQ 0,28 0.87 13,19

14 1,46 0,62 0,22 2,50 0.39 011 0,04 0,49 0,89 0,90 <LOD 0,13 <LOD 7,41

15 <LOD 0,14 1,55 <LOQ 155 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ 007 <LOQ 1,81

16 0,38 1,28 0,23 4,03 <LOD 0,44 0,03 0,44 1,95 1,69 <LOQ 0,18 <LOQ 10,7
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€<
.

GalA DHBA DHBd HBA Van ChlA GenA CafA FerA DP-COA  m-CoA SalA Quer total*

<LOQ 2,06 0,51 5,88 <LOD <LOD <LOD 0,14 1,96 2,24 0.83 0,43 <LOD 14,11

<LOQ 1,33 0,73 1,40 15,5 0,90 <LOQ 0,36 <LOQ 0,44 <LOQ 0,14 <LOD 5,35

<LOD 0,10 0,15 <LOQ 0,88 093 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD 123

0,42 1,06 <LOQ 3,87 <LOD 0,28 <LOQ 1,76 1,98 0,97 <LOQ 0,15 0.79 11,5

0,94 1,56 0,38 3,29 11,4 0,65 0,06 0,97 2,70 2,20 <LOD 0,13 <LOQ 12,94

0,74 1,14 1,34 2,89 9,87 0,42 0,05 0,88 2,19 2,07 <LOD 0,15 <LOD 11,92
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Tabulka P2: Koncentrace vybranych fenolickych latek v jednotlivych vzorcich pohanky béhem kli¢eni v ug/g susiny.

Zkratky: K — kroupa, L — lamanka, TMF - 54 7-trimetoxyflavan, PBA — protokatechova benzoova kyselina, DTMF —
dihydroxytrimetoxyflavan, CAH — hexo6za kyseliny kavové, EG — epicatechin galat, CH — katechin hexdza, E-3-3-O-MG - epicatechin-3-3-O-
metylgalat, SWM — swertiamakrosid, E-4,6-E — epiafzelchin-4,6-epikatechin, PC B — procyanidin B, E-E-O-MG - epiafzelchin-epikatechin-O-
metylgaladt, PC B2-3-O-G — procyanidin B2 3-O-galat, PC B2 DG — procyanidin B2 dimetylgalat, EEE — epiafzelchin-epikatechin-
epiafzelchin, PCT — procyanidin trimer, Cat- katechin, Vit — vitexin, Queri — kvercitrin, Ori — orientin, Hyp — hyperosid, Rut — rutin, Epi —

epicatechin, 3,4-DHB — 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, CafA — kdvova kyselina, p-coA — p-kumarova kyselina, IsoQ — isokvercitrin, Que —

kvercetin, m-coA — m-kumarova kyselina, ChlA — chlorogenova kyselina, Nar — naringenin, Fla — 7-hydroxyflavon, HBA — hydroxybenzoova

kyselina.
KROUPA
1. DEN KLICENI 2. DEN KLICENI 3. DEN KLICENI
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
TMF 14,3 17,4 18,4 15,6 20,1 22,1 17,34 16,9 15,8
PBA 1 12564 12087 11201 11399 11403 12156 12250 11916 12936
PBA 2 38966 37487 34740 35353 35363 37701 37992 36955 40118
DTMF 26,2 30,1 27,8 23,5 27,5 29,3 18,2 26,7 30,2
CAH 1 1,69 2,33 2,55 2,05 2,28 2,92 2,19 2,07 2,25
CAH 2 8916 8578 7950 8090 8093 8627 8694 8457 9180
CAH 3 5,20 7,27 6,88 7,27 6,97 11,18 9,90 7,97 8,43
EG 6,23 8,24 5,99 4,98 5,21 7,64 8,07 8,51 6,18
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KROUPA

DEN KLICENI DEN KLICENI DEN KLICENI
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3

CH 229 302 290 294 327 318,3 290 258 225
E-3-3-O-MG 5,04 6,11 4,94 3,54 4,55 3,48 2,61 3,19 2,89
SWM 14,2 17,6 14,5 16,1 16,6 16,1 14,7 14,00 15,0
E-4,6-E 1 5,76 6,78 6,25 5,00 6,93 4,11 3,10 3,83 3,87
E-4,6-E 2 3,04 3,25 2,92 2,49 3,20 2,00 1,79 1,84 2,20
PCB 26,1 25,3 23,4 23,8 23.9 25,4 25,7 25,0 27,1
E-E-O-MG 3,79 4,20 3,70 3,03 4,02 2,59 2,03 2,32 2,92
PC B2-3-0-G 26,5 25,8 23,84 24,1 24,2 25,8 26,0 25,4 27,2
PC B2 DG 26,3 25,3 23,5 23,8 23,9 25,34 25,5 24,8 26,9
EEE 5,29 5,84 5,41 4,19 5,70 2,91 2,73 3,08 3,37
PCT 26,1 25,1 23,3 23,7 23,7 25,4 25,5 24,8 26,9
Cat 93,1 143 154 123 120 221 127 150 135
Vit 6,24 9,79 8,32 22,0 16,3 135,4 83,4 67,3 98,0
Queri 0,18 0,17 0,15 0,12 0,12 0,15 0,14 0,12 0,14
Ori 7,92 12,6 10,9 24.4 19,0 110,7 73,2 57,0 77,0
Hyp 1,08 1,08 1,10 1,56 1,94 1,58 1,15 1,38 1,26
Rut 2141 2064 1917 1952 1952 2085 2095 2034 2207
Epi 24,6 35,0 31,3 30,6 29,9 64,8 40,9 42,1 406

3,4-DHB 12566 12090 11204 11402 11405 1215 122252 119,18 12938
CafA 0,23 0,32 0,23 0,21 0,28 0,24 0,22 0,83 0,67
pCoA 1624 1565 1450 1475 1476 1573 1585 1542 1674
IsoQ 1,04 1,04 1,09 1,53 1,86 1,54 1,13 1,38 1,20
Que 0,85 1,09 0,94 0,95 0,86 1,52 1,66 50,05 8,61
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KROUPA

DEN KLICENI DEN KLICENI DEN KLICENI
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
mCoA 5,27 8,92 6,21 6,20 6,74 6,62 6,91 6,15 6,71
ChlA 1560 1503 1393 1418 1419 1515 1524 1484 1609
Nar 16,77 17,9 16,51 16,7 19,9 222 20,7 22,2 26,9
Fla 0,02 0,03 0,04 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03
HBA 356,97 366 348 300 373 375 376 365 371
LAMANKA
1. DEN KLICENI 2. DEN KLICENI 3. DEN KLICENI
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
TMF 26,6 25,2 21,8 19,72 22,5 17,9 18,1 16,7 22,5
PBA 1 13109 12790 12250 11261 10724 11167 11202 10494 11704
PBA 2 10654 39667 37992 34925 33259 34631 34742 32545 36298
DTMF 46,8 39,8 49,4 43,1 43,8 34,7 24,8 27,0 25,8
CAH1 2,07 1,77 1,59 1,65 1,72 1,55 1,26 1,42 1,66
CAH 2 9303 9077 8694 7992 7611 7925 7950 7448 8306
CAH 3 5,68 5,54 5,45 5,70 5,16 6,18 5,08 5,58 7,21
EG 2,05 2,19 2,26 2,74 1,24 2,65 1,43 2,07 4,76
CH 242 227 223 247 250 207 166 205 181
E-3-3-O-MG 3,11 4,25 4,83 3,04 2,95 3,59 1,20 1,72 2,07
SWM 13,6 13,4 11,6 12,3 13,0 11,4 10,1 9,84 12,4
E-4,6-E 1 5,02 4,93 3,40 3,40 3,46 2,82 1,35 1,82 1,21
E-4,6-E 2 3,03 3,65 3,61 3,18 3,23 2,98 1,00 1,63 1,12
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LAMANKA

DEN KLICENI DEN KLICENI DEN KLICENI
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
PCB 27,5 26,9 25,8 23,9 22,8 23,6 23,6 22,2 24,7
E-E-O-MG 3,64 4,17 3,89 3,77 3,12 3,10 1,24 1,95 1,44
PC B2-3-0-G 27,2 26,7 25,5 23,6 22,3 23,3 23,2 21,9 24,5
PC B2 DG 27,4 26,8 25,7 23,6 22,6 23,41 23,3 21,9 24,3
EEE 5,73 6,06 5,27 4,92 4,88 4,00 1,48 2,66 1,84
PCT 27,1 26,5 25,3 23,3 22,2 23,1 23,2 21,7 243
Cat 56,1 52,6 59,1 64,8 51,4 67,0 39,3 54,6 77,3
Vit 6,22 7,02 9,50 10,5 9,44 20,2 20,4 11,2 99,1
Queri 0,24 0,20 0,31 0,24 0,28 0,32 0,15 0,12 0,19
Ori 8,15 7,85 10,4 10,5 11,0 20,1 15,7 11,8 78,2
Hyp 1,86 1,83 1,64 2,43 2,50 2,22 1,71 1,55 1,60
Rut 2232 2179 2100 1939 1847 1919 1915 1799 2008
Epi 13,6 11,75 12,1 12,6 8,92 17,4 5,95 9,83 25,2
3,4-DHB 13112 12793 12253 11264 10726 11169 11205 10497 11707
CafA 0,47 0,43 0,25 0,25 0,39 0,34 0,42 0,20 0,42
pCoA 1698 1656 1587 1459 1390 1448 1452 1360 1518
IsoQ 1,92 1,79 1,63 2,33 2,49 2,15 1,67 1,49 1,49
Que 3,49 4,20 3,49 3,46 3,08 3,30 11,2 2,25 5,99
mCoA 8,73 9,82 10,3 9,76 9,42 9,18 8,85 7,40 9,59
ChlA 1630 1591 1523 1401 1334 1389 1394 1306 1458
Nar 35,7 39,48 39,3 35,4 34,7 35,7 34,6 33,9 37,4
Fla 0,05 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04 0,03
HBA 408 389 361 342 338 346 347 334 355
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Tabulka P3: Koncentrace (mg/g) sledovanych fenolickych latek v jednotlivych extraktech pfipravenych z amarantovych zrn.

Znaceni Latka E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8 E9 E10
1 Glykosid 4-HBA 4,669 4454 4432 3,448 4,635 3,429 3,297 0,392 0,436 1,366
2 Glykosid 4-HBA — - — 0,541 0,395 0,332 0,324 0,235 0,271 -

3 Glykosid vanilové k. 744,8  702,3 758,9 659,8 718,5 608,4 589,8 524,5 581,7 263,8
4 3,4-DHBA 0,027 0,005 0,022 0,02 0,02 0,022 0,025 0,053 0,065 0,041
5 Glykosid vanilové k. 410,7 3932  403,2 339,5 399,1 3439  330,5 290,9 315,9 147,2
6 Glykosid 4-HBA 3,767 2,386 3,641 3,361 2,947 3,052 3,134 2,200 3,140 2,779
7 Glykosid ferulové k. 0,432 0,307 0,403 0,338 0,253 0,252 0,294 0,246 0,291 0,304
8 Glykosid 4-HBA 4915 4,830 4,767 4,075 4,867 3,740 3,939 4,178 4,836 2,506
9 Glykosid 4-HBA 0,823 0,796 0,790 0,706 0,823 0,692 0,691 0,707 0,769 0,445
10 Glykosid vanilové k. 56,27 52,55 57,31 51,31 51,96 49,7 132,6 10,047 - 15,93
11 Glykosid vanilové k. 4,031 2,125 2,230 2,125 2,453 2,687 3,181 2,077 2,144 1,556
12 Glykosid vanilové k. 3,907 3,574 3,814 3,507 3,544 3,460 3,523 1,511 1,709 1,855
13 4-HBA 1,420 1,512 1,61 1,483 1,599 1,386 1,421 4,308 5,312 1,516
14 Glykosid ferulové k. 4,789 4,479 4,678 4,086 4,713 3,878 3,649 0,922 0,942 1,670
15 Kavova k. 0,007 0,042 - 0,001 0,061 0,004 0,002 0,053 0,041 0,049
16 Vanilova k. — — — — — — — — — —

17 Kaffeoylchinova k. 0,057 0,046 0,09 0,092 0,021 0,106 0,091 0,040 0,061 0,007
18 Kaffeoylchinova k. 0,035 0,007 0,013 0,013 0,004 0,008 0,011 0,008 0,088 0,019
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Znaceni Latka E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10
19 Rutin 0,507 0,607 0,553 0,487 0,607 0,576 0,556 0,110 0,122 0,176
20 Kumaroylchinova k. 0,309 0,097 0,327 0,313 0,212 0,330 0,296 0,098 0,148 0,212
21 p-kumarova k. 0,271 0,203 0,229 0,234 0,29 0,235 0,230 0,297 0,275 0,275
22 Isokvercitrin 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 - - -
23 Kumaroylchinova k. 0,126 0,044 0,112 0,091 0,038 0,052 0,074 0,034 0,065 0,115
24 Feruoylchinova k. 2,319 0,931 2,348 2,334 1,674 2414 2,126 0,853 1,102 1,372
25 Kaempferol-rutinosid 2,536 2,529 2,707 2,247 1,886 2,272 2,256 0,475 0,622 1,036
26 Feruoylchinova k. 1,233 0,706 1,203 0,970 0,546 0,558 0,763 0,604 0,774 1,155
27 Ferulova k. 0,252 0,225 0,244 0,244 0,251 0,237 0,228 0,233 0,216 0,216
28 Ferulova k. 0,252 0,267 0,245 0,227 0,219 0,191 0,214 0,244 0,227 0,254
29 Myricetin — — — — — — — — — —
30 Salicylova k. — — — — — — — — - -
31 Kvercetin — — — — — — — — — —
32 Kaempferol — — — — — — — — - —
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Znaceni Latka Alkalicka Kysela Alkalicka Alkalicka Kysela
hydrolyza hydrolyza hydrolyza hydrolyza hydrolyza
pevného vodného vodného
podilu podilu podilu
1 Glykosid 4-HBA 0,257 0,223 - 0,237 -
2 Glykosid 4-HBA — 0,245 — - _
3 Glykosid vanilové k. 126,5 28,14 3,162 200,76 6,234
4 3,4-DHBA 0,508 0,462 0,363 0,037 0,143
5 Glykosid vanilové k. — _ — _ _
6 Glykosid 4-HBA — - - — _
7 Glykosid ferulové k. 0,175 0,153 — 0,184 —
8 Glykosid 4-HBA - - _ _ _
9 Glykosid 4-HBA - — _ _ _
10 Glykosid vanilové k. - - - _ _
11 Glykosid vanilové k. — — — — —
12 Glykosid vanilové k. 0,235 - - — _
13 4-HBA 12,94 13,86 2,544 4,624 12,65
14 Glykosid ferulové k. 0,378 0,169 — 0,168 —
15 Kavova k. 2,945 0,330 1,524 0,053 0,002
16 Vanilova k. - — - - 11,84
17 Kaffeoylchinova k. — — — — 0,018
18 Kaffeoylchinova k. — 0,004 — - —
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19 Rutin 0,027 0,007 - 0,04 -

21 p-kumarova k. 2,744 1,658 2,169 0,291 0,025

23 Kumaroylchinova k. - 0,013 _ _ _

25 Kaempferol-rutinosid 0,395 0,012 - 0,330 —

27 Ferulova k. 12,14 2,119 13,84 0,720

29 Myricetin — — — — —

31 Kvercetin 0,002 0,05 0,001 0,001 0,016
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Tabulka P4: Primérné hodnoty celkového mnozstvi fenolickych latek v extraktech amarantovych zrn v mg/g.

Znaceni ¢ [mg/g vzorku]
E1 0,4694 + 0,0136

E2 0,2868 + 0,01
E3 0,4964 + 0,0167
E4 0,4952 +0,0196
ES 0,3111 £0,0138
E6 0,4264 £ 0,0184
E7 0,4229 £+ 0,0208
E8 0,1344+0,0188
E9 0,2053 £ 0,0375
E10 0,1201 £0,0123
Extrakt po kyselé 0,2881 + 00,0548

hydrolyze
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Tabulka P5: Srovnani s ostatnimi soucasnymi publikovanymi meto

Analyty* Material® Metoda® Vzorek Davkovany Navratnost (%) LOD Reference
(mnoZstvi objem (mL) (ngL ' pgeg™
sorbentu)

1-4 LiChrolut EN SPE-LC-ESI- Pitna voda 3 95-104 0.01; — [102]
(200 mg) MS

1-6 HLB/GCB SPE-HPLC- Uzitkova voda 6 34-116 0.002-0.007; — [100]
(200 mg) MS/MS

1-5 Fe;04/ZIF-67/GO  MSPE-HPLC- Environmental water 3 84-117 0.06-1.0; — [105]
(40 mg) MS/MS

1,2 MGO/MIL- UA-MSPE- Ovoce a voda 1 82-102 0.019-0.022; — [101]
101(Cr)- HPLC-DAD
NH, (20 mg)

1-5,7 MOF- MSPE-HPLC- Environmental water 1.5 88—-107 0.3-1.5; — [106]
199/Fe;04 (50 mg) MS/MS

1-7 Oasis HLB SPE- or SLE- Vodaapida 1-12 73-107 0.1-0.4; 0.001-0.0029 [107]
(60 mg) MEKC-DAD

1,2,34 QuEChERS (5g)  d-SPE-MM- Puda a sediment 15 56-103 -;1.4-34 [108]

LC-MS/MS
1-5 QuEChERS (>5g) d-SPE-LC-ESI-  Stava z cukrové titiny 20 62-130 -; 0.0007-0.002 [103]
MS/MS

1-8 QuEChERS d-SPE-LC- Pyl a fruktézovy 10-13 85-114 -; 0.03-0.1 [104]
>5¢)+Cl18 MS/MS kukufi¢ny sirup
(50 mg)

1-5 AuNPs@NH,(C4)- SPE-HPLC- Zemédélské vzorky 0.5 80-110 0.019-0.041; 0.4-0.8— Tato
ZIF-8 (20 mg) DAD publikace
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