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ANOTACE

Tato prace se zabyva oleokantalem v extra panenském olivovém oleji. V teoretické Ccasti
je charakterizovan olivovy olej a jsou uvedeny moznosti stanoveni obsahu oleokantalu v extra
panenskem olivovém oleji. V experimentadlni casti je popsan postup zpracovani olivového
oleje pomoci dvojnasobné extrakce a postup optimalizace podminek analyzy extraktu
kapalinovou chromatografii s UV detekci. Optimalizovanym postupem bylo zpracoviano a
analyzovano celkem devatenact vzorku extra panenského olivového oleje a jeden vzorek oleje
z olivovych pokrutin. Nalezeny obsah oleokantalu byl v rozmezi 2,8 - 27,2 mg na 100 g
olivového oleje. K identifikaci vznikajicich hemiacetalii oleokantalu, které byly pouZity pro

jeho kvantifikaci, byla pouzita metoda mereni LC-MS.

KLICOVA SLOVA

Oleokantal, olivovy olej, antioxidanty, kapalinova chromatografie

TITLE

Oleocanthal in olive oil

ANNOTATION

This thesis deals with oleocantal in extra virgin olive oil. In the theoretical part,
there is a characterization of olive oil and the possibilities of determining oleocantal in extra
virgin olive oil. The experimental part contains describtion of processing olive oil by double
extraction and describtion of the procedure for optimizing the conditions of analysis of the
extract by using liquid chromatography with UV detection. All nineteen samples of extra
virgin olive oil and one olive o0il from the cake were processed and analyzed in an optimized
manner. The found content of oleocantal ranged from 2,8 to 27,2 mg per 100 g of olive oil. To

identify and quantification the resulting oleocantal hemiacetals was used LC-MS technique.

KEYWORDS

Oleocanthal, olive oil, antioxidants, liquid chromatography
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
AP — B-amyloidni protein

ACN - acetonitril

AD — Alzheimerova choroba

CE — kapilarni elektroforéza

COX — cyklooxygenaza

DAD - detektor s diodovym polem

EU — Evropska Unie

EVOO - extra virgin olive oil

FID — plamenov¢ ionizacni detektor

GC — plynova chromatografie

HPLC - vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
MAE — mikrovlnna extrakce

MS — hmotnosti spektrometrie

MeOH — methanol

NMR — nukledrni magnetické rezonance

OCA — oleocanthal

QuEChERS - Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe

SPE — extrakce tuhou fazi



1 UVOD

Olivovy olej je povazovan za jednu z charakteristickych slozek potravin, kterd je denné
vyuzivana k ptipravé pokrmil. Extra panenské olivové oleje, jako dulezité prvky stfedomoiské
stravy, jsou v souCasné sob¢ stiedem zajmu laické i odborné vefejnosti, protoze obsahuji
polyfenolické derivaty, které predstavuji vzristajici potencial pro ochranu zdravi.
tyrosoly ajejich derivaty. Jednim znich je 1 oleokantal, coz je ester tyrosolu.
Tato latka mé velmi pozitivni ucinky na lidské zdravi, jako jsou naptiklad protizanétlivé
nebo antikarcinogenni U€inky a byl popsan také jeji pozitivni vliv proti Alzheimerové

chorobeé.

Obsah oleokantalu v olivovém oleji Ize stanovit kapalinovou chromatografii. Pro analyzu
kapalinovou chromatografii vSak rostlinné oleje predstavuji znacné slozitou tukovou matrici,
proto je potieba pied vlastni analyzou vzorek vhodné upravit. Nejcastéji se pouziva jedno
¢1 dvojnasobna extrakce oleje vhodnym polarnim organickym rozpoustédlem, ¢ijeho smési
svodou. Vedle pouziti kapalinové chromatografie se spektrometrickou deteket,
ktera je vhodna pro rutinni analyzy, bylo vyuZito pro analyzu olivového oleje také spojeni
kapalinového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem, které je vyhodné zejména pro
identifikaci rozseparovanych latek. Timto zpilisobem byla potvrzena tvorba hemiacetali
oleokantalu v prostiedi metanolu, ktery je pouzit pii extrakci jako jedno z extrakénich
rozpoustédel ve smési s vodou. Takto identifikované hemiacetaly byly dale vyuzity pro

stanoveni obsahu oleokantalu ve vzorcich extra panenského olivového oleje.

-12 -



2 TEORETICKA CAST

2.1 Olivovy olej

Cely kolob¢h tykajici se vyroby olivového oleje, stejné jako jeho péstovani, probihd zejména
ve Stiedomofti. Pravé v zemich okolo Stiedomofi je jiz po mnoho let prokédzano a vSeobecné
znamo, ze se zde vyskytuje nizsi pocet srdecnich a nadorovych onemocnéni, nez je evropsky
pramér. Odbornici tento jev ptisuzuji hlavné celozivotni konzumaci typické stfedomoiské

stravy, ktera zahrnuje naptiklad extra olivovy olej, ovoce, zrniny, zeleninu a obiloviny [1-4].

Olivovy olej je olej vyrabény z hospodaisky vyznamné plodiny olivovniku evropského
(Olea europaea) a nejvétSimi producenty jsou zemé v oblasti Stfedozemniho mofte,
jako Spanélsko a Italie, které dodavaji téméF 50 % celkové sklizng. Ukazka plodii olivovniku

evropského je zndzornéna na obrazku 1 [3,5].

Obrazek 1 Plody olivovniku evropského [6]

Dftive se olivovy olej pouzival ke sviceni, jako soucdst masti a k vafeni. Samoziejm¢ byl
tisice let hlavni sloZzkou potravy pro obyvatele Stiedozemi, ale kvili své vyzivové hodnotg,
obsahu zdravych mononenasycenych mastnych kyselin a své jedinecné chuti a vini

se jiz rozsifil celosvétove [2,3].

Co se tyka vyroby olivového oleje, postupuje se tak, ze se nejprve plody rostliny vypecku;ji
arozdrti na kasi, ze které se lisovanim ziskdva Stédva. Tato §tava je pak v odstfedivce
rozdélena na vodu a olej. Za studena lisovany olivovy olej obsahuje téméer 80 %
nenasycenych mastnych kyselin — nejvyznamnéjsi z nich je kyselina olejova. V oleji jsou také
zastoupeny nasycené tuky a malé mnozstvi volnych mastnych kyselin, které jsou urcujicim
znakem kvality olivovych olejii. V kvalitnim olivovém oleji se najde také Siroké spektrum
vitamind, nejdilezitéjsi jsou napiiklad vitamin E a A. Kvalitni olivovy olej je schopen

si udrzet prakticky vSechny své pfirozené nutricni vlastnosti, protoZze se ziskdva praveé
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lisovanim za studena a na rozdil od ostatnich rostlinnych oleji je pouzit v absolutné pfirodni
form¢. Na druhou stranu se olivovy olej lehce prepali a nasledné uvoliiuje volné radikaly.
Smazeni ni¢i chut oleje a také ho =zbavuje vétSiny zivin, proto ktomuto tucelu

neni vhodny [2,7].

Olivovy olej je podle mezinarodni organizace International Olive Oil Council rozdé€len do péti

zékladni kategorii: [8]

e Extra panensky olivovy olej — tento olej se vyznacuje dokonalou chuti a vini, kdy
jeho kyselost by méla byt mensi nez 1 %.

e Panensky olivovy olej — jedna se o olej, ktery ma velice podobné vlastnosti jako olej
pfedchozi, ovSem jeho kyselost je mensi nez 1,5 %.

e Obycejny olivovy olej — tento olej vznika rafinaci panenskych olivovych oleji a na
vafeni se pouziva nejcastéji.

e Lampantovy olivovy olej — jde o olej, ktery méa nepifijemnou chut i vlni,
je po vylisovani ur¢eny k dal§im ipravam a Ize ho vyuzit pro technické ucely.

e Olej z pokrutin — tento olej vznikd ze zbytkl oliv a pfed pfimou konzumaci by se m¢l

jesteé tepelné upravit.

2.2 Extra panensky olivovy olej

Extra panensky olivovy olej (EVOO) je olej, ktery je vyrabén bez chemickych uprav a jak jiz
bylo zminéno, obsah volnych mastnych kyselin u néj nesmi piekrocit 1 %. Pouze takovy olej
smi pouzivat oznaCeni extra panensky. V posledni dob& se objevuji pokusy o falSovani
EVOO, a to z divodu, Ze pravy EVOO je povazovan za jeden z nejdrazsich, a tedy i ovlivituje
cenu ostatnich rostlinnych oleji na trhu. EVOO je uznavan pravé pro mimotadny obsah tuku,
ktery se skldda ze dvou frakci, zfrakci glycerolové (zmydelnitelné, cca 95 %)
a nonglycerolové (nezmydelnitelné, cca 5 %). O 75 % obsahu tuku glycerolové —
zmydelnitelné frakce, ve formé& kyseliny olejové (mononenasycené omega-9 mastné kyseliny)
se uvadi, ze zlepSuje kardiovaskularni funkce, snizuje cholesterol v krvi a krevni tlak.
Nezmydelnitelna frakce obsahuje fenolické slouceniny, vétSina znich jsou latky

s antioxida¢nimi ucinky [2,7,9,10].

2.3 Vlastnosti EVOO

EVOO pftitahuje z4jem stale vice odbornikii, a to pravé diky svym nutricnim vlastnostem

a diky zdravotnim vyhoddm spojenéyms jeho konzumaci. Je jiz ovéfena pozitivni zdravotni
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vlastnost, ze idedlni kombinace mononenasycenych mastnych kyselin obsazenych v olivovém
oleji snizuje riziko vzniku srde¢nich chorob a udrzujiehladinu cholesterolu na uzdé.

U zadného jiného oleje se v takové podob¢ nenachazi [1,2,10-12].

Co se tyka skladovani a uchovéavani, EVOO je citlivy na pfitomnost kysliku a slune¢niho
zéafeni. Z toho divodu by mél byt skladovan v dobfe uzaviené tmavé lahvi pii teploté
mezi 10 °C az 16 °C. Pfi pouziti pro tepelnou tUpravu pokrmi by neméla teplota

ptekrocit 180 °C [1,3,12-14].

Jemna chut EVOO je spojena s pfitomnosti velkého mnozstvi chemickych sloucenin,
jako jsou alifatické a aromatické uhlovodiky, alifatické a triterpenové alkoholy, aldehydy,
ketony, estery, furan a derivaty thiofenu. K organoleptickym vlastnostem, které délaji EVOO
tak vyjimecnym, pfispiva vic nez 100 riznych sloucenin. Chuti a viné se odvozuji
od sloucenin jako je napiiklad 1-hexanol, hexanal, trans-2-hexenal a 3-methyl-1-butanol,
které jsou povazovany za hlavni té¢kavé latky v olivovém oleji. Pokud se v pribéhu vyroby
(mleti) prekroci teplota 30 °C, muze dojit k rozkladu nékterych téchto chutovych latek.
Proto je dulezité¢ ,lisovani za studena®. Kvalita, totoZnost a pravost olivového oleje jsou
zarueny mezindrodnimi normami a kontrolovany doporufenymi analytickymi

metodami [2,3,13].

Pozitivni G¢inky sttedomotské stravy Ize pfipsat nejen vysokému vztahu mezi nenasycenymi
a nasycenymi mastnymi kyselinami v olivovém oleji, ale také antioxidacnim vlastnostem jeho
fenolickych sloucenin. BuniCina oliv obsahuje tyto slouceniny, které jsou hydrofilni
a nachazeji se také v oleji. Fenolické slouceniny zahrnuji mnoho latek, jsou to jednoduché
fenolické slouCeniny, jako jsou vanilova, galov4, kumarova a kafetova kyselina, tyrosol
a hydroxytyrosol a komplexnéjsi slouCeniny, jako jsou secoiridoidy (oleuropein a ligstros)

a lignany [7].

2.3.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou obsazeny prakticky ve vSech druzich potravin. Jednd se o heterogenni
skupinu sloucenin, z nichz nékteré pisobi jako vonné latky, chutové latky nebo pfirodni
barviva. Nékteré fenolické latky se vyznacuji vyraznymi biologickymi u€inky a patii mezi
prirodni antioxidanty, pfirozené toxické slozky potravin a také mezi ochranné latky rostlin.
Fenolické latky vyskytujici se v potravinach mohou piedstavovat bud priméarni slozky
nékterych silic, nebo pak vznikaji jako sekundarni aromatické latky pifi zpracovani

potravin [15,16].
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Polyfenoly ve své struktufe obsahuji aromatické jadro, které nese jednu nebo vice
hydroxylovych skupin, véetné jejich funkénich derivati. Jsou zastoupeny v rostlinné fisi vice
nez 8000 latkami s velmi rozmanitymi strukturami. Molekulové hmotnosti se pohybuji
od <100 Da (fenolické kyseliny) do > 30 000 Da (polymerni slouc¢eniny). Ovliviuji aktivitu
Sirokého spektra enzymi a bunéénych receptorti. Hlavnimi zdroji polyfenolti jsou bobule,

cokolada, ¢aj, vino a Cerstvé ovoce [17,18].

Obsah téchto hodnotnych fytochemikalii v olivovych olejich je siln€ ovliviiovan riiznymi
faktory, jako je odrtida oliv, oblast péstovani, klimatické podminky a environmentalni
faktory, stupenn dozravani a doba sklizn¢, stejné jako technologie zpracovani. Je prokazano,
ze stupenn zralosti oliv v dobé sklizn¢ zplsobuje nejvyssi variace obsahu fenolickych
sloucenin a ma vliv na antioxida¢ni vlastnosti a stabilitu oleje. Zrani plodi vede ke zvyseni
mekkosti ovoce, ke zmeéné a degradaci komponent bunééné stény, coz zajisStuje lepsi extrakci

fenolickych latek z ovoce [19-21].

Antonia de Torres, Francisco Espinola a kol. se zabyvali vlivem teploty a doby malaxace
(mixovani podrcenych oliv) na obsah fenolickych latek v EVOO. Oba dva faktory maji
zasadni vliv na obsah studovanych fenolickych latek v EVOO. Se vzrlstajici teplotou
zpracovani obsah polyfenolickych latek v EVOO vzrlsta, vliv doby malaxace neni
jednoznac¢ny. Obsah flavonoida klesa se vzrustajici teplotou zpracovani a dobou malaxace.
Dale se autofi zabyvali vlivem zplisobu zavlazovani (listové/kofenové) a stupné zralosti oliv

na obsah polyfenolickych latek. [22]

2.3.2 Antioxidacni vlastnosti olivového oleje
Antioxidanty jsou latky, které jsou v organismu schopné sniZovat negativni UCinky
probihajicich oxidacnich procesti. Vedle polyfenolickych latek maji antioxidacni vlastnosti

naptiklad také nékteré vitaminy, mineralni latky a enzymy.

Antioxidanty jsou snadno oxidujici se latky, které na sebe snadno vazi volny kyslik a timto
zpusobem maji moznost chrénit ostatni latky pfed oxidaci. Antioxidanty tak dokaZzi zamezit
vzniku volnych radikalt. Radikély jsou pak urcité fragmenty molekul, které poskozuji bunky
téla, ni¢i ofni a nervové builkky, maji genotoxicky potencidl a podporuji zanéty.
Na zaklad¢ téchto neptiznivych vlastnosti se dnes davaji do souvislosti s pfedCasnymi projevy
starnuti, s onemocnénimi srdce a krevniho ob¢hu, poskozenim kize svétlem, a piedev§im
se vznikem mnoha druhl rakoviny. Témto obtizim lze uc¢inné pfedchazet a zamezit pomoci

dostate¢ného zdsobovani téla pravé antioxidacnimi latkami, které jsou hojné obsaZeny
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napiiklad v olivovém oleji. Ve velké mife se také vyskytuji v ovoci a zelening, které maji
vyrazné barvy. Jedna se naptiklad o pomerance, ¢ervenou papriku, rajcata, Spenat, dyné nebo
mrkev. Dulezité je, Ze antioxidanty se v mnohem vét§i mife vyskytuji v potravinach
konzumovanych v syrovém stavu. Tepelnou upravou, pecenim a duSenim zeleniny

se antioxidac¢ni vlastnosti ztraci [4,9,12,23].

Pravé mezi antioxidanty patii i slouc¢enina oleokantal, kterou se zabyva tato diplomova prace.

2.4 Oleokantal

V olivovych olejich bylo zjisténo pfiblizné ctyticet fenolickych sloucenin z hlavnich tiid
fenolickych kyselin, alkoholi, lignanti a flavonoida. Jednou z nejdiilezitéjsich slozek EVOO
jsou polyfenolické derivaty, které maji vzrustajici potencidl pro ochranu zdravi. Klicovymi
slouceninami této skupiny jsou hydroxytyrosoly, tyrosoly a jejich derivaty, a to pifedev§im
oleocein, oleokantal, monoaldehydové formy aglykonu ligstrosidu a monoaldehydové formy
aglykonu oleuropeinu. Oleokantal (obrazek 3) je ester tyrosolu (obrazek 4) a jeho chemicka
struktura je pfibuzna oleuropeinu. Oleokantal jako takovy pochéazi z demetylace oleuropeinu
(obrazek 5). Charakteristika oleokantalu je uvedena v tabulce 1. Chemické slozeni
vyrobenych olivovych olejii a mnozstvi oleokantalu v nich je ovlivnéno odridou oliv,
jejich skladovanim, transportem a metodou zpracovani. Z organoleptick¢ého hlediska
je oleokantal zodpovédny za urcity pocit Skrabani v krku, ktery clovek citi, kdyz konzumuje

EVOO. Je také zdrojem pikantni chuti olejii [7,25-31].

2-(4-hydroxyfenyl)ethyl(3S,4E)-4-formyl-3-

Systematicky nazev
(2-xoethyl)hex-4-enoat

Sumarni vzorec C17H200s5
Molarni hmotnost 304.34 g/mol
Procentualni zastoupeni C 67,09 %, H 6,62 %, O 26,28 %
CAS (islo 289030-99-5

Tabulka 1 Charakterizace oleokantalu
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2.5 Utinky oleokantalu na lidsky organismus

Vyzkum kvality potravin ma v nasi spolecnosti vysoky vyznam nejen z pohledu zékladnich
zivin a zjisténi obsahu bioaktivnich sloucenin s pfiznivymi u€inky na zdravi, které poskytuji,
ale také zjisténi pfitomnosti nezddoucich sloucenin (riznych kontaminantt), které jsou casto
nebezpecné¢ pro lidské zdravi, 1 kdyz se vyskytuji vnizkych hodnotéach.
Prestoze spotiebitelské preference tykajici se potravinovych vyrobkl jsou Casto ovlivnény
organoleptickymi vlastnostmi (barva, chut, vin€) a socioekonomickymi faktory
(ekonomicka produkce), lidé se stale vice zajimaji spiSe o pritomnost n¢kterych specifickych

sloucenin se zdravotn¢ prospéSnymi ucinky [9,17,20].

V poslednich letech se odborna vetejnost ¢im dal tim vic zajima o stfedomoiskou stravu,
predevsim tedy o olivové oleje a jejich pozitivni dopad na lidské zdravi. Olivovy olej je totiz

vvvvvv

zdravi byly zaznamenany jiz v roce 1970 [20,26-28].

2.5.1 Protizanétlivé acinky

Oleokantal, ktery je pfitomny v EVOO, velice pfiznivé ovliviiuje zdravotni stav ¢lovéka.
¢inidlo a dokaze také tlumit rizné bolesti. Je schopen inhibovat enzymy cykloxygenazy
a tim vyvijet protizanétlivé u€inky. Cyklooxygenaza se déli do dvou forem: COX-1 a COX-2,
kdy pravé COX-2 podporuje rozvoj zanéctu, bolesti a teploty [20,22,28,32,33].

Bylo zjisténo, ze ma stejné UCinky jako 1€k proti bolesti ibuprofen nebo jiné nesteroidni
poskytne takové mnozZstvi oleokantalu, jako je 10 % denni davky ibuprofenu pro dospélého
¢lovéka. Toto je velmi dilezity aspekt a védci usuzuji, Ze pravé oleokantal je tou hledanou

latkou, ktera ma na svédomi zdravéjsi zivot v oblasti Sttedomoii [8,9,25,26,33,34].

2.5.2 Vliv oleokantalu na Alzheimerovu chorobu

Alzheimerova choroba (AD) patii mezi nejcastéjsi vyskytujici se demence. Pojem demence
oznacuje choroby, které jsou charakterizovany upadkem urcitych poznévacich funkci
(intelekt, pamét, pozornost), funkci vykonnych (motivace, planovani, vyhodnoceni)
a dalSich psychickych funkci. Jednd se o progresivni neurodegenerativni onemocnéni

predstavujici asi 50-60 % vSech demenci [35-37].
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Mezi hlavni hypotézu pfi€iny vzniku AD patii tvorba nerozpustnych senilnich plakt
v disledku akumulace extracelularniho B-amyloidniho proteinu (AB) v riznych mozkovych
oblastech (pfevazn¢ v hipokampu). A pravé oleokantal ma tu dualezitou schopnost,
ze dokaze zabranit akumulaci AP proteini. Dale je také schopen ovlivnit fibrilaci
Tau proteinil, které se pti AD tvofi. V tzv. amyloidnich placich je v typickém ptipadé jadro
z AP obaleno pravé neurofibrilarnimi vldkny z Tau proteind. Spole¢né tedy amyloid-f
a Tau pfedstavuji  dva  zakladni  biochemické ptiznaky  Alzheimerovy choroby

v mozku [25,28,38-40].

Pochopeni mechanismii, kterymi oleokantal jako maléd pfirodni molekula chrani organismus
proti Alzheimerové chorobé¢, bude mit velky vyznam zejména kvili dramatickému naristu

Alzheimerovy choroby v poslednich letech a nedostatecné moznosti jejiho 1éc¢eni [9,35].

2.5.3 Dalsi pozitivni acinky

Mezi dalsi projevy oleokantalu na lidsky organismus patii naptiklad inhibice bunécné
zivotaschopnosti a indukce apoptdzy v bunikach rakoviny tlustého stfeva. Nékteré u€inky jsou
uvedeny na obrdzku 6. Je také inhibitorem mnoZeni a pfemistovani bunck rakoviny prsu,
prostaty a kize. Oleokantal ni¢i lysozomy rakovinotvornych bunék, ve kterych jsou obsazeny
enzymy zabijejici bunky. U zdravych buné¢k zplsobuje aplikace oleokantalu docasné
zastaveni jejich Zivotniho cyklu, avSak po 24 hodinach se situace vrati do normalu.
Oleokantal je aktivni bchem 30-60 minut, zatimco apoptéza jako samotna

trva 16-24 hodin [25,28].

%"m
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Breast cancer cells
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Colon cancer cells

Bone marrow

Obrazek 5 Vliv oleokantalu na lidsky organismus [1]
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Oleokantal snizuje riziko vyskytu chronickych onemocnéni jako je naptiklad kardiovaskuldrni
onemocnéni a ateroskleréza. Plsobi jako terapeutické Cinidlo pfi zanétlivych onemocnéni
kloubti, jako je naptiklad osteoartritida a revmatoidni artritida. Dokonce je znamo, Ze n€kolik

1zicek EVOO rano mize pomoci vyftesit problémy s chronickou zécpou [1,25,31].

Byla také prokazana antimikrobidlni aktivita proti Helicobacter pylori, ktery je ptivodcem
viedi a nékterych typd rakoviny zaludku. V simulovanych podminkach se zjistilo,
ze tyto latky mohou difundovat z oleje do zalude¢ni §tavy a byt v tomto kyselém prostiedi
stabilni celé¢ hodiny. In vitro vykazuje oleokantal ze vSech fenolickych latek obsazenych
v olivovém oleji nejsilngjsi baktericidni u¢inek v koncentraci jiz 1,3 pg/ml. Tyto vysledky

oteviraji moznost povazovat panensky olivovy olej za chemopreventivni ¢inidlo [41,42].

2.6 Legislativa

Legislativa Evropské Unie nedavno piijala zdravotni tvrzeni tykajici se polyfenoli
obsazenych v olivovych olejich a jejich piispévek k ochrané lipidd v krvi pfed oxidacni
aktivitou. Jednd se o natizeni Komise EU ¢. 432/2012 ze dne 16. 5. 2012, kterym je stanoven
seznam povolenych zdravotnich tvrzeni podanych o téchto potravindch. Toto lze pouzit
na olivové oleje obsahujici nejméné 5 mg hydroxytyrosoli a jeho derivata (komplexy
oleuropeinu, tyrosolu) na 20 g olivového oleje a predpoklada se, Ze ptiznivy ucinek

se dosahne dennim ptijmem 20 g olivového oleje [30,31].

2.7 Metody pro stanoveni oleokantalu v olivovém oleji

z nich patfi jednoznacné vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), plynovd chromatografie (Gas Chromatography, GC),
avneposledni fadé¢ také hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry) a nukledrni
magnetickd resonance (Nuclear magnetic resonance, NMR). Plynova chromatografie
je pouzitelna pro identifikaci a kvantifikaci latek s nizkym bodem varu, coz umoziuje jejich
prevedeni do plynného stavu a separaci na chromatografické koloné. Kapalinova
chromatografie se pouziva pro analyzu latek, jejichz fyzikalné-chemické vlastnosti
znemoziuji stanoveni pomoci plynové chromatografie. Pro urceni sloZeni, struktury
amnozstvi latky je v neposledni fad¢ vyuzivana NMR, jejiz princip spociva v interakci
atomovych jader s magnetickym polem. Pro identifikaci a kvantifikaci oleokantalu jsou
v soucasné dobé HPLC i1 GC nejcastéji pouzivany ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

(Mass Spectrometry, MS), ktera piinasi dalsi vyhody pfi detekei latek.
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V dnesni dobé neexistuje oficidlni metoda stanoveni oleokantalu zdtvodu znamych
technickych problémil nekterych postupii. EVOO je velice bohaty na latky s antioxida¢nimi
ucinky a je také zndmy pro svou biologickou aktivitu (tedy obsahuje naptiklad 1 steroly,
tokoly, skvalan a fenoly). Pfi zpracovani a analyze vzorku se nejdfive provadi extrakce
polyfenolickych slouc¢enin do vhodného rozpoustédla a tento extrakt je po piecisténi
analyzovan vybranou analytickou technikou. K extrakci lze pouzit riizné extrakéni techniky,

stejné tak jako pro vlastni analyzu (napi. LC, GC, NMR) [1,26,30].

vvvvvv

metod, kterymi lze oleokantal v extra panenském olivovém oleji stanovit.

2.8 Extrakce

Extrakce je separacni metoda, pii které prechazi slozka ze smési latek z tuhé nebo kapalné
faze do jiné kapalné faze. Extrahovana latka mtize piechazet do roztoku z kapalné faze nebo
zpevné¢ faze. Extrakce zavisi na povaze matrice vzorku, stejné¢ jako na chemickych
vlastnostech fenolll, v€etné molekularni struktury, polarity, koncentrace, poc¢tli aromatickych
kruhti atd. VSeobecné plati, Ze jedna extrakce celym mnozstvim rozpoustédla je méné

ucinnéjsi nez opakovana extrakce mensimi davkami rozpoustédla [43].

2.8.1 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi tuhou a vodnou
fazi. Metoda je zalozena na tom, Ze dochazi k selektivnimu zadrzovani urc¢itych molekul latky
na tuhém sorbentu, ptes ktery vzorek protéka a ktery je umistén ve form¢ sloupce nebo
membrany v kratké kolonce. Roztok analytu je pfeveden do kontaktu s tuhym aktivovanym
sorbentem, ktery sorbuje analyt. Po vybéru vhodného elu¢niho ¢inidla je poté eluci analyt
uvolnén. Pro urychleni pritoku kapalin pfes kolonu mize byt pouzito napiiklad vakuum.
Vyhodou je naptiklad prace s mensimi objemy vzorki, rychlost a jednoduchost nebo snadné

automatizace [43,44].

2.8.1.1 QuEChERS
Jako jednu z novych extrakénich metod 1ze pouzit metodu QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe). Jak lze pfelozit z ndzvu, metoda je rychld, snadna, levna,

efektivni, robustni a bezpecnd. Tato metoda se vyuziva piedevsim pro extrakci pesticidi [45].

Tato technika separace zahrnuje dva kroky, kde prvni z nich je extrakce kapalina-kapalina

zhomogenizovaného vzorku a druhy zahrnuje frakcionaci pomoci organického rozpoustédla
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aroztokd soli. Jako soli se pouzivaji chlorid sodny a siran hofeCnaty. Existuji rGzné

modifikace této metody, ukdzka postupll je uvedena na obrazku €. 5 [45,46].

2.8.2 Extrakce kapalina — kapalina

Je to metoda, ktera umozinuje odd¢lit velké mnozstvi rusivych latek nebo oddélovat stopové
mnozstvi slozky. Extrakce z kapaliny do kapaliny je zalozena na piechodu rozpusténé latky
zjedné kapalné faze do druhé. Extrakce je tim selektivnéjsi a u¢inngjsi, ¢im vhodnéjsi
se pouzije  extrakéni rozpoustédlo. V praxi byvd jedno rozpoustédlo voda
(nebo vodny roztok), a druhé rozpoustédlo je organické, které se nemisi s vodou
(hexan, diethylether, chloroform aj.). Latky mohou byt ve vodné fazi rozpustény,
suspendovany ¢i emulgovany. Latka rozpusténa v jedné fazi pfechazi ptes fazové rozhrani
obou kapalin do faze druhé. Pomér koncentraci (aktivit) rozpusténé latky v obou fazich
je po ustanoveni rovnovahy konstantni a je dan distribu¢ni konstantou pro konkrétni systém.
Jeji velikost zavisi na typu rozpoustédel, rozpusténé latce, teploté a dalSich podminkéach

extrakce. Je dana vztahem:

COT'
KD == _g

Cvod
Kbp ... distribu¢ni konstanta
Corg -.. koncentrace rozpusténé latky v organické fazi

Cvod ... koncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi

2.8.2.1 Superkriticka fluidni extrakce

V tomto piipad¢ se jednd o extrakci, kde se jako extrakéni cinidlo vyuziva tekutina
v superkritickém stavu, tzv. superkritickd (nadkriticka) tekutina. Jde o jednu z alternativnich
metod piipravy vzorku, tato metoda je rychla, snadno automatizovatelna, nevyuzivaji se pii ni
velikd mnozstvi rozpoustédel ani laboratorniho nadobi. Na druhou stranu vyzaduje pomérné
dlouhou optimalizaci pro urcité latky a v neposledni fade nepatii mezi nejlevnéjsi metody,

co se tyce potizovacich nakladu [47,48].

Superkritickd tekutina je takova tekutina, kterd se nachazi ve stavu nad kritickou teplotou
a kritickym tlakem, viz obrazek 6. V potravinaistvi se nejvice vyuziva oxid uhlicity,
ktery ma kritickou teplotu 31 °C a tlak 73 bar. Fazovy diagram oxidu uhli¢itého je uveden

na obr. 7 [47,48].
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Obriazek 6 Fazovy diagram pro oxid uhli¢ity [49]

2.8.2.2 Mikrovinna extrakce

Mikrovinna extrakce (MAE — Microwave-Assisted Extraction) je metoda, ktera se pouziva ke
zvySeni efektivity klasické extrakce, pfi které se pouziva rozpoustédlo. Tuto metodu extrakce
lze vyuzit pouze u termostabilnich sloucenin, jelikoz se zde vyuZzivd zvySené teploty,
kdy jsou vzorky michany a ohfivany. Co se tykd polarity rozpoustédel, tak nepolarni
rozpousStédla nejsou mikrovinami ovliviiovany, proto se zde pouzivaji pouze polarni
rozpoustédla. Mikrovinné zareni pronikd do materidlu a spolu s polarnimi molekulami
rozpoustédla dochazi k tvorbé tepla, cela smés je pak ohiivana stejnomérné. Zvysuje se tim
migracni rychlost rozpusténych ionti a tim penetrace rozpoustédla do tuhé matrice,

a to usnadnuje uvolnéni cilovych analyt [50,51].

2.9 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je zalozena na vyuzivani nékolikanasobného procesu distribuce
latek mezi stacionarni fazi (sorbent, tuha faze) a mobilni fazi (kapalinou). Podle uspotradani
stacionarni faze se rozliSuji metody v plosném uspotaddni, mezi které patii tenkovrstva
a papirova chromatografie a metody v kolonovém uspofadani, které zahrnuji klasickou

sloupcovou chromatografii a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii [52-54].

V soucasnosti  je  vysokoucinnd  kapalinovd  chromatografie = (HPLC) jednou
z nejpouzivangjSich metod pro analyzu Sirokého spektra latek od jednoduchych molekul

az po slozité slouceniny [55].

Schéma jednoduchého kapalinového chromatografu je znazornéno na obrazku 7. Sklada se

z chromatografické kolony, ktera je naplnénd vhodnou stacionarni fazi. Bé€zné pouzivané
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kolony pro analytickou HPLC maji délku 50-250 mm s vnitinim primérem 2-4.6 mm
a jsou plnény stacionarnimi fazemi s primérem castic 2 — 5 pum. Mobilni faze protéka kolonou
rychlosti 0.5 — 5 ml/min. Jako stacionarni faze se nejcastéji pouzivaji ¢astice se silikagelovou
matrici s chemicky vadzanymi stacionarnimi fazemi, z nichZ nejpouzivanéjs$i je silikagel
s chemicky navdzanym oktadecylovym uhlovodikovym zbytkem (oktadecylsilikagel).
Jako mobilni faze jsou vtomto piipadé pouzity smési vody a polarniho organického
rozpoustédla (methanol, acetonitril, dioxan atd.) — v tomto pfipad¢ se jedna o tzv. systém
s obracenymi fazemi. Protoze kolona naplnéna takto malymi ¢asticemi stacionarni faze klade
toku kapaliny vysoky odpor, je pro dosazenych pozadovanych pritokd nutno pouzit Cerpadla,
kterd jsou schopna cerpat mobilni fazi za tlaku 30-60 MPa, v pfipadé¢ pouziti kolon
s ¢asticemi pod 2 pm mutizou byt pracovni tlaky az 1000 MPa (HPLC). S vyhodou se vyuziva
jednoho nebo vice vysokotlakych cerpadel pro tvorbu nizkotlakého ¢i vysokotlakého
gradientu slozeni mobilni fadze béhem analyzy. Pro zavedeni vzorku na kolonu je nedilnou
soucasti chromatografu davkovaci zatfizeni. Nejcastéji se vyuziva Sesticestného davkovaciho
ventilu, pficemz davkovéani se provadi ru¢né¢ nebo pomoci autosampleru. Dalsi dulezitou
soucasti chromatografu je detektor, ktery by mél byt vysoce citlivy, s vysokou rychlosti
odezvy a maximalné univerzalni pii zachovani pfiznivé ceny. BéZné pouzivané detektory pro
HPLC jsou mnapt. UV/VIS spektrofotometrické, fluorimetrické, refraktometrické,
elektrochemické nebo vodivostni. A v soucasnosti hmotnostni spektrometr pouzity

jako detektor [52-54].

Cerpadlo davkovaci
zafizeni

fizeni slozeni [
mobilni faze

A vzorek

smésovaci kolona

zafizeni Bk
zasobniky B3 vyhodnocovaci
mobilni faze zatizeni

detektor

Obrazek 7 Schéma kapalinové chromatografie [S3]
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2.9.1 Spektrofotometricky detektor

Spektrofotometricky detektor je jednim z nejpouzivangjSich detektorti v technice HPLC.
Tyto detektory jsou velice provozné spolehlivé a jednoduché a Ize jejich pomoci detekovat
velky pocet latek. Méfi absorbanci eluatu vychdzejiciho z kolony v rozmezi vinové délky
190-700 nm. Obecné se muzou tyto detektory rozdélit do svou skupin. Prvni zahrnuje
detektory, které mohou méfit pouze pii jedné vinové délce, druhd skupina zahrnuje pfistroje,
u kterych lze vinovou délku detekce nastavit v Sirokém rozmezi vlnovych délek pomoci
monochromatoru. Mezi nelepsi spektrofotometrické detektory patii detektory s diodovym
polem (DAD), které¢ vedle detekce latek umoziuji i online ziskéani jejich UV/VIS spekter,

coz miize napomoci pii identifikaci neznamych latek v eluatu z kolony. (obrazek 8) [53].

fotodiodove
pole

zdroj pritoén
zafeni kyveta l

Obrazek 8 Spektrofotometricky detektor [S3]

2.10 Plynova chromatografie

Vede nejcastéji pozivané kapalinové chromatografie pro analyzu oleokantalu pouzili autofi
Mir Ali Farajzadeh, Adeleh Yadeghari, Leila Khoshmaramb a Houshang Ghorbanpour
plynovou chromatografii. Plynova chromatografie patfi mezi dalsi velmi pouzivané separacni
metody, ktera je opét zaloZzena na distribuci latek mezi dv€é nemisitelné faze.
Schéma plynového chromatografu je na obrazku 9. V soucasnosti jsou k separaci latek
plynovou chromatografii nej€astéji pouzivany kapilarni kfemenné kolony malého priméru
(0,2 -0,5mm) se stacionarni fazi zakotvenou na jejich vnitfnim povrchu. Tyto kolony
umoziuji pouziti nizkych priatokti nosného plynu (vodik, helium, dusik), coz umoziuje
relativné  jednoduché  spojeni s hmotnostnim  spektrometrem jako  detektorem.
Vedle jiz zminéného hmotnostné spektrometrického detektoru se k detekci analyzovanych
latek pouziva plamenové-ionizacni detektor, ktery ma velice robustni a jednoduchou

konstrukei a poskytuje Siroky linearné dynamicky rozsah odezvy [56-58].
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Obrazek 9 Schéma plynového chromatografu [59]

2.11 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, ktera k identifikaci a stanoveni latek vyuziva méteni
jejich hmotnostnich spekter. V iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru dochazi k ionizaci
a pripadné fragmentaci analyzovanych latek. Vzniklé ionty prochazeji analyzatorem

pracujicim na rizném principu, ktery dokéaze rozlisit jednotlivé ionty podle jejich efektivni

hmotnosti (m/z). Rozseparované ionty jsou nasledné detekovany [53,58].

Schéma hmotnostniho spektrometru je uvedeno na obrazku 10.

vzorku

iontovy
zdroj

hmotnostni
analyzator

ionty

uriteho

miz

— |

detektor

vyhodnocovaci
zafizeni

Obrazek 10 Schéma hmotnostniho spektrometru s jednim analyzatorem [S3]

Vedle vyuziti hmotnostniho detektoru pro pfimou analyzu latek je jeho vyuziti v souc¢asnosti
1ve spojeni se separa¢nimi technikami. V tomto piipad¢ je vystup z kolony kapalinového
nebo plynového chromatografu zaveden pies vhodny ptevodnik do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru. Ve spojeni s kapalinovou chromatografii jsou pouzivany
nejCastéji ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku (API), pii kterych neni na
zévadu pfitomnost velkého nadbytku mobilni faze a mobilni faze se piimo ucastni ionizacniho
procesu (elektrosprej, chemicka ionizace za atmosférického tlaku). Spojeni chromatografie

a hmotnosti spektrometrie vyuziva vyhod obou technik, tj. separace slozité smési pomoci
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chromatografie a jejich nasledna identifikace, resp. stanoveni jednotlivych slozek hmotnosti

spektrometrii [28,31,32].

2.12 Kapilarni zonova elektroforéza

Carrasco-Pancorbo A1, Gomez-Caravaca AM aspol. provedli vyzkum fenolickych latek,
vedle nejcastéji pouzivanych metod, také kapilarni zdénovou elektroforézou (CZE).
Jedna se o metodu, kterd patii do skupiny elektroforetickych metod. Elektroforetické metody
separace slouzi k oddéleni latek na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli.
Separace probihd v kapilafe, kterd je naplnéna roztokem elektrolytu. Jako elektrolyt
se nejCastéji pouziva roztok pufru. CZE mize byt pouzita samostatné, ale také v kombinaci
s hmotnostnim detektorem (CZE/MS). Tato metoda nabizi vyhodu nékolika aplika¢nich

modi, ¢imzZ se stava velice flexibilnim nastrojem pro Siroké pole aplikaci [61,62].

2.13 Nuklearni magneticka resonance

Tato analytickd metoda je zaloZzena na absorpci radiofrekvenéniho elektromagnetického
zafeni jadry nckterych atomii v molekulach analyzovanych latek, které jsou umistény
v magnetickém poli. Nejéastsji se provadi v 'H-, ’C-, °F-, 3'P-NMR. Na zakladé NMR
spektroskopie je mozné urcit slozeni a strukturu molekul zkoumané latky a také jejich

mnozstvi. Touto metodou byly analyzovany 1 vzorky oleje a stanoven obsah

oleokantalu v nich [30,62,63].

2.14 Analyza oleokantalu v EVOO

V dne$ni dobé neexistuje univerzalni metoda, kterou by bylo mozné rychle, jednoduse
a presn¢ urcit, zda se pravé oleokantal nachdzi v EVOO a ptipadné jaké se v ném vyskytuje
jeho mnozstvi. Jedna se o pomérné novodobou zalezitost, kterd se stava ¢im dal tim vice
populérni. Vzhledem k jiz dfive popsanym pozitivnim ucinkiim jako je protizanétlivost,
redukce vyskytu chronickych onemocnéni atd., se oleokantal stile vice stdva piredmétem

zajmu odborné i laické vefejnosti.

ZjednoduSeny princip stanoveni oleokantalu v EVOO zahrnuje extrakci, kterou se izoluje
Cisty oleokantal a ptibuzné latky, s jeho néasledujici identifikaci a kvantifikaci. Jako nejcastéjsi
extrak¢ni technika se jednoznacné vyuziva extrakce kapalina — kapalina a extrakce tuhym
sorbentem. Mezi hlavni separacni techniky, které se pouzivaji pro analyzu oleokantalu,

se fadi kapalinovd chromatografie a plynovd chromatografie. Pro identifikaci latek
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se nejCastéji pouzivaji obé tyto chromatografické techniky ve spojeni s hmotnostnim

detektorem, nebo UV detektorem [26].

Pro extrakci kapalinou se vyuzivaji rizna extrakéni rozpoustédla, jako naptiklad methanol,
ethanol, acetonitril, voda, ethylacetdt a jejich kombinace. Vybér vhodnych rozpoustédel
ma vliv na kvantitu extrakce a muze zlepsit limity detekce. Nejuc€innéjsi byvaji smisené
systémy, protoze fenolické slouceniny jsou obecné vice rozpustné v polarnich rozpoustédlech
nez v ¢isté vode. Jinak by mohly byt koextrahovany i jiné latky, napf. proteiny, peptidy anebo
sacharidy [17,20].

V posledni dobé dochazi k nartstu vyvoje novych, rychlych, ekonomickych a ekologickych
zpusobli extrakce fenolickych sloucenin. Mezi tyto metody patii naptiklad superkriticka

fluidni extrakce nebo mikrovinna extrakce [17].

Pii extrakci kapalina — kapalina se vzorek EVOO nejdiive fedi vhodnym lipofilnim
rozpoustédlem (hexan), ¢imz se snizi polarita takto pfipravené extrahované smési,
cozmd vyhodu pro lepsi ptechod polarnich fenolickych sloucenin do extrakéniho
rozpousStédla (methanol, acetonitril, piip. jejich smési s vodou). V nékterych ptipadech
odbornici, jako tieba John Impellizzeri a Jianming Lin, doporucuji takto pfipraveny extrakt
jesté dale precistit od zbyvajici tukové frakce odpaienim extraktu do sucha jeho rozpusténim
v dal$im podilu hexanu a v nasledné extrakci do methanolu, ¢i acetonitrilu, resp. jejich smési

s vodou [17,31,34,64,65].

Ve snaze zredukovat préci s velkymi objemy vzorkl i organickych rozpoustédel pii klasické
LLE bylo publikovano také vyuziti mikroextrakce kapalina — kapalina (LLME) pro stanoveni
polyfenolickych latek [66].

K upravé vzorku pied analyzou fenolickych latek, resp. oleokantalu v olivovém oleji byla
vyuzita i technika extrakce tuhou fdzi s vyuzitim sorbentll s navazanymi rtiznymi funkénimi
skupinami (diolové, C8 a CI18). Bylo vyzkouSeno také vyuziti sorbentli saminovou
stacionarni  fazi, avSak vtomto pfipadé¢ dochazi kreakci mezi rozpoustédly
a aminovou fazi [31,67]. U tohoto typu extrakce je vSak prokdzéna niz§i vytéZnost nez

u extrakce kapalina - kapalina [31].

Oleokantal v EVOO se nejcastéji analyzuje pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
K separaci se vyuziva systém s obracenymi fazemi s kolonami typu C18 a s gradientovou

eluci mobilni fazi voda/acetonitril, resp. methanol. K detekci lze vyuzit spektrofotometricky
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UV detektor, resp. detektor sdiodovym polem. Vhodné vlnové délky pro detekci
jsou 240, 278 a 340 nm [14,17,22,27-32,34].

vvvvvv

v olivovych olejich. Nevyhodou této metody je vSak omezend t€kavost mnoha fenolickych
latek a nutnost jejich derivatizace, coz do jisté miry snizuje pouzitelnost této metody k jejich
kvantifikaci. Derivatizace totiz ¢asto produkuje smési ¢astecné derivatizovanych fenolickych
sloucenin, coz vede ke sniZzeni citlivosti metody. Timto zplGsobem byl analyzovan

slunecnicovy, fepkovy a extra panensky olivovy olej [31,56,68].

Byla vyzkouSena také metoda vysoko ucinné protiproudé chromatografie (HPCCC).
Touto metodou byly analyzovany vybrané polyfenolické slouceniny

(tyrosol, hydroxytyrosol a dalsi) [28].

V posledni dob¢ byla pro analyzu EVOO pouzita i technika kapilarni zonové elektroforézy.
Pro vzorky vysoce lipofilni je vyhodné vyuzit modifikaci této techniky — nevodnou kapilarni
zonovou elektroforézu (NACE), kterd probiha v nevodném prostiedi a z principu je vhodna
pro latky svysokou lipofilitou, nesnadno analyzovatelné¢ klasickou kapilarni zdénovou
elektroforézou. Bylo vSak popséno, Ze tato metoda mé nizs$i reprodukovatelnost a malou

citlivost detekce a obtizn¢ se kombinuje s detekci hmotnostnim spektrometrem [69].

Diilezitou metodou pro analyzu oleokantalu a jinych fenolickych slou¢enin v EVOO je NMR.
Touto metodou je mozné identifikovat a urcit strukturu mimo jiné takovych slou€enin jejichz
identifikace a urceni struktury pomoci hmotnostni spektrometrie je obtiznd az nemozna

(napf. izomerie). [28,30,65].

vvvvvv

extrakce a identifikace pro stanoveni oleokantalu.

2.14.1 Priklady separace a identifikace oleokantalu

Kulisic Bilusic T. a kol. analyzovali fenolické latky v olejich z Chorvatska. Extrahovali 5 g
olivového oleje, ktery smichali s 20 ml cyklohexanu a 25 ml acetonitrilu. Po homogenizaci
byla smés odstfedéna pii 4000 otackach za 5 min. Z acetonitrilové faze se odebralo
a smichalo s 1 ml 0,5 ml roztoku syringaldehydu v acetonitrilu a odpafilo se za snizeného
tlaku za pouziti rotaéni odparky. Rezidua byla rozpusténa v 750 pl deuterovaného
chloroformu a ptesny objem (550 pl) byl pfenesen do 5 mm NMR zkumavek.
"H-NMR spektra se zaznamenavala pii 600 a 400 MHz. Bylo zjisténo, Ze tyto Chorvatské
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olivové oleje maji vysoky obsah fenolickych latek. V této studii se také zabyvaly oxidacni
stabilitou téchto oleji a doSlo se k zavéru, ze EVOO s vysokym obsahem fenolickych

slouc¢enin maji velmi dlouhou oxidacni stabilitu [70].

Stejnym zptusobem postupovali 1 Prokopios Magiatis a Eleni Melliou, ktefi provedli extrakci

EVOO velice podobn¢ a k analyze také vyuzili NMR [71].

Karel Hrnéit a Sonja Fritche postupovali pii analyze olivovych oleji za pouziti 2,5 g vzorku
oleje, 5 ml hexanu a 3,5 ml MeOH/H>O (60:40). Po homogenizaci se tato sm¢s nechala
2 minuty odpafovat dusikem a 15 minut heliem pro odpafeni rozpusténého kysliku.
Po odstiedéni pti 3500 ot. /10 min probéhla reextrakce a metanolova faze se nasledné pouzila
pro HPLC analyzu. Pouzili systém s obracenymi fazemi, kolonu C18 (250 x 4 mm, 5 pum)
za teploty 27 °C s konstantnim pratokem 1 ml/min a gradientovou eluci. Mobilni fazi tvofila
H,O a 0,5 % HCOOH (A) a MeOH/ACN (50:50) (B). Detekce probihala pii vinové
délce 278 nm [72].

Dal8imi, kdo analyzovali oleokantal v EVOO, byl Stefano Fogli a kol. Pro samotny
experiment se pouzilo 190 g EVOO, 760 ml n-hexanu a 950 ml acetonitrilu. Po homogenizaci
a odstiedéni (4000 ot. /5 min.) se acetonitrilova faze nechala odpafit za snizen¢ho tlaku,
¢imz se ziskal surovy zbytek, ktery se nechal precistit kolonovou chromatografii.
Frakce obsahujici oleokantal byla CiSténa preparativni tenkovrstvou chromatografii pomoci
petrol eteru/etyl acetdtu (3:7) jako mobilni fazi. Nasledovala extrakce ze stacionarni faze

pomoci etyl acetatu, odpateni a poté analyza pomoci HPLC nebo NMR [32].

Leonardo Di Donna, Hicham Benabdelkamel a kol. vyuzili pro analyzu oleokantalu postup
s jeho derivatizovanim. Tato vyroba derivatu probihala tak, ze se vyuzilo 100 mg olivového
oleje, ktery se smichal s900 pl 1,5M roztoku o-methylhydroxyl amonium chloridu.
Smés byla promichana pii 55 °C po dobu 60 min, nasledovalo ochlazeni a reakéni smés se
poté odstfedila pti 8000 ot. /1 min. 100 ul supernatanu bylo smichano se 100 ul 10 mg/l
vnitiniho standardu rozpusténé¢ho v CH3OH/H>O (70/30). Tato smés byla nasledné ziedéna
na 1 ml s roztokem CH30H/H>O (70/30). Po homogenizaci a filtraci se tento derivat nasledné
analyzoval pomoci kapalinové chromatografie s C18 se systémem s obracenymi fazemi
(2,1 x50 mm, 1,9 pum). Pratokova rychlost byla 0,4 ml/min a objem injekce 12 pl.
Elucni gradient se skldda z mobilni faze: (A) H20 (0,1 % TFA), (B) CH30OH. Byl pouzit
pfepinaci ventil umistény na MS k odklonu toku odpadu po dobu prvnich 3 minut kazdé

injekce pro ochranu MS pied kontaminaci. Pouzil se trojndsobny kvadrupolovy hmotnostni
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analyzator s vyhiivanou elektrosprejovou ionizaci, pficemz odpafovaci a kapildrni teplota

¢inila 200 a 300 °C, kolizni plyn byl argon [27].

Hamid-Reza Adhami, Martin Zehl a kol. provedli extrakci s45 ml EVOO smichanim
se 45 ml hexanu, 75 ml MetOH po dobu 1 min. Po rozdéleni fazi pomoci odstfedéni
pii 3500 ot. /10 min. se metanolovd faze jest¢ dvakrat timto samym zplsobem precistila
pro dokonalé odstranéni zbytkii oleje. Cista metanolové vrstva se poté pouZila pro analyzu.
Pro HPLC analyzu se mobilni faze sestavala z ACN (A) a H>O (B) pfi pritokové rychlosti
0,75 ml/min a teplot¢ 25 °C. Byla pouzita kolona C18 (250 mm x 4,6 mm, Sum).
Po isokratickém kroku pii 25 % A po dobu 35 minut byla koncentrace rozpoustédla A
zvySena na 80 % b&hem 1 minuty a udrzovana na této koncentraci po dobu 10 min.

Eluce byla sledovana pti 278 nm [28].

John Impellizzeri a Jianming Lin také popsali extrakci oleokantalu, kde byla vyzkouSena ¢ista
rozpoustédla smichand svodou vriznych pomérech (metanol, acetonitril, voda).
K 1 g EVOO byly pfidany 2 ml hexanu, po homogenizaci se pfidalo 5 ml extrakéniho roztoku
aopét se 15 sse zkumavkami michalo. Po odstiedéni pifi 4000 ot. /4 min. se vrstva
s rozpous$tédly odebrala a tento extrakéni postup se opakoval jesté trikrat. Po provedeni
se smés nechala susit pomoci N», kdy doslo k odpaieni rozpoustédel. 1 ml MeOH/H20 (1:1)
byl pfidan do zkumavek pro rozpusténi rezidui a 3 ml hexanu se pfidaly pro odstranéni
zbyvajiciho oleje. Probéhlo dalSi odstiedéni za stejnych podminek a poté se metanolova
vrstva pouzila pro HPLC analyzu. Analyza se provedla pomoci UV detektoru pii 278 nm,
pomoci kolony C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) pii 25 °C. Rychlost pritoku byla 1 ml/min

a davkovany objem 20 pl. Pouzila se gradientova eluce [34].

Veronica Sanchez de Medina a dalSi vydali pro casopis Talanta ¢lanek, kde stanovovali
oleokantal a oleocein v panenském olivovém. Pro extrakci byl pouzit 1 g EVOO,
ke kterému se ptidal 1 ml hexanu a 1 ml acetonitrilu nebo 1 ml smési 60:40 MeOH/H;O.
Po homogenizaci se rozpoustédlovd faze odebrala a odstfedila. Analyza probihala
kapalinovou chromatografii v systému s obracenymi fazemi s néslednou elektrosprejovou
ionizaci a tandemovym uspotradanim hmotnostniho spektrometru. Davkovany objem byl 5 pl
pii priutokové rychlosti 0,4 ml/min, kolona C18 (50 x 2.0 mm, 2.8 um) a jeji teplota 30 °C.
Mobilni faze se skladala z (A) H2O a 0,1 % HCOOH a (B) MeOH a 0,1 % HCOOH.

Cely eluat byl elektrosprejovan a sledovan pomoci MS/MS. Pritok a teplota suSiciho
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plynu (N2) ¢inily 10 I/min a 300 °C. Tlak rozpraSovace byl 344,7 kPa a kapilarni
napéti 3000 V [73].

Sara Cicerale, Xavier A. Conlan aspol. pouzili velmi podobny zpiisob extrakce pro ziskani
oleokantalu z EVOO. Pouzili 10 g oleje zhomogenizovaného s 10 ml hexanu
a 50 ml acetonitrilu. Po odstiedéni pfi 4000 ot. /5 min. se odebrala acetonitrilova faze
anechala se odpafit pfi 45 °C a 200 mbar. K vysuSenému extraktu byl pfidan
1 ml MeOH/H>O (1:1) a 1 ml hexanu pro rozpusténi rezidui extraktu a odstranéni oleje.
Po odstfedéni se faze MeOH/H>O odebrala pro HPLC analyzu. Byl pouzit systém
s obracenymi fazemi pro kolonu C18 (250 mm x 4,6 mm, 5u) pii konstantni teploté 25 °C.
Davkovany objem ¢inil 20 pl, pritok 1 ml/min a jako detektor se vyuzil detektor s diodovym
polem nastavenym na 278 nm. Byla vyuzita gradientovd eluce s mobilni fazi H,O (A),
ACN (B). Oleokantal byl identifikovan za pouziti hmotnostniho spektrometru 6210 MSDTOF
za nasledujicich podminek: suSici plyn, dusik (7 ml-1, 350 ° C); rozpraSovaci plyn,
dusik (103,4 kPa); kapilarni napéti 4,0 kV; teplota odpafovace, 350 ° C;
a kuzelové napéti 60 V [14].

Natasa P. Kalogiouri, Reza Aalizadeh a Nikolaos S. Thomaidis provedli analyzu fenolickych
latek, veetné oleokantalu, v EVOO za pouziti metody mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
(LLME). Pottebovali 0,5 g vzorku, ke kterému se pfidalo 1,3 mg syringaldehydu
a 0,5 ml MeOH/H,O (80/20). Po homogenizaci a odstiedéni pii 13400 ot. /5 min,
se horni faze pouzila pro naslednou analyzu pomoci UHPLC propojenou s hmotnostnim
spektrometrem QTOF. Byl pouzit systém s obracenymi fazemi, kolona C18 (2,1 x 100 mm,
2,2 ) steplotou 30 °C a davkovalo se 5 ul. Vyuzila se gradientova eluce s mobilni fazi
(A)90 % vody, 10% MeOH a 5 mM CH3COONH4 a (B) 100 % MeOH a 5 mM
CH3COONH4 [74].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Methanol gradient grade Sigma-Aldrich, Lyon, Francie
Acetonitril LC-MS Chromaslov Sigma-Aldrich, Lyon, Francie
Hexan (95 %) pro HPLC Sigma-Aldrich, Lyon, Francie
Cisténa voda systémem Mili — Q Reference Milipore SAS, Molsheim, Francie

3.2 Standard
Oleokantal, baleni po 5 mg PhytoLab, Vestenbergsgreuth,

Némecko

3.3 Pouzité realné vzorky

Popis vzorku Ilustrace

Vzorek €. 1 %
EVLOGIMENO g
i | €2
Zem¢ puvodu: Recko b evioeieno
™
Vzorek €. 2
LA ESPANOLA

Zemé pavodu: Spanélsko

Zakoupeno: Kaufland Pardubice
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Vzorek €. 3
BORGES
Zem¢ pavodu: Evropska smés

Zakoupeno: Tesco Kolin

Vzorek ¢. 4
ITALIAMO
Zem¢ pavodu: Italie

Zakoupeno: Lidl Pardubice

Vzorek €. 5
MONINI
Zemé puvodu: Italie

Zakoupeno: Tesco Pardubice

Vzorek €. 6
KAISER FRANZ JOSEF
Zemé¢ puvodu: Evropska smés

Zakoupeno: Tesco Pardubice
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Vzorek €. 7
TERRA DELYSSA
Zem¢ ptuvodu: Tunisko

Zakoupeno: Tesco Pardubice

Vzorek ¢. 8
ONDOLIVA
Zemé pivodu: Spanélsko

Zakoupeno: Tesco Pardubice

Vzorek ¢. 9
COLAVITA

Zemé puvodu: Italie

Vzorek ¢. 10
ILIADA KALAMATA
Zemé pivodu: Recko

Zakoupeno: Globus Pardubice
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Vzorek ¢. 11
DEMETRA
Zemé pivodu: Recko

Zakoupeno: Globus Pardubice

Vzorek €. 12
CABALLERO
Zem¢ pavodu: Evropska smés

Zakoupeno: Globus Pardubice

Vzorek ¢. 13
SEVILLE PREIMUM
Zemé puvodu: Spanélsko

Zakoupeno: BILLA Pardubice

Vzorek ¢. 14
BALLESTER
Zemé pavodu: Spanélsko

Zakoupeno: BILLA Pardubice
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Vzorek €. 15
FILIPPO BERIO
Zemé¢ puvodu: Evropska smés

Zakoupeno: BILLA Pardubice

ExTRAVIRGIN

OLIVEOIL

S

Vzorek ¢. 16
TERRA CRETA
Zemé pivodu: Recko

Zakoupeno: Kaufland Pardubice

Vzorek ¢. 17
ALNATURA
Zem¢ pivodu: Tunisko

Zakoupeno: Kaufland Pardubice

Vzorek €. 18
BIO KAUFLAND
Zemé puvodu: Spanélsko

Zakoupeno: Kaufland Pardubice
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Vzorek ¢. 19
COSTA D'ORO
Zem¢ plivodu: Italie

Zakoupeno: Kaufland Pardubice

Vzorek ¢. 20
POMACE
Zakoupeno: Globus Pardubice

OLIVE

y 2
Maadd.!

Repkovy olej za studena lisovany
- pouzity jako matrice pro standard OCA
Zakoupeno: BIO Energo Komplex Kolin

Tabulka 2 Seznam pouzitych vzorki

3.4 Pristrojové vybaveni
Odstredivka Hettich Universal 320 R

Ttepacka Heidolph
Koncentrator vzorku Digital Dry Bathh
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Kapalinovy chromatograf s UV/VIS detektorem

Cerpadlo LC20ADXR s nizkotlakym gradientem
UV/VIS detektor SPD-20A

Termostat LCO 102 column oven

Degasser DGU-20A

Davkovaci ventil

Shimadzu, Kyoto, Japonsko
Shimadzu, Kyoto, Japonsko
Ecom, Praha, CR
Shimadzu, Kyoto, Japonsko
Ecom, Praha, CR

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem

2x Cerpadlo LC20ADXR s vysokotlakym gradientem
Hmotnostni spektrometr QTRAP 4500

Termostat LCO 102 single

Degasser DGU-20A

Autosampler SIL-20A

UV/Vis detektor

Kolona

Agilent poroshell 120 EC-C18 (150 x 3 mm, 2,7 um)
Spektrofotometricka analyza

Spektrofotometr UV-2600

Drobné pomiucky

Hydrophobic PTFE Syringe Filter (0,22 um)
Sklenéné vialky 2, 4 ml

Centrifugacni zkumavka 50 ml
Mikrosttikacka Hamilton 1805

Kyveta 1 ml

Finnpipette 20-200 pl

BioHIT 500-5000 pl
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3.5 Pracovni postup

3.5.1 Priprava standardu oleokantalu

Standard oleokantalu byl doddn ve formé& pfiblizné 5 mg navazek ve 2 ml vialkach.
ProtoZe oleokantal je velice viskozni kapalina, bylo nutné nejdiive zajistit jeho kvantitativni
pfevedeni do piesné dan¢ho objemu rozpoustédla. Proto byla kazda vialka s oleokantalem
5x vyplachnuta 1 ml acetonitrilu do 10 ml odmérné baiiky, a nakonec byla odmérnéd baiika
s oleokantalem doplnéna cCistym acetonitrilem po rysku. Takto byl pfipraven zéakladni
standardni roztok oleokantalu s koncentraci maximalné¢ se blizici 5 mg/10 ml
(pfesna koncentrace zavisela na konkrétni navdzce zakoupeného standardu oleokantalu).

Odmérna barika s oleokantalem byla do jeho spotfebovani skladovéana v temnu pii 4 °C.

3.5.2 Extrakce oleokantalu ve vzorku oleje

5 g extra panenského olivového oleje bylo navazeno do 50 ml centrifugacni zkumavky.
Olej byl nafedén 10 ml hexanu a déle bylo pfiddno 25 ml extrakéniho rozpoustédla
(metanol, acetonitril). Tato smés byla 15 minut michana na tfepacce. Po promichani byla
centrifugani zkumavka vlozena do odstfedivky a probihalo odstredovani fazi pfi
4000 otackach po dobu 5 minut. Po tomto kroku se odpipetovalo 25 ml rozpoustédlové faze
obsahujici polyfenolické slouceniny do nové centrifugacni zkumavky a tento extrakt byl
odpatfen pod proudem dusiku pii 35 °C do sucha. V dal§im disticim kroku byl odparek
nafedén 10 ml hexanu a bylo piidano 5 ml extrakéniho (MeOH/H>O 1:1, ACN) a smés se
nechala promichavat 15 minut natfepacce. Déle byla smés odstiedéna pii stejnych
podminkdch jako v prvnim kroku aspodni vodné-organickd vrstva byla pfenesena
do 4 ml vialky. Pro analyzu kapalinovou chromatografii byl tento extrakt pfed samotnou

analyzou prefiltrovan ptes sttikackovy filtr s velikosti poru 0,22 um.
Tento postup byl vyuzit pro vS§echny vzorky.
3.5.3 Priprava kalibra¢nich vzorki

3.5.3.1 Kalibrace s vyuzitim kalibraé¢ni primky
Vypocteny objem standardu oleokantalu o koncentraci 5 mg/10 ml byl ptidan k 5 g fepkového

oleje. Smés byla zhomogenizovana a zpracovana podle kapitoly 3.5.2.
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3.5.3.2 Kalibrace s vyuzitim standartniho pridavku

Pfi tomto postupu byl nejdiive zanalyzovan vzorek upraveny postupem podle kapitoly 3.5.2.
Dalsi méfeni bylo provedeno s vhodné zvolenou velikosti standardniho piidavku zasobniho
roztoku oleokantalu o koncentraci 5 mg/10 ml tak, aby pfedpokladany dany pomér odezvy

oleokantalu v ptivodnim vzorku a vzorku se standardnim pfidavkem byl dostate¢n¢ zietelny.

(1:1,5az 1:3)

3.5.4 Podminky méreni LC-UV

K separaci byla pouzita kolona CI8 (150 x 3 mm, 2,7 um). Pratok mobilni faze
byl 0,5ml/min,  teplota  kolony 40 °C, davkované  mnoZstvi 10 pulL
Chromatogram byl zaznamenavan UV detektorem s nastavenou vlnovou délkou 275 nm.
Pti optimalizaci separace byly postupné vyzkouSeny jak isokraticka, tak 1 gradientova eluce.
Jako optimalni podminky separace byl vybran gradient koncentrace acetonitrilu ve vodé

uvedeny v tabulce 3.

A (voda, %) B (ACN, %)
0 minut 73 27
10 minut 50 50
11 minut 73 27

Tabulka 3 Gradient analyzy

3.5.5 Podminky méfeni LC-MS
K analyze LC-MS byla pouzita stejnd kolona C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), teplota kolony
40 °C a davkovaly se pouze 2 pl. Pratok byl 0,5 pl/min.

Pro analyzu ESI" se pracovalo za podminek: curtain gas: 20, colision gas: medium,
ion spray voltage: + 4500 V, teplota: + 450 °C, ion source gas 1: 40, ion source gas 2: 50,

entrance potential: + 10 V, deklasteracni potencial: + 90 V.

Pti ESI" analyze byly pouzity podminky: curtain gas: 20, colision gas: medium,
ion spray voltage: - 4500 V, teplota: - 450 °C, ion source gas 1: 40, ion source gas 2: 50,

entrance potential: - 10 V, deklastera¢ni potencial: - 90 V.
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3.5.6 Vyhodnoceni dat

Chromatogramy byly zaznamendny a zpracovany programem Clarity Light
(DataApex, Praha) a vysledky pomoci tabulkového editoru Excel. Ke statistickému hodnoceni

vysledkl byl pouzit program QC. Expetr 2.9 (TriloByte, Pardubice)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek separace

Kapalinova chromatografie byla pro tuto metodu zvolena na zakladé¢ mnoha GspéSnych analyz
jiz popsanych v literatuie, viz. kapitola 2.14.1. Pro detekci byl pouzit UV detektor pracujici
pii vinové délce 275 nm. Tato vlnova délka byla vybrana na zékladé¢ zmétrenych UV spekter
(obrazek 11) oleokantalu ve smési MeOH/H>O (1:1), resp. ACN/H,O (1:1) ashoduje
se s vinovou délkou doporucovanou i jinymi autory. Ackoliv absorpce pfi této vinové délce
je relativné nizkd ve srovnani s vilnovou délkou okolo 220 nm, byla tato délka zvolena
na zakladé nizSich interferenci vyskytujicich se pii analyze realnych vzorkda.
V nékterych literarnich zdrojich je popséna tvorba hemiacetalii oleokantalu v pfitomnosti
metanolu, resp. smési metanolu s vodou jako rozpoustédla [34]. Schéma vzniku téchto
hemiacetalli je znazornéno na obrazku 12. Z toho divodu byla zméfena spektra oleokantalu
jak v acetonitrilu s vodou, tak v metanolu svodou, avSak jak vyplyva zobrazku 11,

tvar spekter je totozny.

1,852 , , ,

1,500

1,000 —

Abs.

0,500 - —

0,000

-0,172 L L L

200,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Obrazek 11 UV spektrum oleokantalu zméi'ené v riuznych rozpoustédlech
MeOH/H,0 (1:1, modra ¢ara), ACN/H,O (1:1, €ervena Cara)
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HO H

Obrazek 12 Schéma vzniku hemiacetali oleokantalu

Separace extraktl byly provadény v systému s obracenymi fazemi s pouzitim kolony
C18 (150 x 3 mm, 2,7 um) s mobilni fazi acetonitril — voda. Dalsi podminky analyzy jsou

uvedeny v experimentalni ¢asti v kapitole 3.5.4.

4.2 Optimalizace elu¢nich podminek

Vedle oleokantalu obsahuje olivovy olej 1 dalsi antioxidanty a jiné latky, které se koextrahuji
spolu s oleokantalem. Bylo proto zapotiebi vybrat spravné slozeni mobilni faze vhodné
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu oleokantalu v oleji. Vzhledem ke slozitosti matrice
byl k optimalizaci separacnich podminek pouzit extrakt zjednoho ze vzorki EVOO
(Vzorek ¢. 1). Timto postupem byly eliminovany mozné potize pii analyzach realného
vzorku, které by se mohly vyskytnout, pokud by byl k optimalizaci separace pouzit pouze

roztok standardu oleokantalu v ptisluSném rozpoustédle (metanol, acetonitril).

4.2.1 Gradientova eluce s vyuzitim izokratického kroku

Na zéklad¢ literarnich pramenti byla pro pocatecni experimenty pouzita eluce s vyuzitim
kratkého isokratického kroku na zaCidtku a naslednym linearnim gradientem.
Jako prvni byla vyzkouSena separace, kdy v 0. minuté se zacinalo na 30 % ACN, nasledoval
isokraticky krok do 2. minuty a déle linearni gradient do 60 % ve 12. minut¢ s naslednym

vymytim necistot z kolony strmym zvySenim koncentrace ACN a findlnim névratem na

- 45 -



pocateni podminky. Ukazka separace je na obrazku 13. ProtoZe nebylo dosazeno potiebné
kvality separace, byly zkouSeny dalSi gradienty srliznou délkou a slozenim pocate¢niho
izokratického kroku, stejné tak jako s riznou délkou a strmosti nasledného gradientového
kroku, avSak zadny zuvedenych postupti nevedl k vyhovujici separaci oleokantalu,
resp. jeho hemiacetalll, v extraktu EVOO. Ptehled testovanych gradientd je uveden v ptiloze

v tabulce 7. Dalsi dva ptiklady separaci jsou uvedeny v piiloze na obr. 26 a 27.
23

21

19 Hemiacetaly OCA

17 ﬂ

’ |

13

Napéti (mV)

11

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 13 kolona: Gradientova eluce s izokratickym krokem; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um),
davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut, teplota: 40 °C,
detekce: UV

4.2.2 Gradientova eluce bez izokratického kroku

ProtoZe experimenty s vyuzitim izokratického kroku béhem eluce nepfinesly dostacujici
vysledky, byl v nasledujicich experimentech krok slinedrni casti eluce vynechan.
Timto zpisobem bylo zkouseno celkem 10 riznych gradientl, pficemz nejlepSich podminek
pro separaci bylo dosazeno s gradientem s pocatecnim slozenim 27 % ACN ve vodé
s linedrnim nartstem na 50 % ACN ve vodé v 10 minuté a s rychlym navratem na pocatecni
podminky. Tyto optimalizované podminky separace byly déle aplikovany pfi vSech analyzach

extraktd olejii. Bylo zjiSténo, ze se zadné latky po prubéhu chromatogramem nezadrzuji na
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kolon¢, tudiz nebylo nutné pouzit dCistici krok srychlym, resp. skokovym narstem
koncentrace ACN pro eluci vysoce zadrzovanych latek. Na obrazku 14 je uvedena nespravné
zvolena eluce €. 17 (tabulka 7), dal§i dva nedostacujici gradienty jsou uvedené jako ptiklad

v ptilohach (obrazky 23 a 24).

Za  téchto  optimalizovanych  podminek se  provedla analyza  oleokantalu

v extraktech devatenacti vzorkiit EVOO a jednoho olivového oleje z pokrutin.

20

18

) |

Hemiacetaly OCA

[

—_
N

—_
[\

Napéti (mV)
=

0 2 4 6 8 10 12
Cas (min)

Obrazek 14 Gradientova eluce bez izokratického kroku; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um),
davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut, teplota: 40 °C,
detekce: UV

4.3 Optimalizace extrakce oleokantalu

K uspésnému stanoveni oleokantalu v olivovém oleji je nutné vedle optimalizace separacnich
podminek vénovat také nalezitou péci nalezeni vhodnych podminek zpracovani olivového

oleje pomoci extrakce.

V literatuie bylo popsano vice zpusobu extrakce oleokantalu z olivového oleje [26,27,32,34].
V této diplomové praci byl zvolen postup extrakce uvedeny v kapitole 3.5.2 s vyuzitim

dvoustupniového extrakéniho kroku, kdy odparek po prvni extrakci acetonitrilem byl nasledné
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rozpustén v hexanu a extrahovan acetonitrilem nebo smési MeOH/H>O (1:1). V tomto
druhém kroku se projevil vliv metanolu jako pouzitého extrakéniho cinidla na tvorbu
hemiacetalli oleokantalu. Tento jev byl popsan jiz diive nékterymi autory [34], podle jinych

autort je vznik hemiacetall na nizké trovni [73].

Zaznam analyzy extrakth z5 g fepkového oleje (tukovd matrice) s pfidavkem
300 pl standardu s vyuzitim acetonitrilu, resp. smeési MeOH/H>O (1:1) v druhém stupni
extrakce je uveden na obrazcich 15 a 16. Z téchto obrazki je patrny vliv metanolu na tvorbu
hemiacetalti oleokantalu v druhém kroku extrakce, kdy je potlacen pik odpovidajici
samotnému oleokantalu (r.t. okolo 6,2 min) ve prospéch pikii odpovidajicich hemiacetalu

oleokantalu (dvojice pikt okolo r.t. 4,3 min, na obrazek 15).

Stejny postup, tedy vyuziti acetonitrilu a smési MeOH/H,0 (1:1) jako rozpoustédla v druhém
extrakénim kroku a ptidavek 300 pl, byl pouzit i pro analyzu EVOO. Na obrazcich 17 a 18
je opét vidét vliv metanolu na tvorbu hemiacetalli oleokantalu, které vznikaji v druhém stupni
extrakce. Pi1 pouziti acetonitrilu jako rozpoustédla dojde kurcité deformaci pika

a na zaznamu (obrazek 18) je vidét netiplna separace oleokantalu.

10 Hemiacetaly OCA

Napéti (mV)
[\

0
0 1
-2
-4
-6 . _
Cas (min)
—— OCA priidan pied extrakei —— OCA piidan pied pteisténim Samotny olej

Obrazek 15 Extrakce Fepkového oleje s pfidanym oleokantalem pomoci MeOH/ H20; kolona: C18
(150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut,
teplota: 40 °C, detekce: UV
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Oleokantal

w

Napéti (mV)
N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Samotny olej ———QCA pftidén pted extrakci ———OCA pfidan pied precisténim

Obriazek 16 Extrakce fepkového oleje s pfidanym oleokantalem pomoci ACN; kolona: C18 (150 x 3 mm,
2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut;
teplota: 40 °C, detekce: UV

30 Hemiacetaly OCA
25
20
>
g
= 15
O
z
. N |

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)
Samotny olej —— OCA pfidan pied extrakci ————QCA pfidan pied pieisténim

Obriazek 17 Extrakce EVOO s pridanym oleokantalem pomoci MeOH/ H20; kolona: C18 (150 x 3 mm,
2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut;
teplota: 40 °C, detekce: UV
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14

12
Oleokantal

10
S
T 8
B |
g 6 \ |

N

2 MY

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)
Samotny olej —— OCA ptidén pted extrakci OCA piidan pied pteciSténim

Obrazek 18 Extrakce EVOO s pridanym oleokantalem pomoci ACN; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um),
davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C,
detekce: UV

4.4 Identifikace oleokantalu pomoci LC-MS

Pro potvrzeni identity pikii hemiacetalii oleokantalu, které jsou na zdznamu chromatogramu
se spektrofotometrickou detekci v Casech 4,2 a 4,35 minut, byla provedena LC-MS analyza
zpracované¢ho vzorku standardu oleokantalu v fepkovém oleji i analyza zpracovaného vzorku
EVOO. Pro kapalinovou chromatografii byly v tomto ptipad¢ pouzity stejné podminky jako
pro analyzu LC-UV wuvedené v kapitole 4.2.2, nastaveni parametri. hmotnostniho

spektrometru je uvedeno v kapitole 3.5.5.

Na ESI-MS spektrech se zdznamem zépornych ionti (obrazek 19) byl identifikovan
hemiacetal oleokantalu s molekulovou hmotnostni M = 336. V ESI" modu byly nalezeny
nasledujici ionty: m/z =303: [M — CH3OH — H]', m/z = 671: [2M — H],, m/z = 335: [M - H]J,
m/z=183: [M — CH3OH — CgHsO — HJ, m/z = 233: [M — CH3-CH=CH-CHO - HT,
m/z = 285: [M — CH30H — H,0 — H]", m/z =259: [M — CH30H — CO> — H]
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Na ESI-MS spektrech se zdznamem kladnych iontl (obrazek 20) byl identifikovan hemiacetal
oleokantalu s molekulovou hmotnostni M = 336. V ESI+ mddu byly nalezeny nésledujici

ionty: m/z = 359: [M + Na]", m/z = 375: [M + K]*, m/z = 695: [2M + Na]*, m/z = 319:

[M —H,O + H]", m/z = 305: [M — CH;OH + H]", m/z = 120: Ho©j\ )
CH,
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Obrazek 19 ESI-MS spektrum pikia hemiacetali oleokantalu
pikyr. t. 4,2 (A) ar. t. 4,35 (B); zaznam zapornych iontl; separacni podminky viz. obrazek 15, MS podminky
viz. kapitola 3.5.5
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Obrazek 20 ESI-MS spektrum pikia hemiacetala oleokantalu
pikyr.t. 4,2 (A) ar. t. 4,35 (B); zaznam kladnych ionti; separacni podminky viz. obrazek 15, MS podminky viz.
kapitola 3.5.5
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4.5 Kvantifikace oleokantalu pomoci LC-UV

Pro stanoveni obsahu oleokantalu v EVOO byla zvolena metoda kalibracni pifimky
a pro vybrané vzorky byla pro porovnani pouzita metoda standardniho ptidavku. Ptiprava
kalibra¢nich roztokGi zahrnovala cely postup zpracovani vzorku oleje popsany
v experimentalni Casti, ¢imz se eliminovaly mozné chyby a ztraty oleokantalu, které by mohly
nastat, pokud by pro kalibraci byl pouzit pouze kalibra¢ni roztok oleokantalu ptipraveny
ve findlnim extrakénim rozpoustédle bez predchozich krokli zpracovani vzorku. Obdobny

postup byl uplatnén i pii kvantifikaci metodou standardniho pridavku.

4.5.1 Tvorba kalibraé¢ni primky

Pro piipravu kalibracni fady byl pouzit piipraveny standard oleokantalu o koncentraci
5mg/ 10 ml ACN. Vypocitané mnozstvi standardu oleokantalu (200-2800 pl) bylo ptidano
k 5 g fepkového oleje jako tukové matrice a tento vzorek byl zpracovan podle kapitoly 3.5.2.
a analyzovan kapalinovou chromatografii za optimalizovanych podminek uvedenych
v kapitole 3.5.4. Pro kazdou kalibra¢ni hladinu byly piipraveny a zpracovany dva vzorky a
kazdy byl nasledné¢ tiikrat analyzovan. Timto zplsobem byla vytvofena kalibracni fada
s koncentracemi 2; 4; 6; 8; 10; 12; 20 a 28 mg/100 g oleje. Do kalibrace byly brany sumy
ploch obou hemiacetalti oleokantalu (pfiloha, tabulka 8). Kalibraéni ptimka je znazornéna na
obrazku 21 a ukazka odpovidajicich kalibracnich chromatogramti je na obrazku 22.
Odpovidajici kalibra¢ni data jsou uvedena v tabulce 4. Limit detekce a stanovitelnosti
spoCitany na zaklad¢ velikosti Sumu nulové linie byl 0,57, resp. 1,9 mg/100 g oleje.
Statistickou analyzou kalibra¢nich dat bylo zjiSténo, Ze hodnota tiseku kalibracni zévislosti je
statisticky nevyznamna. Vypocitana kalibrac¢ni zévislost byla pouzita pro stanoveni obsahu

oleokantalu ve vzorcich olivového oleje pomoci metody kalibracni piimky.

Parametr

Smérnice 12,857

Smérodatna odchylka 0,039
Usek -0,3278

Smérodatna odchylka 0,450
R? 0,9979

Pravdépodobnost 0,11
Statistick4a vyznamnost useku — nevyznamny

Tabulka 4 Regresni parametry kalibra¢ni zavislosti oleokantalu
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Obrazek 21 Kalibraéni pfimka OCA; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5
ml/min, MF: ACN : H»O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 22 Chromatogram kalibrace; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkevani = 10 pl,
Fwm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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4.5.2 Analyza vzorki

S vyuzitim diive popsané kalibracni zavislosti byly vypocitany obsahy oleokantalu v celkem
devatendcti vzorcich extra panenskych olivovych oleji a jednom oleji z olivovych pokrutin.
Vsechny vzorky byly ziskdny v b&zné prodejni siti v CR, piipadné zakoupeny v cizing.
V analyzovanych vzorcich byly analyzovany &tyfi vzorky z Recka (vzorek ¢. 1, 10, 11 a 16),
Ctyti vzorky z Itdlie (vzorek €. 4, 5, 9, 19), dva vzorky z Tunisu (vzorek €. 7 a 17), pét vzorkt
ze Spanélska (vzorek ¢. 2, 8, 13, 14 a 18) a &tyfi vzorky smichané z Evropskych zemi

(vzorek €. 3, 6, 12 a 15).

Vedle metody stanoveni oleokantalu v olejich pomoci kalibra¢ni ptfimky byla pro srovnani
u vybranych vzorkd oleji pouzita i metoda standardniho pifidavku. Porovnani primérnych
vysledkii obsahu oleokantalu ziskanych obéma metodami je uvedeno v tabulce 5.
V ptiloze v tabulce 9 jsou uvedeny detailni vysledky analyz vSech tii vzorkit EVOO pomoci
standardniho ptidavku. Statistické porovnani vyznamnosti naméienych vysledka ziskanych

obéma metodami je uvedeno v tabulce 5.

Vzorek €. 1 Vzorek €. 6 Vzorek ¢. 8
Kalibrace Stitl,ldardm Kalibrace Stztr’ldardm Kalibrace Stztr’ldardm
pridavek pridavek pridavek
¢ (mg/100 g) ¢ (mg/100 g) ¢ (mg/100 g)
3,0 33 8,8 10,2 94 7,9
3,1 2.9 8,8 9,1 9,2 7,3
2,9 2,7 8,6 8,3 9,0 8,3
2,7 2,4 8,5 8,1 9,7 10,8
2.8 3,0 8,4 7.3 9,8 10,4
2,5 2,7 8,5 7,1 9,9 11,3
LTI HrE] 2.8 2.8 8.6 8.4 9.5 9.3
koncentrace
Smérodatna
odchylka 0,2 0,2 0,1 0,9 0,3 1,5
T-statistika 0,004 0,674 0,400
Kriticka
hodnota 2,571 2,571 2,571
ZAver Rozdily jsou Rozdily jsou Rozdily jsou
v NEVYZNAMNE NEVYZNAMNE NEVYZNAMNE

Tabulka 5 Statistické porovnani méieni kalibra¢ni pfimkou a standardniho pridavku
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Tunis Italie Recko Evropska smés Spanélsko
Nézev Mnozstvi Nézev Mnozstvi Nézev Mnozstvi Nézev Mnozstvi Nézev Mnozstvi
vzorku ocAa vzorku ocA vzorku oca vzorku ocA vzorku oca

(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
Vzorek | o, | Vzorek | oo g | VEOrEK | 550 | YEOrek |4 05 | YEOrek | o500
¢.7 ¢. 4 ¢. 1 ¢.3 ¢.2
Vzorek | 151 1o | YEOreK | o500 | YEOreK | o4 | VEOTEK | oo o0 | YEOrek | o503
¢. 17 ¢.5 ¢. 10 ¢c.6 ¢. 8
Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek
9 9,2+0,3 E 11 6,6 +0,3 ‘12 3,7+0,1 13 6,5+0,1
Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek
19 | 806 | k6 80,7 g15 | BOELL L g | 86%05
Vzorek
€18 15,8 +0,7

Tabulka 6 Porovnani mnoZstvi oleokantalu ve vybranych EVOO
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Ptehledné vysledky analyz EVOO metodou kalibracni pfimky jsou uvedeny v tabulce 6.
V této tabulce jsou oleje rozdéleny podle jednotlivych zemi pivodu. Podrobné vysledky ploch
hemiacetali oleokantalu a spocitanych hodnot jejich koncentraci jsou uvedeny v piilohach
v tabulkdch 10 a 11. Z dostupnych informaci ovSem nelze zjistit, zdali se jednd o oleje
pochazejici z jedné lokality, nebo se jednd o smés vice olivovych oleji pochazejicich z dané
zem¢. Nejvy$§i prameérny obsah oleokantalu byl nalezen volejich =z Itlie
(pramér: 12,8 mg/100 g). Absolutné nejvyssi obsah oleokantalu byl ve vzorku €. 4 Italiamo
(27,2 mg/100 g). Primérna hodnota obsahu oleokantalu v devatenacti vzorcich byla 8,7
mg/100 g (rozpéti 2,8 - 27,2 mg/100 g). Na zaklad¢ zjisténych vysledkli analyz devatenacti
vzorkli EVOO nelze u€init jednoznacné zavéry o vztahu mezi zemi piivodu oleje a nalezenym
obsahem oleokantalu. Obsah oleokantalu v EVOO mitize byt ovlivnén vedle zemé ptvodu
1 mnoha dalSimi faktory, jako je naptiklad zpisob zavlahy, stupen zralosti oliv [22], podnebné

podminky dané lokality, zplisob zpracovani oliv, dopravy atd. [19-21].

Ukazky analyzy EVOO snejvysSim (vzorek €. 4) i snejnizsSim (vzorek ¢. 1) obsahem
oleokantalu je na obrazcich 24 a 25. Zaznamy analyz vSech ostatnich EVOO jsou uvedeny

v ptiloze na obrazcich 30 az 47.

Pro srovnani byl stejnym zplsobem zpracovan a analyzovan téz vzorek Pomace olivového
oleje, ktery je ziskdvan extrakci organickym rozpoustédlem z pokrutin po prvnim lisovani
olivového oleje. Protoze tento olej nelze zafadit do kategorie extra panenskych olivovych
olejii, neni ani uveden v tabulkach s vysledky analyz olivovych oleji. K extrakci zbytkového
olivového oleje  zpokrutin se vyuzivaji nepolarni organickd  rozpoustédla
(alifatické uhlovodiky), nelze vtomto typu oleje tedy ocekavat vyznamny obsah
polyfenolickych latek vcetné oleokantalu z divodu jejich polarniho charakteru. Vysledek
analyzy zobrazeny na obrazku 23 potvrzuje naprosto zanedbatelné mnozstvi vyextrahovanych
polyfenolickych slou€enin z tohoto oleje, véetné mnozstvi oleokantalu nachazejiciho se pod

limitem detekce.
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Napéti (mV)

-2

Cas (min)

Obrazek 23 Vzorek ¢. 20 (Pomace); kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pum), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 24 Vzorek ¢. 4; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkevani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 25 Vzorek €. 1; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat metodu pro stanoveni mnozstvi oleokantalu
v extra panenském olivovém oleji. V soucasnosti je obsahu oleokantalu v olivovém oleji
vénovana znacna pozornost a samotnému oleokantalu jsou piisuzovany protizanétlivé,

antikarcinogenni u¢inky a byl popsan jeho pozitivni vliv na Alzheimerovu chorobu.

Na zaklad¢ literarnich udaji byla navrzena metoda vyuZzivajici dvojndsobnou extrakci
hexanem nafedéného olivového oleje do acetonitrilu v prvnim stupni, resp. smeési
MeOH/H;O (1:1) ve druhém stupni extrakce s naslednou analyzou pomoci kapalinové
chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Ve shod¢ s nékterymi literdrnimi prameny
bylo potvrzeno, ze v pfitomnosti metanolu tvoii karbonylové skupiny oleokantalu ochotné
hemiacetaly. Toto bylo potvrzeno porovnanim extrakéniho postupu pouze s acetonitrilem
a extrak¢éniho postupu s vyuzitim smeési MeOH/H>O (1:1) ve druhém kroku extrakce. Identita
hemiacetalti oleokantalu (polohové izomery) na obou karbonylovych skupinach byla
potvrzena pomoci LC-MS analyz standardu i jednoho ze vzorkd. Vypracovana metoda
analyzy s vyuzitim kalibra¢ni ptfimky byla aplikovéana pro analyzu celkem devatenacti vzorkt
EVOO zakoupenych v b&zné komeréni siti v CR i vcizing. Nejvyssi zjistény obsah
voleji Evlogimeno pochazejici z Recka. Protoze podet vzorkl z kazdé zemé neni piilis
vysoky, nelze tedy ucCinit jednoznacné zavéry o vlivu zemé ptvodu na obsah oleokantalu.
Obsah oleokantalu v EVOO je pouze jednim z faktorii pro posouzeni jeho kvality,
vedle oleokantalu EVOO obsahuje téz celou fadu dalSich polyfenolickych sloucenin
s prokazanymi antioxidacnimi ucinky. Timto extrakénim postupem lze vyextrahovat i1 dalsi
polarni polyfenolické latky z olivového oleje; jejich identifikace a stanoveni nebyla naplni

této diplomové prace.

Vedle EVOO byl téz zanalyzovan vzorek Pomace olivového oleje ziskaného extrakci
nepolarnim organickym rozpoustédlem ze zbytkli po lisovani EVOO. Podle ptedpokladu

v tomto oleji nebyl zjistén zadny obsah oleokantalu.
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7 PRILOHY
Obrazky a tabulky vysledk
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Hemiacetaly OCA [

: |

Napéti (mV)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 26 Gradientova eluce s izokratickym krokem (eluce ¢. 6, tabulka €. 5); kolona: C18 (150 x 3 mm,
2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut;
teplota: 40 °C, detekce: UV

25
20
% 15 Hemiacetaly OCA K
A |
Z 10
5
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 27 Gradientova eluce s izokratickym krokem (eluce ¢. 10, tabulka €. 5); kolona: C18 (150 x 3 mm,
2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut;
teplota: 40 °C, detekce: UV

-73 -



20

15
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Cas (min)

Obrazek 28 Gradientova eluce (eluce ¢. 18, tabulka ¢. 5); kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um),
davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C,
detekce: UV

14
12

10

Hemiacetaly OCA

[

Napéti (mV)

4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 29 Gradientova eluce (eluce ¢. 19, tabulka ¢. 5); kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um),
davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C,
detekce: UV
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Hemiacetaly OCA
25
20 Samotny olej
E —0Qlej s OCA
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Z \
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Cas (min)

Obrazek 30 Vzorek ¢. 1 se standartni pridavkem; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl,
Fwm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV

50 Hemiacetaly OCA

45

40

35

Samotny olej

Olej s OCA

Napéti (mV)
(]
S
L

0 1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 31 Vzorek €. 6 se standartni pfidavkem; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkevani = 10 pl,
Fwm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H»O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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>
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Obrazek 32 Vzorek ¢. 8 se standartni pridavkem; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl,
Fwm: 0,5 ml/min, MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV

30
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E 15 ”
B
z
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0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 33 Vzorek €. 2; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkevani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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5 h

Cas (min)

Obrazek 34 Vzorek €. 3; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV

20

- Hemiacetaly OCA
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14

—
\S)

n

Napéti (mV)
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oo

(o)}

[\S]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cas (min)

Obrazek 35 Vzorek €. 5; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkevani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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[

10
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Obrazek 36 Vzorek ¢. 7; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV

Napéti (mV)

25
Hemiacetaly OCA
[
20
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o II |
5 | U

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cas (min)

Obrazek 37 Vzorek €. 9; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkevani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 38 Vzorek ¢. 10; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
35
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10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 39 Vzorek ¢. 11; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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10 Hemiacetaly OCA

a |

Napéti (mV)
(=)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 40 Vzorek ¢. 12; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV

16
Hemiacetaly OCA

14 r]
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° i’ jv ||

Napéti (mV)
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 41 Vzorek €. 13; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 42 Vzorek ¢. 14; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV

30
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25 [
15 “
I (R E

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cas (min)

Obrazek 43 Vzorek €. 15; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 44 Vzorek €. 16; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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20
15 k
10 % ‘
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Cas (min)

Obrazek 45 Vzorek €. 17; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Obrazek 46 Vzorek ¢. 18; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,0O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Hemiacetaly OCA
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Cas (min)

Obrazek 47 Vzorek €. 19; kolona: C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), davkovani = 10 pl, Fm: 0,5 ml/min,
MF: ACN : H,O, gradient: 27 — 50 % za 10 minut; teplota: 40 °C, detekce: UV
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Eluce ¢. 1.

Eluce ¢. 2.

Eluce ¢é. 3.

Eluce ¢. 4.

Eluce ¢é. 5.

Eluce €. 6.

Eluce ¢. 7.

Eluce ¢. 8.

Eluce ¢. 9.

0 min...28 %

0 min...30 % 0 min...30 % 0 min...20 % _ ] ] ]
0 min...20 % 0 min...20 % 0O min...25 % 0 min...28 % 0 min...28 % 4 min...28 %

2min...30% | 3min...30% | 3 min...20 % . . . .
4 min...20 % 4 min...20 % 4 min...25 % 4 min ...28 % 4 min...28 % 6 min...40 %

12 min...50 % | 12 min...50 % | 12 min...50 % ] ] . .
10 min...60 % | 10 min...60 % | 10 min...60 % | 10 min...60 % | 10 min...50 % | 8 min...45 %

13 min...60 %
14 min...30 %

13 min...60 %
14 min...30 %

13 min...60 %
14 min...20 %

11 min...20 %

11 min...30 %

11 min...25 %

11 min...28 %

11 min...28 %

10 min...60 %
11 min...28 %

Eluce ¢é. 10.

Eluce é. 11.

Eluce é. 12.

Eluce é. 13.

Eluce ¢. 14.

Eluce ¢é. 15.

Eluce €. 16.

Eluce é. 17.

Eluce ¢. 18.

0 min...28 %
0 min...28 % 0 min...28 % 4 280/0 0 min...28 % 0 min 30 % 0 min...28 % 0 min...28 % 0 min...20 % 0 min.. 20 %
min. .. min. .. )
4min...28 % | 4 min... 28 % 7 mi 400/0 4min...28% | 4min...30% | 3min...28% | 2min...28 % | 12 min...50 % 10 min..60 %
min. .. min. .. o
14 min...60 % | 14 min...50 % 9 mi 450/0 8 min...60 % 8 min...60 % | 10 min...60 % | 12 min...60 % | 13 min...60 % 1 min.. 20 %
min. .. min. .. o
15 min...28 % | 15 min...28 % 9 60‘; 9 min...28 % 9min...30% | 11 min...28 % | 13 min...28 % | 14 min...20 %
min... ()
Eluce ¢. 19. Eluce ¢. 20. Eluce ¢. 21. Eluce ¢. 22. Eluce ¢. 23. Eluce ¢. 24. Eluce ¢. 25. Eluce ¢. 26.
0O min...25 %
0 min...30 %
4 min...30 % ) _ _ _ _ _ _
S min.. 40 % Omin...30% | 8min...40% | Omin...30% | Omin...20% | Omin...15% | Omin...28 % | Omin...27 %
min... )

10 min...50 %
11 min...60 %
12 min...25 %

10 min...50 %
11 min...30 %

10 min...50 %
11 min...60 %
12 min...30 %

10 min...60 %
11 min...30 %

10 min...60 %
11 min...20 %

10 min...60 %
11 min...15 %

10 min...50 %
11 min...28 %

10 min...50 %
11 min...27 %

Tabulka 7 Vypis vSech zkouSenych eluci
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21,9 49,7 73,5 103,4 132,7 155,8 265,5 351,5
24,0 50,6 69,6 103,8 131,8 143,6 237,9 363,6
23,9 49,6 75,1 104 126,5 162,9 261,3 350,9
23,9 48,3 77,1 107,3 126 159,1 252 350
23,7 48,4 75,8 101,6 124,5 164,3 232 352
23,9 48,8 73,8 101,2 126,9 159,6 2324 346,6

Tabulka 8 Naméiené hodnoty pro kalibra¢ni pfimku
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Vzorek ¢. 1 Vzorek ¢. 6 Vzorek ¢. 8
Extrakt | Samotny c s pl::-i‘(llglf;'rm c Samotny c s pl::-i‘(llglf;'rm c Samotny c s plf‘i‘;(:ngrm c
¢, EVOO |mg/l100g OCA mg/100g| EVOO | mg/100 g OCA mg/100g| EVOO | mg/100¢g OCA mg/100 g
18 38,2 57,5 73,1 57,9 81,4
a 3 33 8,8 10,2 9,4 7,9
20 34,2 54,2 71,4 61,2 83,1
19,1 39,3 57,3 74,9 58 81
1 | b 3 2,9 8,8 9,1 9,2 7,3
20,6 41,8 53,9 72,9 57,9 82,3
16,3 35,5 56,6 75 56,3 79
c 2,9 2,7 8,6 8,3 9 8,3
20,8 42,7 52,6 73,8 57,5 75,9
16,7 38 55,8 74,7 61,1 79,1
a 2,7 2,4 8,5 8,1 9,7 10,8
17,9 40,6 52 73,1 61,8 78
16,5 35,6 55,4 74 62,78 79,2
2 | b 2,8 3 8.4 7,3 9,8 10,4
19,1 35,7 50,8 75,7 60,8 79,9
16 30,5 55,8 77,1 62,5 79
c 2,5 2,7 8,5 7,1 9,9 11,3
16,3 37,4 52,2 76,4 62,5 79,1

Tabulka 9 Namérené hodnoty ploch s vypocitanymi koncentracemi pro st. piidavek
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Plocha piki hemiacetali OCA (mV.s)

Eluce
= Vz.¢. | Vz.¢é. | Vz.¢. | Vz.¢é. | Vz.¢. | Vz.¢é. | Vz.¢. | Vz.¢é. | Vz.¢. | Vz.¢é. | Vz.¢. | Vz. €. | Vz.¢. | Vz.¢. | Vz.¢. | Vz. ¢
2 3 4 5 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
46,9 28.5 155,8 443 25,1 56,5 333 39,9 22,9 41,6 56,9 85,1 45,7 80,9 94,2 44.6
a
65,3 30,7 169,8 45,5 22,1 67,2 36,3 432 22,9 41,8 60,2 96,2 448 81,9 107,1 443
445 32,1 152,1 433 25,9 58,1 36,6 41,1 21,5 41,7 57,8 53 47,1 71 86,7 48,3
1 |b
64,5 33,1 179,1 46,5 23,1 67,4 40,8 46,1 239 448 58,5 60,6 454 75,4 102,8 53,2
46,2 24,1 170,6 414 27,2 53,6 33,5 38,7 21,8 41,2 49,6 70 48,9 80,3 84,6 46,2
C
70,6 28 198.3 45,8 244 55,2 36,9 40,9 25 427 54,7 78.8 51,9 98,6 107.,9 47,6
47,4 22,1 174 47,1 36,9 57 39,4 42.5 23,2 40,5 52,2 72,3 53,6 62 102,6 41,5
a
62,7 25,5 190,5 43,5 39,9 60 43,8 47,9 25 40,4 57,3 81,6 44,6 81,8 118.4 42.3
46,8 24,1 171,2 48,2 35,6 58 41 41,5 23 40,5 48,9 67,9 55,9 71 100,9 35,2
2 |b
63,8 25,1 191,4 45,7 30,6 60,8 40,7 474 24.8 40,3 50,6 73,9 60 88,8 113 37,5
44 4 22,1 161,1 48,9 37,8 58,3 41,2 39,5 25,8 41,9 54,5 71,8 55,6 66,4 97,6 40,5
C
58,2 25 186,8 45.8 39,3 59,5 423 448 27,3 42.5 65,8 81,5 62,2 82,9 102,7 42

Tabulka 10 Naméiené hodnoty ploch vzorki EVOO
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8,7 4,6 25,3 7,1 3,7 9,6 5,4 6,4 3,5 6,5 9,1 14,1 7 12,6 | 15,6 6,9
8,5 5 25,7 7,1 3,9 9,7 6 6,8 3,5 6,7 9 8,8 7,2 11,4 | 14,7 7,9
9,1 4 28,7 6,9 4 8,4 5,4 6,2 3,6 6,5 8,1 11,5 7,8 13,9 | 149 7,3
8,5 3,7 28,3 7,2 6,1 9,1 6,4 7 3,7 6,3 8,5 11,9 7,6 11,2 | 17,2 6,5
8,6 3,8 28,2 7,4 5,2 9,2 6,3 6,9 3,7 6,3 7,7 11 9 12,4 | 16,6 5,6

8 3,6 27 7,5 6,1 9,1 6,5 6,5 4,1 6,5 9,3 11,9 9,1 11,6 | 15,5 6,4

Tabulka 11 Vypoc¢itané hodnoty koncentraci pro analyzované vzorky EVOO
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