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ANOTACE

Tato diplomova prace se zaméfuje na stanoveni volnych a vazanych fenolickych latek
v riznych extraktech ziskanych ze semen quinoy. Pro uvolnéni vdzanych fenolickych latek
byly vyuzity metody alkalické a kyselé hydrolyzy. Analyza vSech extraktli probihala s vyuzitim
optimalizované¢ HPLC separace v systémech s obracenymi fazemi. Pro detekci byla vyuzita
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) v MRM rezimu snimani zapornych ionti.
Pro jednotlivé fenolické latky byly optimalizovany MRM piechody pro dosazeni vyssi citlivosti
a presnosti detekce. Optimalizovand HPLC/MS/MS metoda byla pouZita pro monitorovani
zastoupeni identifikovanych volnych a vazanych fenolickych latek v riznych vzorcich quinoy.
Mnozstvi fenolickych latek stanovené pomoci HPLC/MS/MS metody bylo porovnano

s vysledky ziskanymi spektrofotometrickymi metodami.

KLICOVA SLOVA

Merlik cilsky, fenolické latky, extrakce, vysokoucinnd kapalinova chromatografie,

hmotnostni spektrometrie, antioxida¢ni aktivita
TITLE

HPLC/MS/MS analysis of free and bonded phenolic compounds present in Quinoa
ANNOTATION

This thesis focuses on the determination of free and bound phenolic compounds
in various extracts obtained from quinoa seeds. Alkaline and acid hydrolysis methods were used
to release the bound phenolic compounds. Analysis of all extracts was carried out using
optimized HPLC separation in reversed-phase systems. Tandem mass spectrometry (MS/MS)
in MRM negative ion sensing mode was used for detection. MRM transitions were optimized
for individual phenolics to achieve higher sensitivity and accuracy of detection. The optimized
HPLC/MS/MS method was used to monitor the abundance of identified free and bound
phenolic compounds in different quinoa samples. The amount of phenolic compounds
determined by HPLC/MS/MS method was compared with the results obtained

by spectrophotometric methods.
KEYWORDS

Quinoa, phenolic compounds, extraction, high-performance liquid chromatography,

mass spektrometry, antioxidant aktivity
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UvVoD

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) je pseudoobilovina pochézejici z Jizni Ameriky,
kterd v poslednich letech ziskava na popularit¢ diky svému nutricnimu slozeni a zdravotnim
benefitim. Obsahuje vysoké mnozstvi bilkovin s vyvdZenym zastoupenim esencialnich
aminokyselin, vlakninu, vitaminy a minerdlni latky. Vyznamnou skupinou bioaktivnich latek
pfitomnych v quinoe jsou fenolické latky, které vykazuji antioxidacni aktivitu a mohou
piispivat k prevenci civilizanich onemocnéni.

Fenolické latky se v rostlinnych matricich vyskytuji jako volné i ve vazané forme
na bunécnou sténu materidlu, pfiCemz jejich biologickd dostupnost a ucinnost mohou
byt ovlivnény procesem hydrolyzy. K jejich kvantitativni i kvalitativni analyze se vyuZzivaji
moderni chromatografické a hmotnostné spektrometrick¢é metody, jako je vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS/MS).
Tato metoda umoznuje piesné stanoveni jednotlivych fenolickych latek a monitorovani jejich
zmén v zavislosti na typu vzorku a jeho Upravé.

Tato diplomova prace se zaméfuje na analyzu fenolickych latek v semenech quinoy
pomoci HPLC/MS/MS, se zvlastnim diirazem na vliv hydrolyzy na jejich uvoliiovani. Cilem
je nejen identifikovat a kvantifikovat jednotlivé fenolické latky, ale také posoudit jejich
antioxidacni aktivitu. Vysledky této studie mohou pfispét k hlubsSimu pochopeni nutri¢ni

hodnoty této pseudoobiloviny a jejiho potencidlniho pfinosu pro lidské zdravi.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Pseudoobiloviny

V dnesni dobé se klade diiraz na zdravy zivotni styl a vyvaZenou stravu. Neustale
se provadéji vyzkumy zaméfené na objevovani novych potravin, které by mohly zlepsit
stravovaci navyky a podpofit zdravi populace. Pseudoobiloviny jsou v tomto sméru vhodnou
alternativou ke klasickym obilovinam [1-5].

Ve srovnani s tradinimi obilovinami, jako jsou pSenice, ryze a kukufice,
jsou pseudoobiloviny bohatsi na kvalitni bilkoviny a vlakninu. Obsahuji také vice esencialnich
aminokyselin a ¢asto poskytuji vys$§i mnozstvi vitaminii a minerdlnich latek, coz z nich ¢ini
vyzivové hodnotnéj$i alternativu [2-4]. DalSim rozdilem je, Zze pseudoobiloviny
jsou dvoudélozné rostliny, které jsou ptirozené bezlepkové, a proto jsou vhodné pro osoby
s intoleranci na lepek nebo celiakii. Naopak obiloviny jsou jednod€lozné rostliny, které lepek
obsahuji [3-5].

Mezi nejbéznéjsi pseudoobiloviny patii quinoa, amarant a pohanka (obrazek 1) [1-5].

Obrazek 1:Zastupci pseudoobilovin [6].
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1.2 Quinoa

Quinoa (merlik ¢ilsky, Chenopodium quinoa) je dvoudéloznd rostlina (obrazek 2),
ktera patii do ¢eledi laskavcovité (dmaranthaceae). Pochéazi z andské oblasti v Jizni Americe,
kde se péstovala po staleti. Diky své vysoké schopnosti rGstu v riznych klimatickych
podminkach se vsak jeji péstovani rozsifilo i do dalSich ¢asti svéta, véetné Evropy, Asie,
Australie a Afriky [7,8].

Tato rostlina dortstd do vysSky 2 metri a ma laty obsahujici mald semena,
které jsou hlavni formou pro lidskou spotfebu. Semena jsou kulata a zplostéla, asi 1,5-4,0 mm
v priméru a 0,5 mm na tloustku. Zrna quinoy obsahuji vysoké mnozstvi bilkovin, kyseliny
askorbové a mineralnich latek, jako je fosfor a draslik. Rovnéz jsou bohatd na bioaktivni
slouceniny, jakou jsou flavonoidy, fenolické kyseliny, bioaktivni peptidy, fytosteroly
a saponiny. Zelené¢ listy, klicky a mikroklicky quinoy, stejné jako jeji zrna, jsou bohaté
na ziviny a pfinosné pro nase zdravi. Prokazuji antimikrobiélni, protirakovinné, antidiabetické,
antiobezitni, antioxida¢ni a kardioaktivni vlastnosti. Kvili svému vysokému obsahu Zivin
je quinoa ¢asto oznacovana jako superpotravina. Pro sviij bohaty nutri¢ni profil je obzvlasté
hodnotna pro ty, kdo preferuji rostlinné zdroje bilkovin, v¢etné vegetariani. Navic je bez
obsahu lepku, coz ji ¢ini idedlni volbou pro osoby trpici celiakii nebo intoleranci na lepek

[9- 11, 16].

Obrazek 2: Rostlina merliku cilského [12].
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1.1.2 Klasifikace

Quinou nejcastéji délime podle barvy na bilou, Cervenou a Cernou (obrazek 3).
Tato barevna rozmanitost semen je zpusobena pfitomnosti pigmentl, zejména betacyanind,
mezi které patii betanin a jeho izomer izobetanin. Tyto pigmenty se fadi mezi fotochemikalie
adodavaji quinoe nejen barvu, ale také poskytuji dal$i bioaktivni vlastnosti,
jako jsou antioxidacni a protizdnétlivé Gc€inky. Na rozdil od antokyanti vSak neobsahuji

flavonoidni strukturu. Barva semen quinoy je Uzce spjata s obsahem chemickych latek,

¢im tmavsi je barva semen, tim vyssi je jejich vyzivova hodnota [13,14, 35, 36].

4

Obrazek 3: Barevna rozmanitost semen quinoy [15].

1.1.3 Saponiny

Quinoa je nejen bohatd na Ziviny, ale také obsahuje saponiny, hotké latky pfitomné
zejména ve slupce semen (obrazek 4). Tyto ptirodni slouceniny patii mezi glykosidy
a vyskytuji se v mnoha rostlinach. Jsou zndmé svou schopnosti vytvaiet pénu pii kontaktu
s vodou, coZ jim dava surfaktantni vlastnosti, tedy schopnost snizovat povrchové napéti.
V ptirod¢ slouzi jako ochrana proti $ktidcim a mikroorganismiim. Pfed konzumaci se quinoa
obvykle oplachuje, aby se saponiny odstranily a nemély vliv na vyslednou chut’ [16-18, 36].

Saponiny se skladaji ze dvou hlavnich c¢asti: aglykonu, ktery tvoii jejich zakladni
strukturu, a cukernych slozek, které jsou na néj navazany. Podle typu aglykonu se saponiny déli

na triterpenoidni a steroidni [18].

CH,OH
OH

OH

Obrazek 4: Chemicka struktura saponinu extrahovanych ze
slupek quinoy [19].
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1.1.4 Chemické sloZeni

Semena quinoy obsahuji Sirokou Skalu bioaktivnich sloucenin, vcetné proteind,
esencialnich aminokyselin, nenasycenych tukti, vldkniny, komplexnich sacharidl a riznych
fytochemikalii, jako jsou polyfenoly a flavonoidy. Mezi nejvyznamnéjsi fenolické latky
nalezené¢ v quinoe patii kyselina ferulova, kdvova, benzoova a kvercetin. Tyto slouceniny
jsou znamé svymi antioxida¢nimi vlastnostmi, které mohou pfinaset zdravotni vyhody,
jako je zmirnéni zanétlivych procesti a ochrana pfed oxidativnim stresem v téle. Pokud jde
o nutri¢ni slozeni, quinoa je také bohatd na dulezité mineraly, jako je vapnik, hoi¢ik, draslik
a fosfor (tabulka 1). Diky této rozmanitosti chemického sloZeni neni quinoa pouze vyzivové
bohatd, ale zaroven zduraziuje svlij vyznam pro potravinaiské technologie a zdravotni aplikace

[11, 20,21, 25].

Tabulka 1: Chemické slozeni quinoove celozrnné mouky ve srovnani s amarantovou
a pohankovou celozrnnou moukou [21].

Ziviny [g/100 g] amarant quinoa pohanka
Skrob 57,3-65,5 53,6-71,6 67,8-78,3
bilkoviny 15,1-16,4 9,5-16,7 13,9-16,4
tuk 6,47-7,25 2,74-7,34 3,43-3,86
celkova vldknina 6,53-11,16 7,15-15,31 3,55-5,86
popel 2,23-2,87 1,92-3,46 1,91-2,30
mineralni
sloZeni [mg/kg]
vapnik 1818-2060 347-1041 151-254
zelezo 76,8-96,9 33,7-129,9 18,5-38,4
hot¢ik 2567-2849 12222824 10162752
draslik 4389-5218 6181-12453 2130-5768
fosfor 4433-5889 2513-5738 1687-5515
sodik 47,2-91,5 73,1-204,5 36,0-100,4

Stejné jako zrna quinoy jsou i jeji zelené listy a klicky bohaté na Ziviny a pfispivaji
k celkovému zdravi. Maji antimikrobidlni, protirakovinné a antioxida¢ni U¢inky, podporuji

zdravi kardiovaskularniho systému a mohou pomahat pfi prevenci cukrovky a obezity [11].
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1.1.4.1 Listy quinoy

Listy pseudocerealii, které byly povazovany za bezcenny odpad, jsou naopak jedlé

a mohou byt pfidavany do salatii nebo vyuzity jako hodnotna soucast funk¢énich potravin. Listy

quinoy obsahuji vyznamné mnozstvi popela, vlakniny, bilkovin, dusi¢nanti, sodiku a vitaminu

EaC[l1, 22,23, 24].
1.1.4.2 Kli¢ky quinoy

Klicky po kli¢eni quinoy, zejména po 24 hodinach, maji velkou vyzivovou hodnotu.

ZvySuje se obsah bioaktivnich latek a antioxidantl, napiiklad GABA, ¢i esencidlnich

aminokyselin jako je leucin. Maji vysoky obsah fenolickych latek, flavonoidi, karotenoida

(B- karoten a lykopen) a také chlorofylu a, b. Vyzivovy profil klicki zpravidla prevysSuje profil

neklicenych semen, coz z nich dé€la potencialné cenny doplnék pro zdravou vyzivu a funkéni

potraviny (tabulka 2) [11, 25, 26].

Tabulka 2: Nutricni sloZeni listi, klickii a zrn quinoy [11, 26, 27].

Ziviny [%)] listy klicky Zrna
surovy protein 28,2-37 6,1-12,3 9,1-15,7
surovy tuk 2,4-4,5 0,1-3,8 4-7,6
surova vlaknina 6,9-7,8 4,6-23,5 7-14,1
sacharidy 34 9,6-73 48,5-69,8
popel 2,1-20 0,9-3.4 2-7,7
energie [kcal] 325 69 331-381
mineralni sloZzeni [mg/100 g]
vapnik 147-1535 21,7 27,5-148,7
hot¢ik 14-902 219,3 26-502
draslik 474-8769 525,2 696,7-1475
sodik 3-15,1 - 11-31
esencialni aminokyseliny [g/100 g]
leucin 2,7 2 2,3-9.4
lysin 1,9 1,3 2,4-7,5
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1.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které chrani buiiky pfed poSkozenim tim, Ze neutralizuji volné
radikaly. Tyto molekuly mohou zptisobovat oxidativni stres, coz pfispiva ke starnuti a rozvoji
chronickych onemocnéni. Mezi volné radikaly patii reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni
formy dusiku (RNS) (tabulka 3). I kdyz mohou ROS a RNS buiikky poskozovat, zaroven
jsou nezbytné pro regulaci kli¢ovych procest v organismu, jako je apoptdza, genova exprese
nebo transport iontll. Kdyz vSak hladina ROS vyrazn¢ vzroste, mize dojit k poskozeni mnoha
typtt molekul, véetné proteinti, lipidi, RNA a DNA, protoze ROS jsou velmi reaktivni.
Produkce volnych radikalii neni spojena pouze s béznymi metabolickymi procesy v lidském
téle (endogenni zdroje), ale miize byt vyvoldna i vlivy z okolniho prostiedi (exogenni zdroje),

jako jsou stres, 0zénové zareni, zneCisténi, pesticidy a priimyslové chemikalie [28-30].

Tabulka 3: Prehled volnych radikalii [30].
ROS (reaktivni formy kysliku)

superoxidovy radikal 02’
hydroxylovy radikal HO~
alkoxylovy radikal RO~
peroxylovy radikal ROO~
RNS (reaktivni formy dusiku)
oxid dusnaty NO~*
oxid dusicity NO:*

Antioxidanty 1ze rozdélit na enzymatické a neenzymatické. Enzymatické antioxidanty,
jako superoxid dismutdza a katalaza, funguji uvnitf bunék a rozklddaji volné radikaly.
Neenzymatické antioxidanty mohou byt pfirodni nebo syntetické. Pfirodni zahrnuji vitaminy
(napt. C a E), minerdly (selen), karotenoidy (karoteny, xantofyly) a rostlinné polyfenoly
(flavonoidy, fenolické kyseliny, lignany, taniny a dalsi). Tyto antioxidanty se bézn¢ nachézeji
v ovoci, zelening, obilovinach a nékterych druzich masa a ryb. Maji rtizné biologické vlastnosti,
onemocnéni a prispivaji k udrzeni rovnovahy stievni mikrobioty, coz podporuje zdravi stiev.
Syntetické antioxidanty jsou chemicky vyrobené latky, které se Casto pouzivaji
v potravinarském priimyslu jako konzervacni prostiedky (BHA, BHT). Jejich hlavnim tcelem

je zpomalit oxidaci a prodlouzit trvanlivost potravin [28, 30, 31].
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1.3.1 Fenolické latky

Fenolické latky predstavuji rozmanitou skupinu fytochemikalii, kterd zahrnuje
jednoduché fenoly i komplexni polyfenoly. Mezi fenolické latky se fadi fenolické kyseliny
a flavonoidy Tyto latky jsou charakteristické¢ ptitomnosti jedné nebo vice hydroxylovych
skupin navazanych na aromatické kruhy. Rostliny tyto slouceniny pfirozené vytvareji,
aproto jsou hojné¢ zastoupeny v potravinach rostlinného pavodu. V obilovinach
a pseudoceredliich se fenolické latky nachdzeji hlavn€ ve vnéjsSich vrstvach zrn. Dostate¢ny
ptijem téchto latek ve stravé podporuje zdravi, pomaha udrzovat dobrou kondici a diky svym
riziko vzniku chronickych onemocnéni [32, 33, 38, 40].

Quinoa obsahuje nejméné 23 fenolickych latek jak ve volné, tak ve vazané formé. Mezi
volné fenoly patii flavonoidy nebo proanthokyanidiny a jejich glykosidové derivaty, v mensi
mife pak glykosidy ferulové a vanilové kyseliny. Zatimco frakce vazanych fenolickych latek
zahrnuje fenolické kyseliny, jako je napt. kyselina ferulova, vanilova a derivaty od kyseliny
benzoové, které jsou stavebnimi kameny ligninu jako soucast bunéénych stén [32-34, 36, 40].

1.3.1.1 Fenolické kyseliny

Z chemického hlediska jsou fenolické kyseliny charakterizovany benzenovym jadrem
s jednou nebo vice hydroxylovymi a karboxylovymi skupinami. Tuto skupinu latek lze
na zéklad¢ jejich struktury rozdélit na derivaty kyseliny benzoové (obrazek 5) a kyseliny
skoticové (obrazek 6) [33, 37, 40].

Z tenolickych kyselin obsaZenych v quinoe jsou nejvice zastoupené kyseliny ferulova,

vanilova a kavova. Ddle jsou pfitomny i jejich glykosilované derivaty [35, 36].

Kyselina R! R? R3 R*
gallova H OH OH OH
vanilova H OCHs3 OH H
syringova H OCH3 OH OCH3
salycilova OH H H H
4-hydroxybenzoova H H OH H

Obrazek 5: Struktura kyselin odvozenych od kyseliny benzoové [36, 40, 45].
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Kyselina R! R? R3 R*
p-kumarova OH H OH H
o-kumarova OH H H H

kavova H OH OH H

ferulova H OCHs3 OH H

synapova H OCHs3 OH OCH3

Obrazek 6: Struktura kyselin odvozenych od kyseliny skoricoveé [36, 40, 45].

1.3.1.2 Flavonoidy

Obecna struktura flavonoidli je tvofena dvéma benzenovymi kruhy spojenymi
ttfuhlikovym mustkem, ktery mezi nimi typicky tvofi heterocyklicky kruh (obrazek 7).
Tato struktura se mize vyznamné ménit prostfednictvim dalSich hydroxy ¢i methoxy skupin,
které ptispivaji k rozmanitosti a specifickym zdravotnim piinosim flavonoidi. Flavonoidy
se mohou vyskytovat jak ve volné formé, tak ve form¢ glykosylovanych derivati,
kdy je na aglykon flavonoidu navdzana molekula sacharidu, nejcastéji glukdza, galaktdza,
arabindza, thamnoéza, nebo rutindza. Flavonoidy vdzané na sacharidy nebo jiné molekuly maji
obvykle nizsi antioxidacni aktivitu nez jejich volné formy [32- 38, 40, 45]. Toto snizeni aktivity
je zpusobeno niz§im poctem dostupnych kyselych vodikt, protoze sacharid nebo jind molekula
se vaze na hydroxylovou skupinu flavonoidu.

V quinoe jsou pfitomny prevazné glykosidy odvozené od kvercetinu a kempferolu.
které napomahaji ke snizeni oxidac¢niho stresu a zanétl v téle. Obsah flavonoidi v quinoe
souvisi s jeji barevnou variantou. Cerné a ¢ervené odriidy obvykle obsahuji vice fenolickych
sloucenin, coz zvySuje jejich antioxidacni ucinky a biologickou aktivitu ve srovnani s bilou

quinoou. [32- 38, 45].
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flavan-3-ol

flavanon

Obrazek 7: Zakladni struktura flavonoidu [38, 45].

Celkovy obsah fenolickych latek lze stanovit pomoci spektrofotometrickych metod,
které se Casto vyuzivaji pro svou jednoduchost a rychlost. Tyto metody jsou zalozeny na reakci
fenolickych latek s vhodnym c¢inidlem, pficemz dochéazi ke zméné absorbance na specifickych
vlnovych délkach. Velikost zmény absorbance odpovida koncentraci fenolickych latek [35, 40].

Casto pouzivanou spektrofotometrickou metodou je napiiklad reakce s ¢inidlem
Folin — Ciocalteuovym, kterd umoznuje odhadnout celkovy obsah fenolickych latek na zakladé
monitorovani tvorby barevného produktu mezi fenolickymi latkami a ¢inidlem, coz se projevi
zvySenim absorbance [35, 40]. Folin — Ciocalteuovo ¢inidlo je sloZzeno z kyselého
fosfore¢nanového komplexu obsahujiciho molybden a wolfram. Po uplynuti inkubaéni doby
prob&hne reakce, pii niz fenolické latky redukuji toto €inidlo v zasaditém prostiedi, coZ vede
ke vzniku modrého zabarveni. Intenzita této barvy se méfti pti vinové délce 765 nm. Vysledky
se vyjadiuji jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové, ktera slouzi jako referen¢ni standard

[36-40, 45].
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Pro pifesnou kvantitativni a kvalitativni analyzu je vSak vhodnéj$i vyuziti
chromatografickych technik, jako je vysokoUc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC)

nebo jeji spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) [35, 40].

1.4 Stanoveni antioxidaéni kapacity

Pro stanoveni antioxidacni kapacity se béZné pouzivaji riizné laboratorni metody, véetné
spektrofotometrickych a chromatografickych technik. Spektrofotometrie poskytuje ptehled
o celkovém obsahu fenolickych latek nebo jinych antioxidantl ve vzorku. Zakladem téchto
technik je reakce antioxidantii s ROS nebo volnymi radikaly. Tento postup umoziuje stanovit
jejich celkovou antioxidaéni kapacitu [30, 41, 42].
1.4.1 Metoda DPPH

Tato spektrofotometricka metoda se bézn€ pouziva k méfeni antioxidacni kapacity
potravin rostlinného pavodu, vcetné¢ pseudoceredlii, jako je quinoa. Vychozi latkou
je sloucenina DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, obrazek 8), ktera je rozpustna v methanolu
nebo ethanolu a tim vytvafi stabilni volny radikal fialové barvy. Pisobenim antioxidanta
ptitomnych ve vzorku se roztok radikdlu odbarvuje, coz se projevi snizenim absorbance
pii specifické vinové délce 515-528 nm. Pro vyjadreni vysledkl se ¢asto pouziva standard
Trolox (obrazek 8) a antioxidacni kapacita se vyjadiuje jako ekvivalentni mnoZzstvi tohoto
standardu (TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity). Alternativné 1ze hodnoty uvadét

jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové (GAE) [35, 36, 42, 43].

O,N CHs
HO Q
N—NH NO, OH
HsC o)
O,N CHa

Obrazek 8: Strukturni vzorec DPPH (vlevo) a strukturni vzorec Troloxu (vpravo).
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1.4.2 Metoda ABTS

Jde o jednoduchou metodu pro stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity, kterd mefti
schopnost antioxidantii zhaSet stabilni radikdlovy kation 2,2'-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonové kyseliny) (ABTS™). Tento kation lze generovat z ABTS (obrazek 9) za pouziti
silnych oxidac¢nich ¢inidel, jako jsou K;S,0g, MnO, nebo hemoglobin v pfitomnosti H,0,.
Vznikly modrozeleny chromofor vykazuje maximalni absorpci pifi 734 nm,
pricemz jeho intenzita klesa v pritomnosti antioxidantti. Mira odbarveni zavisi na délce reakce,
vnitini antioxida¢ni aktivité a koncentraci vzorku. Procentualni pokles zbarveni je pak vyjadien

jako ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu (TEAC) [41, 42].

- N
$ S
7 N:< 0
0 %N’ s %
[\>| O// ~OH

Obrazek 9: Strukturni vzorec ABTS.

1.4.3 Metoda FRAP

FRAP test je bézna metoda pro méfeni antioxidacni kapacity, kterd spociva v redukci
komplexu Zelezitych iontid s 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazinem (TPTZ, obrazek 10) plisobenim
antioxidantl v kyselém prostfedi. Tento proces vede ke vzniku intenzivné modrého komplexu
se zeleznatymi ionty. Antioxidacni uCinek odpovida mife nartistu absorbance monitorované
pfi 593 nm, pficemz vysledky se udavaji jako ekvivalentni mnozstvi vybraného standardu,

jako je trolox ¢i kyselina askorbova [35, 36, 42, 44].

X

My 2

N| N
| SN e | SN
=N N =

Obrazek 10: Strukturni vzorec TPTZ.
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Hlavni nevyhodou této metody je selektivita pouze pro hydrofilni (ve vodé rozpustné)
antioxidanty, a neni tedy vhodna pro lipofilni slouceniny (rozpustné v tucich). Navic nékteré
antioxidanty reaguji pomaleji a vyzaduji del$i inkubaéni dobu, coz miiZze ovlivnit piesnost
méfeni. Z téchto divodi je doporucovano kombinovat FRAP s dalSimi metodami,
jako je DPPH, pro ziskani komplexné¢jSiho hodnoceni antioxida¢ni kapacity u rostlinnych

extrakti, v¢etné pseudoobilovin [35, 36, 42, 44].

1.5 Uprava vzorku pied analyzou

Ptiprava vzorku je kliCovou casti laboratorniho procesu, zvlasté u pevnych vzorkt,
jako jsou pseudoobiloviny. Zahrnuje n€kolik krokt, jako je mleti, homogenizace a extrakce,
které zajistuji reprezentativnost analyzovanych vzorkd, a tedy reprodukovatelné vysledky.
U komplexnich pfirodnich matric, jako jsou rostliny, pseudoobiloviny a dalSi potravinové
vzorky je pfed samotnou extrakci nutné provést hydrolyzu pro uvolnéni stanovovanych latek
z bunécné stény [45, 46].
1.5.1 Mleti a homogenizace

Tyto procesy jsou pii pfipravé pevnych vzorkid, jako jsou naptiklad potraviny,
pudy nebo rostlinné materidly, klicové. Pti mleti se pevné vzorky redukuji na jemny prések,
coZ zvySuje povrchovou plochu, kterd je v kontaktu s extrakénimi ¢inidly. Homogenizace
zajiSt'uje rovnoméerné rozloZeni analyzovanych slozek v celém objemu vzorku. Tim se zvySuje

vytéznost extrakce a rychlost chemickych reakci, coz je pfi analyze téchto vzorki zésadni [46].

1.5.2 Hydrolyza fenolickych latek

Hydrolyza je klicovym krokem pro uvolnéni a analyzu fenolickych latek obsazenych
v pseudoobilovinach, protoze jsou ve velké mife vazany na rostlinnou matrici a Casto tvori
komplexy s jinymi molekulami, jako jsou cukry nebo slozky bunécné stény. Proces hydrolyzy
narusSuje tyto vazby, ¢imz zvySuje dostupnost fenolickych latek a umoziiuje jejich efektivné;si
extrakci a naslednou analyzu. Hydrolyza muiZe probihat za pouziti kyselého, alkalického
nebo enzymatického prostiedi [36, 40, 45].

Alkalické hydrolyza se zpravidla provadi za pouziti hydroxidu sodného, zatimco kysela
hydrolyza vyuziva silné mineralni kyseliny, napiiklad kyselinu chlorovodikovou nebo kyselinu
sirovou za velmi vysoké teploty. U téchto druhti hydrolyz 1ze zplisobit i snizeni nebo degradaci
studovanych latek. Dtlivodem téchto ztrat jsou drsné podminky pH a prace za vysoké teploty.
Z tohoto diivodu je nezbytné u obou typi hydrolyz spravné nastavit pH a teplotu,
aby se predeslo rozkladu fenolickych latek a tvorbé nezadoucich vedlejSich produktii

[45, 48, 49]. Lze tomu u alkalické hydrolyzy zamezit pomoci samotné kyseliny askorbové
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nebo spolecné s EDTA (ethylendiamintetraoctové kyseliny) [48, 49]. Enzymaticka hydrolyza
vyuziva enzymy, jako jsou pektinazy, celulazy a amylazy. Tento typ hydrolyzy se ptirozené
vyskytuje pfi mikrobidlnim rozkladu rostlin nebo béhem fermentace rostlinnych potravin
v tlustém stfeve. Dany proces je Setrnéjsi, ale mén¢ ucinny [47].
1.5.3 Extrakce

Extrakce je klicovym krokem pfi izolaci fenolickych latek z rostlinnych materiald,
veetné quinoy. Vybér vhodné metody ovlivituje vytéznost a slozeni ziskanych sloucenin,

protoze fenolické latky se mohou vyskytovat ve volné i vazané formé [40, 50, 51].
1.6 Extrakéni metody

1.6.1 Extrakce pevna faze — kapalina a kapalina-kapalina

Tyto postupy patii mezi nejcastéji vyuzivané metody pro ziskdvani extraktd
z rostlinnych materialt, a to diky jejich jednoduchosti, efektivité a Sirokému spektru aplikaci.
Rozpustnost fenolickych slouc¢enin zavisi na chemickém slozeni rostlinného vzorku, polarité
pouzitych rozpoustédel, teploté¢ a pH. Rostlinné materidly obsahuji Sirokou Skalu rtznych
fenolickych latek, od jednoduchych sloucenin, jako jsou fenolické kyseliny a flavonoidy,
az po vysoce polymerni latky, naptiklad taniny. Proto je zasadni peclivé vybrat rozpoustédlo,
které umozni efektivni izolaci pozadovanych sloucenin [45, 46, 51].

Bézné€ pouzivana extrakéni rozpoustédla zahrnuji alkoholy (methanol, ethanol), aceton,
diethylether, ¢i ethylacetat. Pro extrakci velmi polarnich fenolickych kyselin, jako je kyselina
benzoova, se Casto vyuziva smés alkoholu a vody. Naopak méné polarni rozpoustédla,
jako chloroform, hexan nebo benzen, jsou vhodna pro extrakci nepoldrnich slozek, naptiklad
vosk, nebo oleji [45, 51].

Pro dosazeni vysoké vytéznosti je kliCovy dikladny kontakt mezi fazemi,
ktery lze zajistit naptiklad tfepdnim nebo pouZitim odstfedivky. Pro maximalizaci uc¢innosti
extrakce se proces n€kolikrat opakuje [50].

1.6.2 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce je tradi¢ni laboratorni kontinudlni metoda pouZzivana k izolaci
lipofilnich latek z pevnych materiald, jako jsou semena, rostlinné tkdn€ nebo pidni vzorky.
Obzvlasté vhodna je v piipadech, kdy je tieba ziskat slouceniny s riiznou rozpustnosti

v odlisnych rozpoustédlech. Tento proces probiha v Soxhletové extraktoru (obrazek 11).
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Probihd zde cyklickd extrakce, pfi niz rozpoustédlo neustdle cirkuluje mezi
odpafovanim a kondenzaci, coz umoznuje jeho opakované vyuziti k extrakci. Vybér
rozpoustédla hraje kli€ovou roli, protoZe rozpustnost latek zavisi na vlastnostech rozpoustédla,
jako je jeho polarita a bod varu. Po ukoncéeni extrakce je rozpoustédlo vydestilovano a ve varné
bance zistavaji pouze extrahované latky [50- 52].

Tato metoda je sice velmi G¢inna, ale vyzaduje vice ¢asu a vétsi mnozstvi rozpoustédla
nez jiné metody. Soxhletova extrakce je cenéna pro svou ucinnost pii izolaci cilovych latek,

protoze opakovany cyklus extrakce zvySuje vytéznost pozadovanych sloucenin [52].
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Obrazek 11: Soxhletiiv extraktor [53].

1.6.3 Extrakce nadkritickou tekutinou

Nadkriticka tekutina je mimofadné G€inné extrakeni Cinidlo diky své nizké viskozite,
zvySené difuzivité a absenci povrchového napéti, coz umoznuje rychlejsi transportni procesy
ve srovnani s tradi€nimi extrakénimi kapalinami. Nachazi se v podminkach nad svym kritickym
bodem — tedy pfi teploté a tlaku vy$$im, neZ jsou kritické hodnoty. V této fazi latka nevykazuje
klasické vlastnosti kapalin ani plynti, ale mé jedine¢nou kombinaci jejich charakteristik [56].
Proto je extrakce tekutinou v nadkritickém stavu (SFE) moderni a ekologicka metoda, ktera
je hojné vyuzivana v potravinarském a farmaceutickém primyslu pro ziskavani bioaktivnich
latek. Tento proces probihd pii teplot¢ a tlaku nad kritickym bodem rozpoustédla,
coz mu umoziuje mit vlastnosti kapaliny 1 plynu (obrazek 12). V této fazi je rozpoustédlo

schopno difundovat pevnymi latkami jako plyn a rozpoustét slozky jako kapalina. Nejcastéji
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pouzivanym rozpoustédlem je oxid uhli¢ity (CO.), protoze se jedna o snadno dostupny,
nehotlavy, netoxicky plyn, ktery 1ze snadno pievést do nadkritického stavu [45, 54].

SFE je vhodna pro izolaci riznych latek, vcetné polyfenolli a antioxidantd,
které se nachédzeji v pseudoobilovinach. Optimalizace parametrti, jako je teplota, tlak, doba
extrakce a pouziti pomocnych rozpoustédel (ethanol, methanol nebo voda), umoziiuje
prizptisobit metodu konkrétnim bioaktivnim latkdm. Vyhodou této techniky je vysoka

wewvr

metody [54, 55].
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Obrazek 12: Fazovy diagram v p-T souradnicich
s vyznacenim oblasti nadkritické tekutiny [56].

1.7 Chromatografické metody

Chromatografické techniky se hojné uplatiiuji pii studiu fenolickych sloucenin
v pseudoceredliich, jako jsou quinoa, amarant ¢i pohanka. Tyto metody umoziuji identifikovat
a kvantifikovat bioaktivni latky, které jsou klicové pro pochopeni jejich antioxidacnich,

Principem chromatografie je vyuziti rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti
jednotlivych latek, naptiklad polarity, molekulové hmotnosti ¢i interakei s mobilni a stacionarni
fazi. Stacionarni faze mize byt pevna nebo kapalna aplikovana na pevny nosic, zatimco mobilni
fazi tvoii kapalina nebo plyn, ktery pienasi analyzované latky smési skrze stacionarni fazi. Diky
rozdilné rychlosti pohybu jednotlivych slozek dochézi k jejich separaci, coz umoziuje jejich

detailni analyzu [50].
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1.7.1 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Tato technika patii mezi nejucinnéjSi chromatografické metody a je vyuZivana
k separaci, identifikaci a kvantifikaci slozitych smési, naptiklad fenolickych sloucenin.
Umoznuje velmi rychlou a pfesnou analyzu. Mobilni fazi je kapalina, kterd je pohanéna
vysokotlakym ¢erpadlem poskytujicim tlak az 40 MPa, coz umoziiuje rychlejsi pratok mobilni
faze a zaroven zlepSuje separaci. Klicovym faktorem pro dosazeni vysoké ucinnosti je 1 typ
kolony, kterd by méla mit maly vnitini primér a byt naplnéna vhodnou staciondrni fazi.
Velikost ¢astic této faze hraje zasadni roli, mensi ¢astice (typicky v rozmezi 1,7-5 um) zajist'uji
lepsi rozliSeni analytii diky sniZené difuzi, ¢imz pfispivaji k ostfejSim separacnim pikim.
Zaroven vsak zvySuji odpor toku mobilni faze, a tim 1 pozadavky na tlak cerpadla. U ¢astic
o velikosti pod 2 um proto potfebujeme specidlni instrumentaci odolavajici vysokym tlakiim
(az 150 MPa). Kolona je nejcastéji vyrobena z ocele, u nizsich provoznich tlakl lze vyuzit
1 kolon vyrobenych ze skla ¢i plastu. Primér kolon se pohybuje v rozmezi 3-6 mm a délka
v rozmezi 5-25 cm [50, 57- 59].

Zakladni schéma HPLC systému je zndzornéno na obrazku 13. Vzorek je davkovan
pomoci Sesticestného ventilu nebo autosampleru do pritoku mobilni faze, ktera je Cerpana
vysokotlakym cerpadlem. Nésledné je vzorek unaSen mobilni fazi na chromatografickou
kolonu, kde dochdzi k separaci. Po priichodu vzorku separa¢ni kolonou jsou analyty v mobilni
fazi detekovany v pritokové cele detektoru a dochazi ke zpracovani signalu ve formé
chromatogramu [57, 58].

V HPLC lze dva zakladni chromatografické systémy rozdélit na zaklad¢é polarity
stacionarni a mobilni faze. Pokud je polarnéjsi stacionarni faze (silikagel/alumina) nez mobilni
faze (hexan, chloroform) jednd se o systém s normdlnimi fdzemi. Naopak je-li mobilni faze
polarngjsi (smés polarnich rozpoustédel napt. voda-acetonitril) nez faze stacionarni (chemicky
modifikovany silikagel nepolarni skupinou napt. oktadecyl, oktyl atd.) jednd se o systém
separace, lepsi kompatibility s detektory a jednodussi ptipravy vzorka [57, 58].

Retencni chovani latek separovanych v systémech s obracenymi fazemi lze efektivné
ovlivnit zménou slozeni mobilni faze béhem analyzy. Tento postup, znamy jako gradientova
eluce, spociva v postupné nebo nahlé zméné poméru jednotlivych slozek mobilni faze v Case,
¢imz se zvySuje UCinnost separace. Gradientové Cerpadlo obvykle michd dvé nebo vice
mobilnich fazi v riiznych pomérech. Pro tspésnou aplikaci gradientové eluce je nutné presné
nastavit ¢asovy profil, ktery urcuje, jak se pomér pouzitych rozpoustédel méni. Zména muize
byt linearni, nelinearni ¢i skokova.
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Smésovani jednotlivych slozek mobilni faze je provedeno bud’ za nizkého nebo vysokého tlaku
a podle toho délime pouzity systém na nizkotlaky nebo vysokotlaky. V ptipadé vysokotlakého
systému je kazdé slozka mobilni faze Cerpana vlastnim vysokotlakym cerpadlem a ke smiseni
obou slozek dochazi za vysokého tlaku. Tento systém umoziuje velmi piesné nastaveni pomerii
rozpoustédel a lepSi kontrolu nad tvorbou gradientu. Druhou variantou je nizkotlaky systém,
kde jsou jednotlivé slozky mobilni faze smichany v nizkotlaké oblasti a vysledna smés je poté
Cerpana vysokotlakym cerpadlem. Tento systém je jednodusi a cenoveé dostupnéjsi, protoze
na vSechny slozky mobilni faze potfebujeme pouze jedno vysokotlaké cerpadlo. Oproti
vysokotlakému systému vSak dochazi k prodlouzeni zpozdéni gradientu [57, 58].

Klicovou ¢asti chromatografického systému jsou detektory, které umoznuji detekcei
a kvantifikaci analyzovanych latek, které¢ eluuji z kolony. Detektory zaznamenavaji urc¢itou
fyzikalni nebo chemickou vlastnost eluatu, ktery obsahuje analyzované latky, a tim poskytuji
informace o jejich pfitomnosti a koncentraci. Existuje nékolik riiznych typ detektort,
které se pouzivaji v HPLC, a kazdy typ ma své vyhody a je vhodny pro urcité aplikace. Mezi
nejbéznéji pouzivané detektory patii spektrofotometricky, fluorimetricky, refraktometricky,

¢i elektrochemicky detektor, dale detektor rozptylu svétla a hmotnostni spektrometr [58, 59].

ey}

ZéSObl"ll’k vysokotlaké davkovag zpracovani
s mobilni ¢erpadlo (autosampler) dat
fazi

odpad
Obrazek 13: Schéema HPLC [59].

1.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd separuje vznikajici ionty
na zéklad¢ poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Vyuziva se k identifikaci a kvantifikaci
sledovanych latek v riznych matricich. Mezi hlavni pfednosti této techniky patfi mimofadné
vysoka citlivost, kterd umoziiuje detekovat i velmi nizké koncentrace analyzovanych latek.
Vyhodou je také minimalni spotfeba vzorku a moznost pfimého spojeni s jinymi separacnimi

technikami, jako jsou kapalinova nebo plynova chromatografie [60- 62].
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Hmotnostni spektrometr se skladd ze tfi zakladnich ¢asti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru (obrazek 14). Kazda z téchto ¢asti zasadné ovliviiuje
funkcénost, pfesnost a citlivost pfistroje. VétSina ¢asti hmotnostniho spektrometru vyzaduji
vysoké vakuum. U HPLC/MS systémil iontovy zdroj neni ve vakuové casti pristroje a k ionizaci
dochazi za atmosférického tlaku. PoZzadovana Uroven vakua se lisi v zavislosti na typu zatizeni.
Soucasti systému je také iontova optika, kterd slouzi k urychleni a fokusaci ionti, coz pfispiva

k jejich efektivnimu pienosu do analyzatoru [60, 62].

1.8.1 Iontovy zdroj

Iontovy zdroj je klicovou soucasti hmotnostniho spektrometru, protoze preménuje
neutralni molekuly vzorku na ionty (nabité Castice). Volba iontového zdroje zavisi
na vlastnostech analyzovanych latek, jako jsou velikost, polarita nebo t€kavost, a také na ucelu
analyzy. Ionizacni techniky se d€li do dvou zakladnich skupin: tvrdé a mekké, coz souvisi

s mnozstvim energie, které je analytu béhem ionizace dodano [50, 60, 63].

vzorek , .
Iontovy Hmotnostni
. A — 3| Detekt
- zdroj analyzator clektor
(vakuum) vakuum

Obrazek 14: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru.

Tvrdé¢ ioniza¢ni techniky dodavaji molekulam velky prebytek vnitini energie, coz vede
k jejich rozsahlé fragmentaci. Tyto techniky umoziuji urcit molekulovou hmotnost,
ale neposkytuji pfimé informace o struktuie molekuly. Pro ziskani téchto udajii je zapotiebi
dalsi analyza, naptiklad tandemovéa hmotnostni spektrometrie (MS/MS), ktera zkouma
fragmenty vzniklé béhem ionizace. Spektra z tvrdych ioniza¢nich technik obvykle obsahuji
pouze zdznamy kladnych iontd. Naopak mékké ionizac¢ni techniky jsou Setrnéjsi, protoZe
molekulam dodévaji méné energie, coz vede k nizsi fragmentaci. Diky tomu mohou poskytnout
informace o molekulové hmotnosti sledované molekuly. Ve spektru 1ze pozorovat zaznamy

jak kladnych, tak zapornych iontil v zavislosti na polarité vloZeného napéti [50, 60- 63].
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Mezi tvrdé ionizacni techniky patfi elektronova ionizace (EI). Tato metoda se Casto
pouzivd ve spojeni s plynovou chromatografii a je podporovéna rozsdhlymi knihovnami
referencnich spekter. Pro EI je vhodné analyzovat latky s nizkou polaritou, protoze vysoce
polarni slouCeniny obtizné te€kaji. Polarni latky lze vSak pfed analyzou modifikovat pomoci
derivatizace. Pt1 EI maji vznikl¢ ionty lichy pocet elektrontl, coz vede k intenzivni fragmentaci.
Tim vSak mtize chybét molekularni iont, ktery je nezbytny pro urceni molekulové hmotnosti.
V takovych ptipadech lze pouzit Setrnéjsi techniku, jako je chemicka ionizace (CI). CI patii
mezi m&kké ionizacni techniky. Ionty vytvofené touto metodou maji sudy pocet elektront,
coz je €ini stabilnéjSimi a mén¢ nachylnymi k fragmentaci. lonizacni techniky, které pracuji
za atmosférického tlaku, zahrnuji ionizaci elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku a fotoionizaci za atmosférického tlaku. Tyto metody jsou vyrazné
mékei nez EI nebo CI a dochazi ke vzniku iontd se sudym poctem elektronil, protonovanych
¢i deprotonovanych molekul. Pro analyzu molekul s vysokou molekulovou hmotnosti,
naptiklad biopolymerli, se vyuZiva ionizace laserem za pfitomnosti matrice. Tato technika
rovnéz patii mezi mekké ionizatni metody a je vhodna zejména pro analyzu slozitych
biomolekul [50, 60- 63, 70].

1.8.1.1 Ionizace elektrosprejem

ESI je mékkd ionizaéni technika vyuZivand v hmotnostni spektrometrii k analyze
nizkomolekuldrnich i vysokomolekuldrnich latek. Tato technika je obzvlast’ vhodna pro polarni
a iontové latky diky své schopnosti generovat vicendsobné nabité ionty. To vyrazné zvysSuje
citlivost detekce u biomolekul s vysokou molekulovou hmotnosti [60, 68- 69].

Hlavni princip ESI spociva v pfevodu kapalného vzorku na nabité ¢astice (ionty)
v plynné fazi (obrdzek 15). Proces zacind injekci vzorku rozpuSténého v kapalné fazi,
ktery je veden kapilarou k vystupu. Na kapilaru se aplikuje vysoké elektrické napéti (3—4 kV),
coz na jejim konci vytvaii Tayloriv kuzel. Z néj se odstépuji drobné kapky tvofici jemny
aerosol, k jehoz tvorbé ptispiva zmlzujici plyn (dusik). Susici plyn (rovnéz dusik) poté zajistuje
postupné odpatrovani rozpoustédla, coz zmensuje kapky a zvySuje koncentraci nabojii na jejich
povrchu. Po dosazeni Rayleighova limitu, ktery popisuje maximalni pocet naboji na kapce,
dochazi ke Coulombickeé explozi. Ta vede k rozpadu kapek na mensi kapky, a nakonec na volné
ionty. V zavislosti na polarit€ napéti vznikaji protonované [M+H]" nebo deprotonované
[M—H] ionty, pfipadné adukty, jako napiiklad [M+Na]", kdyz se sodikové ionty navazi

na analyzovanou molekulu.
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Tyto ionty maji sudy pocet elektronti, coz pfispiva k jejich stabilit¢ a minimalizuje
fragmentaci. Nabité Castice jsou poté smerovany pomoci iontové optiky do hmotnostniho
analyzatoru, kde jsou separovany podle m/z. Diky schopnosti generovat ionty jak pfi snimani
kladnych, tak pfi sniméni zdpornych iontd, je ESI univerzalni ioniza¢ni technikou a umoziuje
analyzu Sirokého spektra latek [60, 64-67].

ESI-MS mitize poskytnout podrobné informace o molekuldrnim sloZeni a interakcich
fenolickych latek, zejména ve spojeni s chromatografickymi technikami, jako je HPLC.
Schopnost ESI pracovat za mirnych podminek zachovava strukturdlni integritu fenolickych

latek, takze je velmi vhodna pro takové analyzy [68, 69].

Molekula analytu Malé nabité kapky
Taylortiv kuzel X /
ayloruv ‘i Odpatovani Coulombick4
+
rozpoustédla exploze A
+ ot +++ A ++
+
Kapiléra L 5 e 5 K " >
+
+ ¥ "'
+
LS.

X Ionty an alytu

Nabita kapka blizici se
k Reyleighové limitu

Obrazek 15: Ionizace elektrosprejem, prevzato [67] a upraveno.

1.8.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je klicovou soucéasti hmotnostniho spektrometru, jehoz ukolem
je separovat vzniklé ionty na zaklad¢ jejich poméru m/z. Jeho princip spoc¢iva v fizeni trajektorie
iontl pomoci elektrického nebo magnetického pole. Pro spravnou funkci pracuje za vysokého
vakua, jehoz hodnota se lisi podle typu analyzatoru (1073-10""" Pa). Kvalita analyzatoru
se hodnoti podle nékolika parametr, mezi které patii rozliSeni, pfesnost urceni hmoty,
hmotnostni a dynamicky rozsah a rychlost zaznamu spekter [60, 62, 70, 71].

Nejjednodussim typem hmotnostniho analyzatoru je kvadrupdlovy analyzator,
ktery vyuziva oscilujici elektrické pole k selekci iontl s ur¢itou hodnotou m/z. Sklada se ze Ctyt
paralelné uspofadanych ty¢i, mezi nimiz se aplikuje kombinace stejnosmérného a stfidavého
nap¢ti. Pouze ionty s konkrétnim pomérem m/z maji stabilni trajektorii a prochazeji
analyzatorem, zatimco ostatni jsou odklonény a eliminovany. Diky své kompaktnosti, cenové

dostupnosti a rychlosti je Siroce vyuzivan, zejména pro rutinni kvantitativni 1 kvalitativni
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analyzy s niz§im rozliSenim. V tandemové hmotnostni spektrometrii se pak vyuziva trojity
kvadrupdl, coz je hybridni analyzator slozeny ze tii kvadrupdli usporadanych za sebou,
pticemz prostiedni kvadrupo6l slouZzi jako kolizni cela pro fragmentaci ionti [60, 62, 63, 71].

DalSim typem hmotnostniho analyzétoru je analyzator doby letu (TOF), ktery mé&ii Cas,
za ktery ionty po ziskani energie doputuji k detektoru. Tento typ analyzatoru vynikéd vysokym
rozliSenim a schopnosti analyzovat Siroky rozsah m/z [60, 70, 71].

Iontova past predstavuje dalSi typ analyzatoru, ktery se hojné vyuzivad zejména
pfi zkoumani struktury analyzovanych latek, protoZze umoziiuje méfit tandemova hmotnostni
spektra az do n-té¢ho stupné (MS"). Kromé tradi¢ni 3D iontové pasti existuje i linearni iontova
past, jez diky vétSimu objemu pojme vice iontli, coz zlepsuje jeji citlivost a schopnost detekce.
Tento analyzator Ize pouzivat samostatné, ale také ho lze integrovat do hybridnich systémti,
kde funguje spole¢né s dalSimi typy analyzatort [60, 70, 71].

Mezi specialni hmotnostni analyzatory vyuzivajici Fourierovu transformaci patii
iontova cyklotronova rezonance (FT-ICR) a orbitrap. FT-ICR poskytuje mimotadné vysoké
rozliSeni a piesnost pii urCovani molekulovych hmotnosti, coz jej ¢ini jednim
z nejpokrocilejSich ndstrojii hmotnostni spektrometrie. Pracuje na principu pohybu iontd
v magnetickém poli, kde jejich frekvence cyklotronového pohybu odpovida poméru m/z. Pohyb
iontll je zaznamenavan jako elektricky signal a nasledné analyzovan Fourierovou transformaci.
Nevyhodou FT-ICR jsou vysoké pofizovaci a provozni ndklady a del$i doba analyzy oproti
TOF analyzatoriim. Orbitrap oproti FT-ICR nevyuZivd magnetické pole, ale elektrostatické
zachyceni iontll mezi zakiivenymi elektrodami. Ionty osciluji kolem centralni elektrody a jejich
uhlova frekvence je timérnd odmocniné z jejich m/z. Tento pohyb je sniman a pomoci
Fourierovy transformace pfeveden na hmotnostni spektrum. Orbitrap nabizi vysoké rozliSeni
a pfesnost pii nizSich potizovacich ndkladech nez FT-ICR, pfi¢emz jeho analyza je pomalejsi

nez u TOF, ale rychlejsi nez u FT-ICR. [60, 70, 71].
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1.8.2.1 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie je technika umoznujici detailn€jsi analyzu iont
diky dvéma (nebo vice) po sob¢ jdoucim analyzam, které jsou oddéleny krokem fragmentace
iontl (obrazek 16). V bézném skenovacim rezimu prochézeji ionty prvnim a druhym
kvadrupdlem bez selektivni fragmentace a tieti kvadrupdl analyzuje jejich pomér hmotnosti
k naboji (m/z). Oproti tomu v rezimu MS/MS je nejprve selektivné vybrany prekurzorovy iont
nasmérovan do kolizni cely, kde dochazi k jeho fizené fragmentaci na mens$i fragmentacni
ionty. Ty jsou poté analyzovéany ve tretim kvadrupdlu, coZz umozituje detailni charakterizaci
molekularni struktury. Tento pfistup se Siroce vyuziva napiiklad pfi identifikaci slozitych
biomolekul, metaboliti nebo kontaminantii, jelikoZ poskytuje hlubSi informace o sloZeni

a struktufe latek nez bézny skenovaci rezim. [70, 72, 73].

Normalni skenovaci rezim

lontovy zdroj [J Detektor

Pfenos iontl Ptenos iontil Hmotnostni
analyza
MS/MS skenovaci reZim

—_—

Iontovy zdroj n _—

Detektor

Q1 Q2 Q3

Pfenos Kolizni cela Hmotnostni
matefského iontu analyza

Obrazek 16: Princip normalniho a MS/MS skenovaciho rezZimu u trojitého
kvadrupolu, prevzato [73] a upraveno.

1.8.3 Detektory

V hmotnostni spektrometrii byva detektor umistén za vétSinou analyzatord, kde slouzi
k detekci iontd. Vyjimku tvofi FT-ICR a Orbitrap, kde detekce probiha piimo uvnitf
analyzatoru. Mezi nejbéznéjsi detektory patii elektronovy nasobic, fotonasobi¢ a Faradayova
klec. Elektronovy nasobi¢ je jednim z nejcastéji pouzivanych detektorti diky své vysoké
citlivosti a schopnosti detekovat i velmi malé mnozstvi iontd. Funguje tak, Ze ionty
z analyzovaného vzorku dopadaji na jeho povrch, ¢imz uvoliiuji sekundarni elektrony.
Tyto elektrony jsou poté zesilovany v kaskadovém procesu pomoci dynod (elektrod s postupné
rostoucim napétim), coz generuje silny elektricky signal odpovidajici intenzit¢ plivodniho

iontového toku [60, 70].
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1.9 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie,
pfedstavuje Siroce pouzivanou analytickou metodu. Diky kombinaci separacni schopnosti
HPLC, kterd umoziuje efektivni oddéleni jednotlivych slouCenin, a vysoké citlivosti
a selektivity MS je mozné analyzovat slozité smési s vysokou piesnosti. Tato metoda umoziuje
v jediné analyze nejen separovat, ale i identifikovat slozitou smés latek [60, 61].
spektrometrie (GC/MS). HPLC/MS pracuje s kapalnou fazi, coz umoziiuje analyzu neté¢kavych
a polarnich latek, jako jsou peptidy, proteiny, lipidy nebo fenoly. M¢kké ionizaéni techniky,
jako je ESI nebo APCI, minimalizuji fragmentaci, coZ je uzite¢né pii analyze komplexnich
biomolekul. Na rozdil od GC/MS je interpretace spekter u HPLC/MS ¢asto manualni a zavisi
na zkuSenostech analytika, protoze neexistuje univerzalni knihovna spekter pro automatické
porovnani. Zatimco GC/MS je idedlni pro tékavé latky a nabizi standardizované nastroje
pro identifikaci, HPLC/MS vynikd pfi analyze biologickych, farmaceutickych a jinych
komplexnich vzorki [61, 62].

V HPLC/MS se jako mobilni faze bézné pouzivaji smési polarnich rozpoustédel,
které podporuji kompatibilitu s mékkymi ioniza¢nimi technikami. Zakladni sloZkou byva voda,
casto okyselend kyselinou mraven¢i nebo octovou pro zlepSeni ionizace. Mezi nejcastéji
pouzivand organickd rozpoustédla v kapalinové chromatografii patii methanol a acetonitril.
Methanol je polarnéjsi rozpoustédlo nez acetonitril, a proto silnéji solvatuje polarni analyty.
Tim sniZuje jejich interakei s nepolarni stacionarni fazi a vede k jejich rychlejsi eluci. Naopak
acetonitril ma niz§i viskozitu a vyssi eluéni silu, coz zpravidla vede k rychlejsi eluci analytl
a ¢asto i k lepSimu chromatografickému rozliSeni diky ostfej$im pikim. V nékterych ptipadech
se pridavaji t€kavé pufry, napiiklad octan amonny nebo mravencnan amonny,
aby se stabilizovalo pH a zlepSila ionizace, pfi€emZ je nutné volit latky kompatibilni
s ioniza¢nim zdrojem. Hmotnostnim analyzatorem byva nejcastéji trojity kvadrupdl, TOF nebo
Orbitrap. Vybér mobilni faze i analyzatoru zavisi na pozadavcich analyzy [61, 62, 74].

V hmotnostni spektrometrii existuje nckolik rezimi pro sledovani ionti analytd,
ktere se liSi svou selektivitou, citlivosti a aplikaci. Mezi zakladni rezimy patii TIC (Total Ion
Chromatogram), RIC (Reconstructed Ion Chromatogram), SIM (Selected Ion Monitoring)
a SRM (Selected Reaction Monitoring). TIC poskytuje celkovy piehled o vzorku tim,
Ze zaznamenava intenzitu vSech detekovanych iontli v prubéhu casu. Naopak RIC se zamétuje

pouze na vybrané ionty nebo Uzky rozsah hodnot m/z. SIM umoziuje detekci pouze
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specifickych iontl s definovanymi hodnotami m/z, nezabyva se celym rozsahem m/z, ale pouze
zvolenou casti spektra. SRM je technika vyuzivand v tandemové hmotnostni spektrometrii,
ktera sleduje pfechody mezi prekurzorovymi ionty a jejich fragmenty. Tento rezim nabizi
extrémné vysokou selektivitu a je idedlni pro potvrzeni identity latky a kvantifikaci

v komplexnich smésich [60].

1.10 Analyza fenolickych latek obsazenych v quinoe ¢i jinych

pseudoobilovinach

1.10.1 P¥iprava vzorki k analyze

Ptiprava vzorkt je kliCovym krokem pied analyzou sledovanych latek, protoze spravné
zvoleny postup minimalizuje jejich degradaci. Je nezbytné vybrat vhodnou metodu extrakce
arozpousStédlo, které zajisti UCinnou izolaci analyzovanych latek. Semena quinoy
se pred samotnou extrakci rozemelou na jemny prasek, ktery se ndsledné¢ homogenizuje
prosévanim pres sito a skladuje na suchém, tmavém misté pti pokojové teploté [32, 36, 41, 75].
Lipofilni latky lze odstranit napiiklad extrakci hexanem [32, 41, 45, 69, 75], po nizZ nasleduje
suSeni pod dusikem, aby se ptedeslo oxidaci fenolickych sloucenin [32, 41, 45, 75].

Extrakce se obvykle provadi pomoci rozpoustédel, jako jsou methanol, ethanol
nebo jejich vodné roztoky [32, 36, 45, 46, 69, 77], pticemz ptidavek kyseliny zvySuje jeji
ucinnost. Proces extrakce je ¢asto podpofen protfepavanim na rotacni tiepacce, které zajistuje
dikladné promichani fazi a zvySuje ucinnost extrakce. Nasledné muze byt vzorek vystaven
ultrazvuku, jenz déale usnadnuje uvolnovani analyti. Nakonec probiha centrifugace,
ktera umoznuje oddé€leni organické faze od zbytku vzorku. Organickd faze se bud’ piimo
analyzuje, nebo se za pouZiti dusiku odpati do sucha a ziskané extrakty se uchovavaji v chladu
az do dalsi analyzy. K uvolnéni vazanych fenolickych sloucenin z glykosidickych a esterovych
vazeb se vyuzivaji metody zalozené na hydrolyze [32, 36, 45, 68, 69, 75].

V ptipadé, Ze jsou analyzovany jak volné, tak vazané fenolické latky obsaZené v quinoe,
je postup analyzy nasledovny. Volné fenolické latky z rozemletych semen quinoy se extrahuji
smési vody a methanolu [32, 36, 69, 76] s piidavkem kyseliny mravenci [32, 69, 45, 46].
Po centrifugaci se ziskany supernatant odebere a filtruje pres PTFE filtr [32, 36, 46, 69].
Pevny zbytek se vysusi v proudu plynného dusiku a nésledné pouzije k extrakci vazanych
fenolickych slou¢enin. K tomu se vyuziva bud alkalickd, nebo kyseld hydrolyza
[32, 36, 45, 46, 47], ptiemz Cast¢ji se uplatiiuje alkalickd varianta s pouzitim NaOH v riznych

koncentracich. Vznikld suspenze se protiepava pii pokojové teploté po dobu nékolika hodin.

37



Po uplynuti reakéni doby se smés okyseli (napi. HCI) na pH 1-2, coz usnadiuje naslednou
extrakei fenolickych latek [32, 36, 69]. Takto uvolnéné fenolické latky se nejCasteji extrahuji
ethylacetatem, diethyletherem nebo jejich kombinaci [32, 36, 46, 47, 69]. Spojené organické
frakce se odpafi do sucha, obvykle pod proudem dusiku, a ziskany odparek se rozpusti
v rozpoustédle kompatibilnim s danym separa¢nim systémem, napt. ve smési methanolu a vody

[32, 47, 69, 77]. Pred analyzou se vzorky filtruji pies PTFE filtry [32, 36, 69, 77].

1.10.2 Stanoveni fenolickych slou¢enin pomoci HPLC/MS metody

Stanoveni fenolickych sloucenin v quinoe a dalSich pseudoobilovinach pomoci
HPLC/MS se casto provadi v systémech s obracenymi fazemi, kde jako stacionarni faze
se nejcastéji pouziva oktadecylsilikagel (C18). S klesajici velikosti zrnéni napIné roste Gi€innost
separace, a tedy i1 rozliSeni jednotlivych analyti a dochdzi k separaci Sirokého spektra
fenolickych sloucenin [32, 36, 38, 46, 47, 68, 69, 75, 77, 78]. Jako mobilni fidze se nejcastéji
pouziva binarni smés rozpoustédel, tvofend vodou s piidavkem kyseliny, naptiklad kyseliny
mravenci [32, 36, 47, 68, 75] nebo octové [37, 69, 77, 78], a organickym rozpoustédlem,
jako je methanol nebo acetonitril [32, 36, 38, 46, 47, 68, 69, 75, 77, 78]. Tato kombinace
poskytuje optimalni podminky pro separaci vétSiny fenolickych latek. Kyselina ptidana
do mobilni faze udrzuje pH v rozmezi 2—4, ¢imz zabranuje ionizaci fenolickych kyselin [51].
Pro separaci se obvykle vyuziva gradientova eluce, kterd zac¢ind vy$Sim podilem vodné faze
a postupn¢ dochazi ke zvySovani podilu organického rozpoustédla, coz umoznuje efektivni
separaci slou€enin s riznou polaritou. Vzhledem ke sloZitosti téchto smési byva gradientovy
profil sestaven z nékolika postupnych krokti s riiznou strmosti gradientu. V nékterych piipadech
se také kombinuje s isokratickou eluci, aby byla dosazena co nejefektivnéj$i separace
jednotlivych slozek [32, 36, 38, 46, 47, 68, 69, 75, 77, 78]. Fenolické latky jsou nejcastéji
monitorovany pii 280 nm a 360 nm [32, 36, 47, 51, 69, 75] a betalainy pii 520 nm a 536 nm
[36, 47].

Detekce se nejCastéji provadi hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem,
ktera zajiStuje vysokou citlivost a umoziiuje presnou identifikaci 1 kvantifikaci fenolickych
slou¢enin [32, 36, 68, 69, 75, 77, 78]. Tato metoda byvd cCasto kombinovéana
se spektrofotometrickou detekei s vyuzitim detektoru s diodovym polem, ktery umoziuje
simultdnni sledovani absorbance pii n¢kolika vinovych délkach [32, 36, 47, 51, 68, 69].
Z hmotnostnich analyzétora se nejcastéji vyuziva trojity kvadrupol [32, 36, 75], ktery je vysoce
citlivy a selektivni, coz ho ¢ini vhodnym jak pro kvantitativni analyzu, tak pro cilenou

identifikaci slouc¢enin.
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Dals$im bézné vyuzivanym analyzatorem je TOF, ktery poskytuje vysokou ptesnost ureni m/z
v Sirokém dynamickém rozsahu a umoziuje méteni izotopového zastoupeni pro stanoveni
elementarniho slozeni [69, 75, 77].

Analyzy se provad¢ji pii snimani kladnych i zapornych iontl, pficemz u fenolickych
latek je vyssi citlivost pii snimani zapornych iontt [32, 36, 68, 69, 75].

Jednotlivé fenolické latky v rostlinnych extraktech se identifikuji porovnanim
retencnich Casti, UV-VIS spekter nebo hmotnostnich profila s referencnimi standardy. Pokud
nejsou komerén€ dostupné standardy k dispozici, lze identifikaci provést analyzou jejich
charakteristickych fragmentacnich vzorcii a srovnanim s databidzemi spekter ¢i literarnimi
zdroji k potvrzeni struktury analyzovanych latek [32, 36, 47, 69, 75, 77, 78].

Quinoa obsahuje siroké spektrum fenolickych sloucenin, které se vyskytuji jak ve volné,
tak vazané (konjugované) formé¢ [32, 36, 47, 69, 75, 78]. Mezi tyto latky patii fenolické
kyseliny, jako je kyselina vanilova, ferulova, p-hydroxybenzoova (p-HBA) a p-kumarova,
véetn€ jejich derivata [32, 35, 36, 47, 69, 75]. Kromé fenolickych kyselin jsou v quinoe
pritomny také flavonoidy, zejména kvercetin a kaempferol, spolu s jejich glykosidovymi
derivaty [35, 36, 47, 69, 75]. V semenech quinoy byla identifikovdna pfitomnost rutinu
[77, 78], coz je pravé glykosid kvercetinu. Dalsi vyznamnou skupinou fenolickych sloucenin
v quinoe tvoii proanthokyanidiny [32, 35, 75, 77, 78] (kondenzované taniny), které se skladaji
z flavan- 3- olovych podjednotek, naptiklad katechinu a epikatechinu. Tyto latky, spole¢né
s jejich glykosidovymi derivaty, pfispivaji k antioxidacni aktivité quinoy a jsou zvlasté hojné
zastoupeny v Cervenych a ¢ernych semenech [32, 36, 47, 75, 77, 78]. Dtlezitym zjisténim této
analyzy je také pfitomnost betakyaninii, konkrétné betaninu a isobetaninu, které byly nalezeny
vyhradné v Cervené a Cerné quinoe [13, 14, 35, 36, 47, 75]. Pritomnost téchto pigmenta
potvrzuje, ze quinoa neobsahuje antokyany, které jsou typické pro jind rostlinnd barviva.
K ovéfeni identity betakyaninli byl pouzit extrakt z ¢ervené fepy [36]. Pti kyselé hydrolyze
quinoy dochdzi k degradaci sacharidi, coz vede ke vzniku sloucenin,
jako jsou 5- hydroxymethylfurfural (HMF), furfural a 5-methoxymethylfurfural (MMF).
Tyto produkty mohou slouzit jako indikatory rozkladu cukrii a zarovenn mohou ovlivnit
biologickou aktivitu extraktu. Z tohoto divodu je vhodné pted kyselou hydrolyzou odstranit
volné cukry, naptiklad extrakci na pevné fazi (SPE), aby nedochézelo k jejich degradaci béhem

analyzy [36, 47].
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1.10.3 Stanoveni antioxidacni kapacity a celkového mnoZzstvi fenolickych latek

Antioxida¢ni u€inek quinoy je pfedevsim vysledkem piitomnosti nékolika biologicky
aktivnich latek, mezi néz patii fenolické kyseliny, flavonoidy, saponiny, vitaminy a betalainy.
Tyto slouceniny spolecné prispivaji k jeji vysoké antioxidacni kapacité [28-31].

Antioxida¢ni kapacita extraktl z quinoy se bé&zn¢ hodnoti pomoci metod DPPH
[41, 47], ABTS [41], FRAP [73, 47] nebo ORAC [47]. Fenolické latky se v potravinach
vyskytuji bud’ ve volné (extrahovatelné) formé, nebo vazané na bunécné struktury, odkud
se uvolnuji naptiklad az béhem traviciho procesu. Pro uvolnéni téchto vazanych forem
se vyuzivaji tfi rizné postupy: kyseld, alkalickd, nebo enzymatickd hydrolyza. Uvolnéné
slouceniny jsou nasledné analyzovany jednou z uvedenych metod [28-31, 35, 736, 41, 73, 47].

Nejvyssi  hodnoty antioxida¢ni kapacity vykazuje zpravidla cernd quinoa,
hodnot. Pfi porovnani jednotlivych hydrolytickych postupti se ukéazalo, ze fenolické latky
uvolnéné enzymatickym zpisobem mély niz§i TEAC ve srovnéni s t€émi, které byly uvolnény
kyselou nebo alkalickou hydrolyzou. Mezi témito dvéma pak mirn€ pfevazovala kysela
hydrolyza, a to ipfesto, Ze vysledné extrakty obsahovaly niz8$i koncentraci celkovych
fenolickych sloucenin. Tento jev Ize pravdépodobné vysvétlit pritomnosti slouc¢enin typu HMF
a jejich derivatl, které se tvori béhem kyselé hydrolyzy a piispivaji k celkové antioxidacni
kapacité [47].

Dale byla v semenech quinoy, zejména u ¢ervenych a Cernych odriid, detekovana
pritomnost betalaini — dusikatych pigmentl s vyraznou antioxidacni kapacitou. Tyto latky,
piestoze nespadaji mezi fenolické latky, mohou vyznamné ptispét k celkovému antioxidacnimu
profilu extraktt [35, 736].

Vysledky dale ukézaly, ze tmavsi odridy quinoy obsahuji vys$i mnozstvi fenolickych
sloucenin a vykazuji zaroven vétsi antioxidacni kapacitu. Z toho vyplyva, Ze barva semen muze
slouzit jako uziteCny indikator obsahu bioaktivnich latek i celkové schopnosti zhaset volné
radikdly. Pfi porovnani s jinymi obilovinami ¢i pseudoobilovinami se ukazalo, Zze quinoa mé
vys§i antioxidacni kapacitu nez pohanka, avSak o néco nizSi nez tvrdd pSenice
[35, 736,41, 42,43, 73, 47].

Tato zjisténi zdlraznuji vyznam jak voln€ pfitomnych, tak i1 vazanych forem
zasadni vyznam zejména v oblasti tlustého stieva, kde dochazi k jejich postupnému uvoliiovani

vlivem stfevni mikroflory [35, 736, 41, 42, 43, 73, 47].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

Pro separaci fenolickych latek byl vyuzit kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity
II (Agilent Technologies, USA) spojeny s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500
(ABSCIEX, USA). Pro separaci analyzovanych latek byly testovany tii druhy

chromatografickych kolon:

e Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 2,6 um, Phenomenex, USA),
e Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 2,7 um, Supelco, USA),
e Kinetex C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 2,6 um, Phenomenex, USA).

Stanoveni antioxidacni kapacity a celkového obsahu fenolickych sloucenin
bylo realizovano pomoci UV/VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko).
Pro méfteni byla pouzita kyveta S/G10 s optickou délkou 10 mm (Fisher Scientific, Némecko).
Pro ptipravu extraktli vzorki a standardi byly pouzity:

e Analytické vahy Sartorius (Némecko)

e Laboratorni vahy KERN 440-35A (KERN&SOHN, Némecko)
o Kulovy mlynek MM 400 (Retsch, Némecko)

e Michacka REAX 2 (Heildolph, Némecko)

e Ultrazvukova vana K-12LE (Kraintek, Slovensko)

o Centrifuga Sorvall ST Plus Series (ThermoFisher Scientific, USA)
e Dusikova atmosféra

e pH-metr Methrom 827 (Svycarsko)

e Automatické pipety (Biohit, Finsko)

e HandyStep (Brand, Némecko)

e membranové filtry 0,45 pm hydrofilni PTFE (Chromservis, CR)
e membranové filtry 0,22 ym PTFE (Labicom, CR)

e injekeni stiikacky 1 ml, 5 ml (Braun, Némecko)

e vialky

e bézné odmeérné a laboratorni sklo
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2.2 Pouzité chemikalie
e Acetonitril LC-MS ¢istoty (Sigma Aldrich, USA)
e Acetonitril ¢istoty pro gradientovou eluci (Honeywell, Némecko)
e Methanol Cistoty pro gradientovou eluci (Honeywell, Némecko)
e n-Hexan 95% (Lab-Scan, Polsko)
e Deionizovana voda ¢isténa pomoci Mili-Q (Merck Milipore, Némecko)
e Kyselina mravenéi 98% (Penta, CR) a &istoty pro HPLC/MS (Tokyo Chemical Industry
Co., LTD.)
e Hydroxid sodny (Penta, CR)
e Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Lach-Ner, CR)
e Dicthylether p.a. (Penta, CR)
e Ethylacetat p.a. (Lach-Ner, CR)
e ABTS diamonna stl (Sigma Aldrich, USA)
e Peroxodisiran draselny (Penta, CR)
e 2M Folin-Ciocalteteauvo Cinidlo (Sigma Aldrich, USA)
e Uhligitan sodny (Chemapol, CR)
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2.3 Standardy

Pro identifikaci fenolickych sloucenin pfitomnych ve vzorcich quinoovych zrn

byly vyuzity referen¢ni standardy uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4: Referencni standardy fenolickych kyselin a flavonoidii (Sigma Aldrich, USA).

Molarni
Znaceni | Referencni standardy Sumarni vzorec hmotnost [M-HJ
[g/mol]
1 O C7H603 138,12 137,12
kyselina
2 Vanilin CsHsOs 152,15 151,15
3 3,4-dihydroxybenzoova A 154,12 153,12
kyselina
4 p-kumarova kyselina C9oHsO3 164,05 163,05
5 Vanilova kyselina CsHsO4 168,14 167,14
6 Kavova kyselina CyHs04 180,16 179,16
7 Ferulova kyselina C10H1004 194,18 193,18
8 Syringové kyselina CoH100s 198,18 197,18
9 Sinapova kyselina Ci11H1205 224,22 223,22
10 Keampferol Ci15H100s¢ 286,23 285,23
11 (-)-Epikatechin Ci5sH1406 290,27 289,27
12 Kvercetin Ci15H1007 302,24 301,24
13 Orientin C21H20011 448,38 447,38
14 Isoquercitrin C21H20020 464,38 463,38
15 Rutin C27H30016 610,52 609,52
16 Isorahmnetin 3-rutinosid C2sH32016 624,54 623,54
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2.4 Vzorky

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo analyzovano celkem Sest vzorkl
quinoovych zrn rizné barvy (V1 — V6), které¢ byly zakoupeny v mistni maloobchodni siti
(tabulka 5, obrazek 17). VSechny vzorky byly uchovavany na suchém a tmavém misté a pred
analyzou byly vZdy Cerstvé namlety. Vzorky V1, V2 a V3 byly pfiblizné rok oteviené, a liSily
se tedy délkou skladovéni. Vzorky V4, V5 a V6 byly zakoupeny v letoSnim roce.

- YcountryLife ®
LERVeNA
Promyite i a tvafta tak ordt pa skus.

Bard ol i obovi iAoy
S e, oy 2 ovoem e ndvpko!

Obrazek 17: Vzorky quinoovych zrn.

Tabulka 5:Prehled vzorkii quinoy.

Oznaceni vzorku Nazev Vyrobce Pivod Rok
nakupu
Vi Quinoa bila Menu gold Peru 2024
V2 Quinoa Cervena Countrylife Bolivie 2024
V3 Quinoa ¢erna | Zdravi z ptirody | Bolivie 2024
V4 Quinoa bila Grizly Indie 2025
\ Quinoa cervena Grizly Indie 2025
Vo6 Quinoa ¢erna Grizly Peru 2025
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2.5 Pracovni postupy

2.5.1 Priprava vzorku
Zrna quinoy byla nejprve rozemleta a ndsledné homogenizovana prosetim pies sito
s pory o velikosti 0,5 mm. Na analytickych vahach bylo odvazeno 2 g mletého vzorku,
ktery byl néasledné umistén do plastové centrifugacni zkumavky. K tomuto mnozstvi bylo
pfidano 15 ml hexanu a smés byla po dobu 15 minut tfepana na laboratorni tfepacce. Nasledné
byla odstranéna kapalnd faze obsahujici extrahované lipofilni latky a extrakéni proces
byl zopakovan. Nakonec byly odtuénéné vzorky vysuSeny pod proudem dusiku.
Takto pfipravené vzorky byly podrobeny riznym metoddm extrakce.
2.5.1.1 Extrakce volnych fenolickych latek
Pii jednoduché extrakci byly fenolické latky izolovany pomoci 30 ml 70% methanolu
okyseleného kyselinou mravenci (1 %, v/v). Po 15 minutach nasledovalo odstiedéni (8000 rpm,
5 minut) a nasledné byla horni organicka vrstva odebrana a ptefiltrovana. Zbyla pevna faze
byla vysuSena pod proudem dusiku a podrobena alkalické a kyselé hydrolyze za ucelem
extrakce vazanych fenolickych latek.
2.5.1.2 Alkalicka hydrolyza a extrakce vazanych fenolickych latek
K vysuSenému pevnému zbytku po extrakci volnych fenolickych latek bylo ptidano
20 ml 4M NaOH. Po 4 hodinach michani na laboratorni ttepacce byl roztok okyselen HCl na pH
2 a uvolnéné fenolické latky byly extrahovany 20 ml extrakéni smési diethylether-ethylacetat
v poméru 1:1 (v/v) po dobu 15 minut. Tento extrakéni proces byl zopakovan. Pro oddéleni
organické faze byl vzorek odstfedén a nasledné odpaten. Ziskany odparek byl uchovavan
v lednici az do samotné analyzy.
2.5.1.3 Kysela hydrolyza a extrakce vazanych fenolickych latek
K vysuSenému pevnému zbytku po extrakci volnych fenolickych latek bylo pfidano 20 ml
IM HCI a roztok byl zahtivan ve vodni lazni pii teploté¢ 90 °C po dobu 45 minut, ¢imz byla
provedena kyseld hydrolyza. Poté byl vzorek ochlazen na laboratorni teplotu a extrahovan
20 ml smési diethylether-ethylacetat v poméru 1:1 (v/v) po dobu 15 minut. Tento extrakcni
proces byl zopakovan. Horni organickd faze byla opét odpatfena a ziskany odparek

byl uchovéavan v lednici az do samotné analyzy.
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2.5.2 Spektrofotometrické metody

2.5.2.1 Metoda ABTS

V 10 ml odmérné barice bylo rozpusténo 20 mg ABTS a poté bylo do roztoku pridano
200 pl K2S20s. Smés byla uchovavana v lednici piiblizn€ 16 hodin, chranéna pted svétlem.
Tmave zelené zbarveni smési indikovalo vznik ABTS radikalu. Vznikla smés byla vhodné
nafedéna, aby absorbance roztoku méla hodnotu v rozmezi 0,8-0,9. Poté byly pipetovany 3 ml
tohoto roztoku, ke kterym bylo ptfidano 50 pl testovaného vzorku a smés byla dikladné
promichana. Po 60 minutach byl zméfen ubytek absorbance [81] pii vinové délce 734 nm.
Pro kazdou sérii méfeni byl paralelné proveden i kontrolni (slepy) pokus, kde byl vzorek
nahrazen samotnym extrakénim ¢inidlem. Vyslednd antioxidacni kapacita extraktu
byla vyjadiena jako procentudlni inhibice roztoku (rovnice 1). Pomoci kalibra¢ni kiivky [81]
byla nasledné tato hodnota pfevedena na mnozstvi standardu Trolox a pfepoctena na 1 gram

analyzovaného vzorku.
inhibice (%) = % 100 (1)
2.5.2.3 Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych litek

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin byl pracovni roztok ptipraven
zfedénim 2M Folin-Ciocalteuova ¢inidla destilovanou vodou v poméru 1:20. Do 2 ml takto
ptipraveného cinidla bylo pfidano 50 pl analyzovaného vzorku [81]. Smés byla promichana
a po uplynuti 5 minut byl pfidan 1 ml 7,5% roztoku Na>COs3. Po dalSich 30 minutach inkubace
byla u vSech vzorkli zméiena absorbance pii vinové délce 750 nm. Paraleln¢ byl proveden také
slepy pokus, ve kterém byl misto extraktu pouzit samotny extrak¢ni roztok. Nartist absorbance
byl pomoci kalibraéni kiivky piepocitan na mnozstvi kyseliny galové jako standardu [81].
Vysledny obsah fenolickych latek byl vyjadien jako mnozstvi kyseliny gallové v 1 gramu

vzorku.
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2.5.3 HPLC/MS/MS analyza

2.5.3.1 Priprava vzorkii
Predem ptipravené odparky vzorkid po alkalické a kyselé hydrolyze byly rozpustény
v 10 ml 50% acetonitrilu s pfidavkem kyseliny mraven¢i za pouziti ultrazvukové lazné,
aby byla zajiSténa uplnd homogenizace extraktu a rozpoustédla. Acetonitrilovy extrakt
byl nédsledné¢ odstfedén a kapalna faze zfiltrovana pomoci stiikackovych PTFE filtrt s velikosti
pora 0,45 nebo 0,22 um. Na zavér byl extrakt nafedén tak, aby koncentrace analyt spadala
do rozsahu kalibra¢ni kiivky. Vzorky obsahujici pouze volné fenolické latky byly po filtraci
rovné€z nafedény do rozsahu kalibracni kiivky.
2.5.3.2 Priprava standardi
Standardy pro identifikaci byly pfipraveny rozpusténim piesné navazenych referencnich
latek v methanolu na koncentraci 1 g/l. Z téchto roztokti byl nasledné ptipraven smésny zasobni
roztok o koncentraci 10 mg/l, z n¢hoz byla pfipravena kalibracni fada v rozmezi koncentraci
0,01-1,8 mg/l. Déle byly ptipraveny roztoky pro ovéfeni navratnosti metody o koncentracich
0,03; 0,5 a 1,5 mg/l. Kalibra¢ni roztoky byly doplnény 50% acetonitrilem s pfidavkem kyseliny
mravenci.
2.5.3.3 Priprava mobilni faze
Pro vodnou mobilni fazi (MF-A) byl pouzit 0,1% roztok kyseliny mravenci, pfipraveny
rozpusténim 98% kyseliny mraven¢i v deionizované¢ vodé. Jako organickd mobilni faze
(MF-B) byl pouzit 100% acetonitril vhodny pro HPLC/MS analyzu. Mobilni faze protékala
systémem rychlosti 0,4 ml/min pfi teploté kolony 30 °C. Objem néstfiku vzorku ¢inil 2 pl.
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2.5.3.4 Optimalizované podminky analyzy
Pro separaci byla zvolena kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, velikost Castic
2,6 um) z divodu jeji nejvyssi ucinnosti pii separaci analyzovanych latek. Vybér byl zalozen
na jeji vhodné selektivité, u€innéjSim rozliSeni analyti a lepsi reprodukovatelnosti vysledka
ve srovnani s jinymi dostupnymi kolonami. Dal§im faktorem byla kompatibilita s pouzitou
mobilni fazi, coz vedlo k vyssi presnosti a citlivosti analyzy. Pro zajisténi lepsi separace
a kratSich retenc¢nich Casti byla vyuzita gradientova eluce, ktera umoznila efektivnéjsi rozd€leni

sloZzek vzorku a zlepsila detekovatelnost analytl. Pouzity gradient je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6: Optimalizovany gradient.

Cas [min] MF-B [%]
0 10
0,1 22
5 24
7 50
8 100
10 10

K identifikaci byl vyuzit hmotnostni spektrometr Q-TRAP, ktery pracoval v rezimu
detekce zapornych iontl. Jako iontovy zdroj byl pouzit elektrosprej a jako analyzator trojity
kvadrupdl (QqQ). Pro kvantifikaci jednotlivych fenolickych sloucenin v pfipravenych
extraktech byly optimalizovany specifické parametry potfebné pro analyzu v rezimu MRM
(multiple reaction monitoring). Optimalizace MRM ptechodli pro latky, u nichz
byly k dispozici referen¢ni standardy, byla provedena pomoci pifimé infuze do hmotnostniho
spektrometru. U latek, pro néz komeréné dostupné standardy nebyly k dispozici, byly jednotlivé
parametry optimalizovany postupné pomoci HPLC/MS/MS analyzy. Mezi optimalizované
parametry MRM prechodt patii deklasteracni potencial (DP), kolizni energie (CE) a vystupni
potencial kolizni cely (CXP).

48



Hmotnostni spektrometr pfi ptimé infuzi pracoval za nasledujicich podminek:
pratok: 5-10 ul/min; ESI-; ,,curtain gas*: 10 psi; kolizni plyn: medium; napéti na kapilate
iontového zdroje: - 4 500 V; teplota zmlzujiciho plynu: 0 °C; tlak zmlzujiciho plynu: 20 psi;
tlak suSiciho plynu: 0 psi; vstupni potencial: - 10 V; deklasteracni potencial byl v rozmezi
-20 V az -200 V v zavislosti na sloucening.

Me¢teni HPLC/MS probihalo za nasledujicich podminek:
prutok 0,4 ml/min, ESI-; ,curtain gas*: 20 psi, ,,jon source; kolizni plyn: medium; napéti
na kapilafe iontového zdroje: - 4 000 V; teplota zmlzujiciho plynu: 500 °C; tlak zmlzujiciho
plynu: 50 psi; tlak suSiciho plynu: 50 psi; vstupni potencial: - 10 V. Pfi téchto podminkach byly
optimalizovany  parametry MRM  ptechodli, jejichz hodnoty jsou uvedeny

v tabulce 7 ve vysledkové a diskusni ¢asti. Jako suSici a zmlZujici plyn byl pouzit dusik.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Optimalizace HPLC/MS

Optimalizace separacnich podminek byla provedena na extraktu z ervenych zrn
quinoy, protoze dle literatury i naSich uvodnich experimentl tato odrida obsahuje nejvétsi
mnozstvi fenolickych latek. Pro tento ucel byly testovany tfi razné chromatografické kolony.
Nejprve byly vyzkouseny klasické oktadecylsilikagelové stacionarni faze — Kinetex CI18
a Ascentis Express C18. Nasledné¢ byla testovdna kolona Kinetex Polar C18 s polarné
modifikovanym povrchem, kterd je vhodna pro separaci polarnéjsich sloucenin.

Kolony Kinetex C18 a Ascentis Express C18, naplnéné klasickou nepolarni stacionarni
fazi, poskytovaly dostateCnou separaci u mén¢ polarnich fenolickych sloucenin. Nicmén¢
u polarn¢jSich analytli, zejména glykosidovanych forem, dochazelo k nedostate¢né retenci
a koeluci. Naproti tomu Kinetex Polar C18, kterd kombinuje nepolarni C18 fetézce s polarnimi
funkénimi skupinami, umoZznila lepSi interakci s polarnimi slouCeninami. Diky tomu
byla dosazena vyrazné lepsi retence a chromatografické rozliSeni napfic¢ celym spektrem
studovanych fenolickych latek.

Kromé vybéru vhodné chromatografické kolony byla optimalizovéana i organicka slozka
mobilni faze. V ramci optimalizacnich experimentii byla testovana vhodnost methanolu
a acetonitrilu jako organickych slozek mobilni faze. Protoze pifi pouziti methanolu
byly pozorovany asymetrické piky (dochézelo ke chvostovani) a rozliSeni jednotlivych
separovanych latek bylo nizké, byl pro separaci vybran acetonitril. Acetonitril jako aprotické
rozpoustédlo, na rozdil od methanolu, neinteraguje se vzorkem prostfednictvim vodikovych
vazeb, coZ vede k lepsi opakovatelnosti a ostfejSim pikiim. Vyhodou acetonitrilu je také jeho
niz8i viskozita, coz snizuje odpor toku mobilni faze, a tim i tlak v systému. Navic vykazuje
témer linearni zavislost viskozity na koncentraci ve vod¢, coz usnadiiuje predikei systémového
tlaku pfi zménach slozeni mobilni faze. Béhem optimalizace zlstaly parametry, jako je pritok
mobilni faze, teplota kolony a objem nastiiku, konstantni.

Po vybéru organického rozpoustédla nasledovala optimalizace gradientového profilu
pro separaci studovanych fenolickych latek. Hlavnim cilem bylo dosdhnout co nejefektivné;jsi
separace co nejvétsiho poctu fenolickych latek v co nejkrat§im case, a to pii zachovani
vysokého  rozliSeni. = Optimalizaci  komplikovalo  velké  zpozdéni  gradientu,
proto byla do gradientu zatazena skokova zména, ktera vedla k rychlejSimu posunu podminek
a umoznila lepsi rozliSeni vSech studovanych fenolickych latek bez nutnosti prodluzovat cas

analyzy. Protoze bylo analyzovano velké mnozstvi flavonoidnich glykosida, které maji velice
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blizkou strukturu, a tedy i reten¢ni chovani, nebylo mozné pfi pouziti standardniho linearniho
gradientu dosahnout minimalné jednotkového rozliSeni a musel byt do programu zafazen
izokraticky krok. Dal§i Gipravou strmosti gradientu byla snaha optimalizovat ptfedevs§im separaci
flavonoidnich glykosidi, které eluuji velmi blizko u sebe. Vysledna chromatografické separace
volnych fenolickych latek obsazenych v extraktu z Cervené quinoy je zobrazena na obrazku 18.
Z obrazku je patrné, ze zvoleny separacni systém umoziiuje u¢inné rozdé€leni jednotlivych
fenolickych latek do 11 minut. Caste¢na koeluce nékterych flavonoidnich glykosidi
nekomplikovala analyzu, protoze tyto latky se liSily fragmenta¢nim chovanim,
a tedy byly rozliSeny hmotnostnim spektrometrem. Optimalizované podminky byly nasledné
vyuzity pro identifikaci slouc¢enin obsazenych v riiznych vzorcich quinoy pomoci tandemové

hmotnostni spektrometrie.
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Obrazek 18:Optimalizovana separace studovanych fenolickych latek.

Kolona Kinetex Polar C18 (150 % 3 mm, 2,6 um), mobilni faze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min—50% ACN, 8 min— 100% ACN, 10 min— 10% ACN, pritok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM.
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3.2 Identifikace fenolickych latek ve vzorcich quinoovych zrn

K identifikaci fenolickych latek v extraktech pfipravenych z quinoy byla vyuzita
kapalinovd chromatografie v systémech s obracenymi fadzemi (RP-HPLC) spojena
s hmotnostnim spektrometrem vybavenym ESI a QqQ. V prvni fazi analyzy byly vzorky
méfeny v rezimu Uplného skenovani, coz umoznilo detekci vSech iontli v daném rozsahu
hmotnosti jak pti sniméani zapornych (ESI"), tak pti snimani kladnych (ESI") iontd. Pro ziskani
detailngjsich informaci o struktuie analyzovanych latek byla nasledné provedena tandemova
hmotnostni spektrometrie. V. MS spektru byly identifikovany signaly odpovidajici
deprotonovanym [M-H]- a protonovanym [M+H]" molekuldam. Z MS/MS spekter
byly vyhodnoceny charakteristické ztraty a fragmenty odpovidajici struktuie jednotlivych
fenolickych latek. Na zdklad¢ téchto neutrdlnich ztrat a fragmentli a rovnéz s ohledem
na poznatky z literatury byly identifikovany fenolické latky obsazené v jednotlivych extraktech
pripravenych ze zrn quinoy. U fenolickych latek, pro které byly k dispozici referen¢ni standardy
(tabulka 4), byla pfitomnost potvrzena také porovnanim reten¢nich ¢asi.

Ve vzorcich byla detekovana vyznamna ptitomnost glykosidovanych forem fenolickych
kyselin a flavonoidi, u nichz nebyly k dispozici odpovidajici standardy, ale v jejichz MS/MS
spektrech byly pozorovany charakteristické neutralni ztraty odpovidajici navadzanym
sacharidovym jednotkdm (obrazek 19). U glukosidl, galaktosidi a dalSich hexosid
byla pozorovana charakteristicka ztrata m/z 162, u pentosidl (ribdza, arabindza, xyloza atd.)
to byla ztrata m/z 132, a u rutinosida ztrata m/z 308. Déle byly pozorovany ztraty odpovidajici
vice sacharidovym jednotkdm a jejich kombinacim. Pro identifikaci byl dillezity i vznikajici
fragmentovy iont, ktery zpravidla odpovidal aglykonu dané fenolické latky.
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Obrazek 19: MS/MS spektrum glykosidu kyseliny ferulové (m/z= 355, ESI).
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3.3 Optimalizace MRM prechodii

Optimalizace MRM ptechodli s vyuZitim hmotnostniho spektrometru Q-TRAP
byla klicova pro dosazeni co nejvyssi citlivosti, selektivity a piesnosti pii kvantifikaci cilovych
slouenin.

Quinoa obsahuje znacné mnozstvi glykosylovanych fenolickych sloucenin,
pro které nejsou bézné dostupné komercéni standardy, proto byla pro tyto latky provedena
individudlni optimalizace jednotlivych parametrt MRM piechodl. Prvnim optimalizovanym
parametrem byl deklasteracni potencial, ktery je klicovy pro efektivni pfenos molekularnich
ionti do hmotnostniho analyzatoru, protoze usnadnuje odstranéni solvata¢nich oball a slab¢
vazanych adukti, které vznikaji béhem ionizace. DP byl testovan v rozsahu od -20 do -200 V.
Na zaklad¢ meéteni byla sestavena zdvislost intenzity signalu na hodnoté DP (obrazek 20).

Pro kazdy analyt byla vybrana hodnota DP, kde byla intenzita signalu maximalni (obrazek 20).
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Obrazek 20:Optimalizace deklasteracniho potencialu pro slouceninu o m/z 755.

Dal$im optimalizovanym parametrem byla kolizni energie, jejiZ nastaveni je zasadni
pro vznik nejintenzivnéjSiho a zaroven stabilniho produktového iontu. CE ovliviluje miru
fragmentace prekurzorového iontu v kolizni cele, kde dochazi ke srazkam s neutralnim plynem
(naptf. dusikem). Spravné zvolena kolizni energie umoznuje ftizeny rozpad molekuly
a generovani charakteristickych fragmentt, které jsou nasledn¢ detekovany jako produktové

ionty v rezimu MRM.
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CE byla testovana v rozsahu —50 az —20 V. Pii kazdé testované hodnoté CE
byla zaznamenana fragmentacni spektra a sledovana intenzita signalu hlavnich produktovych
ionth (obrazek 21). Jak je z jednotlivych spekter patrné, s rostouci hodnotou CE se zvySuje mira
fragmentace a dochéazi ke zmén¢ poméru mezi piivodnim a fragmentovanymi ionty. Optimalni

hodnota CE byla stanovena jako ta, pti niZ byla intenzita cilového produktového iontu nejvyssi.
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Obrazek 21: Optimalizace kolizni energie pro m/z 329 (glykosid kyseliny vanilové).
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Poslednim parametrem, ktery byl optimalizovan, byl vystupni potencidl kolizni cely.
Tento parametr ovliviiuje pienos produktovych ionti z kolizni cely do detekéni cCasti
hmotnostniho spektrometru. Jeho spravné nastaveni je dileZité pro minimalizaci ztrat
fragmentil a dosazeni stabilniho a intenzivniho signalu.

Hodnoty CXP byly testovany v rozsahu —14 az —5 V. Pro jednotlivé analyty

byla na zédklad¢ namétenych dat stanovena optimalni hodnota, pii niz bylo dosazeno maximalni

intenzity (obrazek 22).
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Obrazek 22:Optimalizace CXP pro m/z 595 (derivat kvercetinu).

U latek, pro které byly dostupné standardy, byla optimalizace MRM piechodl
provedena pomoci piimé infuze standardnich roztoki do hmotnostniho spektrometru.
Tento postup umoznil pfesné stanovit optimalni hodnoty vySe zminénych parametri.
Na zékladé ziskanych dat byly vybrdny nejintenzivngj$i a nejstabilnéjs$i ptechody,
které byly nasledné vyuzity pro kvantitativni analyzu. Optimalizované parametry vsech

analyzovanych latek jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7: Optimalizované MRM prechody pro HPLC/MS/MS analyzu fenolickych sloucenin.

“ . Q1 Q3 tr DP | CE | CXP
Znacen Latka [m/z] | [m/z] | [min] | [V] | [V] | [V]
1 glykosid k. kavové 341 179 | 1,47 | -90 | -18 -7
2 glykosid k. 4-methoxybenzoové 283 151 1,80 | -90 | -24 | -12
3 glykosid k. vanilové 329 167 | 2,88 | -90 @ -20 | -11
4 k. 3,4- dihydroxybenzoova 153 109 | 3,66 | -70 | -20 -7
5 derivat kvercetinu 771 301 | 441 | -140 | -54 -9
6 glykosid k. ferulové 355 193 | 450 | -70 | -44 -5
7 glykosid k. p-kumarové 325 119 | 455 | -70 | -18 | -11
8 glykosid k. ferulové 355 193 | 480 | -70 | -18 | -11
9 k. p-hydroxybenzoova 137 93 488 | -50 | -20 -3
10 prokyanidin 577 289 | 493 | -90 | -28 -9
11 glykosid rutinu 771 609 | 5,04 | -140 -48 -8
12 epikatechin 289 245 | 5,15 | -105 | -20 -7
13 k. vanilova 167 152 | 521 | -65 | -20 -5
14 k. kavova 179 135 | 5,25 | -70 | -20 -7
15 k. syringové 197 123 | 5,36 | -70 | -30 -7
16 kvercetin-3-O-rutinosid-rhamnosid 755 300 | 5,37 | -160 | -52 | -12
17 orientin 447 357 | 5,52 | -135 | -30 -9
18 kvercetin-3-O-rutinosid-pentosid 741 300 | 5,59 | -140 | -54 | -11
19 derivat kaempferolu 739 | 284 | 5,73 | -150 | -52 -8
20 glykosid kvercetinu 623 301 | 5,76 | -130 | -38 -9
21 1sorhamnetin-rutinosid-rhamnosid 769 314 | 5,79 | -160 | -54 -8
22 rutin 609 300 | 5,89 | -100 | -28 | -10
23 glykosid kvercetinu 463 301 | 5,99 | -140 | -46 -9
24 glykosid kvercetinu 609 301 | 6,03 | -120 | -38 -5
25 kvercetin-O-pentosid-hexosid 595 300 | 6,06 | -130 @ -46 | -11
26 vanilin 151 92 6,25 | -60 | -28 -7
27 prokyanidin 577 289 | 6,34 | 90 | -28 -9
28 diosmetin-7-O-rutinosid 607 285 | 6,37 | 90 | -36 | -11
29 k. p-kumarova 163 119 | 6,49 | -70 | -20 -5
30 glykosid isorhamnetinu 623 314 | 6,52 | -80 | -30 -9
31 derivat kvercetinu 477 301 6,65 | -140 | -36 -5
32 isoquercitrin 463 300 | 6,68 | -140 | -48 -8
33 derivat kvercetinu 579 300 | 6,71 | -120 | -30 -9
34 derivat kaempferolu 593 285 | 6,80 | -130 | -48 | -10
35 k. ferulova 193 134 | 698 | 45 | -22 | -11
36 k. sinapova 223 164 | 6,98 | -80 | -20 -5
37 isorhamnetin-3-O-rutinosid 623 315 | 7,33 | -175 | 42 | -11
38 glykosid kvercetinu 463 301 | 9,05 | -100 | -28 | -10
39 kaempferol-3,7-dirhamnosid 577 284 | 9,30 | -90 | -42 -6
40 kvercetin 301 151 | 10,13 | -110 | -28 -5
41 kaempferol 285 | 184,5 | 10,35 | -125 | -38 -7
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3.4 Porovnani fenolickych latek v jednotlivych extraktech

Pro stanoveni profilu fenolickych latek byly ze semen tfi odrid quinoy — bilé, cervené
a ¢erné — pripraveny extrakty volnych slouc¢enin pomoci 70% methanolu s ptidavkem kyseliny
mravenci. Déle byly u vSech vzorkli provedeny hydrolyzy, jak alkalicka, tak kysela s cilem
uvolnit fenolické latky vazané esterovymi a glykosidickymi vazbami. U kazdého typu extrakce
a kazdé odridy byla pfipravena dvé nezavisla opakovani, pficemz kazdy extrakt byl dvakrat
analyzovan optimalizovanou metodou HPLC/MS/MS v rezimu MRM. Tento pfistup umoznil
citlivou a selektivni detekci Sirokého spektra cilenych sloucenin a zaroven poskytl kvalitativni
piehled o rozdilech mezi jednotlivymi vzorky a extrak¢nimi pfistupy, pfedevsim z hlediska
jejich relativni intenzity.

Nejbohatsi profil volnych fenolickych latek byl pozorovan v extraktu pfipraveného
z Cervené quinoy (obrazek 23). Jednotlivé piky jsou v obrazku ocislovany dle tabulky
detekovanych latek (tabulka 7). Tento vzorek byl zvolen pro ilustraci vzhledem k nejvyssi
rozmanitosti a intenzit€¢ detekovanych sloucenin. Pro srovnani jsou separace volnych
fenolickych latek v bilé a ¢erné odride uvedeny v ptiloze 1 — 2.

Jak je z uvedenych separaci patrné, u extraktu z ¢ervené quinoy bylo pozorovano Siroké
zastoupeni identifikovanych fenolickych kyselin i flavonoidnich derivata, z nichz mnohé z nich
vykazovaly vysokou intenzitu signalu. U extrakti z ¢erné quinoy bylo rovnéZz pozorovano
pestré zastoupeni studovanych latek, avSak nekteré slouc¢eniny byly pfitomny ve znatelné nizsi
mife. Naproti tomu extrakt pfipraveny z bilé quinoy obsahoval vyrazné¢ méné fenolickych latek,
protoze fada znich byla pfitomna v koncentracich pod limitem kvantifikace ¢i nebyla
detekovéna viibec (ptiloha 1).

Naprti¢ vSemi vzorky byly nejcastéji detekovany glykosidované derivaty fenolickych
kyselin. Velmi vyrazny pik byl zaznamenan pro glykosid kyseliny 4-methoxybenzoové (€. 2),
ktery se objevil ve vSech odridach, s nejvyssi intenzitou v ¢ervené quinoe. K dal§im hojné
zastoupenym patii glykosid kyseliny kavové (€. 1) a glykosid kyseliny vanilové (€. 3).
Vyznamnou intenzitu v ¢ervené quinoe vykazovala také kyselina 3,4-dihydroxybenzoova
(DHB, ¢. 4), ktera vsak v ¢erné odrudé byla detekovéna jen slabé a v bilé prakticky chybéla.
Glykosidy kyseliny ferulové (€. 6 a €. 8) byly relativné dobte detekovatelné ve vSech barevnych
odridach quinoy. Jednd se o dva rtizné izomery nebo rizné konjugaty. Fenolické kyseliny
byly detekovany také v neesterifikované formé¢, napiiklad kyselina vanilovd (€. 13),
p-kumarova (¢. 29) nebo ferulova (€. 35). Jejich vyskyt byl zpravidla méné vyrazny, nékteré

byly ptfitomny jen v jedné z odrud.
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Nejvétsi zastoupeni identifikovanych latek bylo pozorovano mezi 5. a 7. minutou,
kde eluovaly ptredevsim glykosilované flavonoidy, které maji velmi podobnou strukturu, a tedy
i blizké reten¢ni ¢asy. Casto se lisi pouze typem cukerné jednotky nebo se jedna o izomerni
slouceniny. Jejich fragmentacni chovani je vSak rozdilné, a proto mohly byt rozliSeny
na zaklad¢ rozdilnych MRM piechodl. Mezi nejcastéji detekovanymi slouceninami této
skupiny byly derivaty kvercetinu (napt. ¢. 16, 18, 20, 24, 25) a derivaty kaempferolu
(napt. €. 19 a 34). Jejich vyskyt byl opét nejintenzivnéjsi v Cervené quinoe, zatimco u bilé
odridy byly tyto flavonoidy pfitomné ve vyrazn€ niz8i koncentraci. Dale byly také
identifikovany glykosidy isorhamnetinu (¢. 21 a 37). Krom¢ vyse uvedenych flavonola
byly ve vzorcich rovnéz detekovany prokyanidiny (¢. 10 a 27), které patii mezi oligomery
flavan-3-olii, jako je katechin a epikatechin. Tyto latky se vyskytuji ve vice formach
a strukturnich variantach, jejichz ptesnd identifikace vSak nebyla na zéklad¢ dostupnych dat
mozna.
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Obrazek 23: Separace volnych fenolickych latek ve vzorku cervené quinoy.

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fAze ACN/voda + HCOOH (0,1
%), gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min—22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min —24% ACN,
7 min — 50% ACN, 8 min — 100% ACN, 10 min — 10% ACN, prttok: 0,4 ml/min, teplota
kolony 30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM.
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Fenolické latky se v rostlinnych matricich, véetné quinoy, bézn¢ vyskytuji ve vazané
formé¢, bud’ jako estery navazané na bunécné struktury, nebo jako glykosidy. Aby bylo mozné
tyto latky uvolnit a analyzovat, byly vzorky podrobeny alkalické a kyselé hydrolyze. Kazdy typ
hydrolyzy cili na jiné chemické vazby a tim odhaluje odlisné zastoupeni fenolickych latek
vramci analyzovaného vzorku. Proto byla vramci této prace provedena jak kysela,
tak alkalicka hydrolyza a ziskané extrakty byly proméfeny optimalizovanou HPLC/MS/MS
metodou. Vysledné chromatografické separace u vybranych vzorkli Cervené, cerné a bilé
odrtdy jsou uvedeny na obrazku 24 a 25 a v ptiloze 3 — 6.

Z uvedenych obrazkil je patrné, Ze alkalickd hydrolyza vedla k uvolnéni Sirokého
spektra fenolickych latek napti¢ vSemi tfemi odridami quinoy (obrazek 24, ptiloha 3 — 4).
Nejveétsi rozmanitost a nejvyssi intenzity detekovanych latek byly opét pozorovany u extraktu
z Cervené quinoy (obrdzek 24). Pro srovnani jsou chromatogramy bilé¢ a ¢erné odriidy uvedeny
v priloze 3 — 4. Nejintenzivnéj$im signalem v alkalickych hydrolyzatech ¢ervené a ¢erné quinoy
byla kyselina DHB (€. 4), jejiz signal nebyl v bilé quinoe detekovan (pfiloha 3). Dale
byly pozorovany velmi intenzivni kyseliny p-HBA (€. 9), vanilova (€. 13), p-kumarova (¢. 29)
a ferulova (€. 35), pfi¢emz vSechny vykazovaly opét vySsi intenzitu v Cervené a ¢erné odrade,

zatimco u bilé byly jejich signaly zpravidla nizsi, nebo pod mezi detekce.
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Obrazek 24: Separace latek po alkalické hydrolyze ve vzorku cervené quinoy.

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni fdze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min—50% ACN, 8 min—100% ACN, 10 min — 10% ACN, prutok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM).
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Profil fenolickych sloucenin po kyselé¢ hydrolyze (obrazek 25, ptiloha 5 — 6) se lisil
od vysledki ziskanych po hydrolyze alkalické, coz souvisi s tim, Ze pii kyselé hydrolyze
dochazi predevsim ke Stépeni glykosidickych vazeb. Nejvyssi intenzitu studovanych latek opét
vykazovala ¢ervena quinoa (obrazek 25). Pro srovnani jsou chromatogramy bilé a ¢erné odridy
uvedeny v ptiloze 5 — 6. Nejcastéji byly pozorovany kyseliny DHB (¢. 4), p-HBA (¢. 9),
vanilova (¢. 13) a ferulova (¢. 35), piicemz jejich signaly byly opét nejvyraznéjsi u Cervené
a ¢erné odriidy. U bilé quinoy byly intenzity téchto kyselin vyrazné nizsi (ptiloha 5).

Flavonoidni glykosidy byly po hydrolyze pod limitem detekce a kvantifikace,
coz souvisi s roz§tépenim glykosidickych vazeb. Oproti tomu se zvysila koncentrace volnych
aglykonu, piedev§im kvercetinu a kaempferolu (¢. 40 a 41). Jejich vyskyt odpovida
flavonoidnimu profilu volnych forem a potvrzuje, ze quinoa obsahuje predevSim derivaty
kvercetinu a kaempferolu.

Obdobna souvislost byla pozorovéna 1 u fenolickych kyselin, napt. p-HBA, vanilova
a ferulova kyselina, které byly diive identifikovany jako glykosidy, se po hydrolyze
vyskytovaly ve volné formé€. Tento vyvoj je v souladu s literaturou [32, 36, 47, 69, 75, 78],
kterd uvadi, ze kyseld hydrolyza efektivné uvoliiuje fenolické latky véazané glykosidicky,

pricemz barevné odriidy quinoy vykazuji obecné vyssi obsah téchto forem nez odriida bila.
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Obrazek 25: Separace latek po kyselé hydrolyze ve vzorku cervené quinoy.

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni faze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min—50% ACN, 8 min — 100% ACN, 10 min — 10% ACN, prutok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI/SIM).
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Vysledky kvalitativni analyzy potvrzuji, ze alkalickd a kyseld hydrolyza poskytuji
komplementarni informace o sloZeni fenolickych kyselin vazanych na bunécné stény. Alkalicka
hydrolyza ucinn¢ uvoliiuje slouceniny navazané esterovou vazbou, zatimco kyseld hydrolyza
umoznuje Stépeni éterovych (napf. glykosidickych) vazeb. Nejvétsi rozdily mezi odridami
byly zaznamenany mezi bilou quinoou a barevnymi odridami (Cervenou a cernou),
které celkové obsahovaly vice fenolickych sloucenin. Ze vSech odrid pak nejvyssi intenzity

1 pocet detekovanych latek vykazovala ¢ervena quinoa.

3.5 Kvantifikace fenolickych latek

Pro kvantitativni stanoveni jednotlivych fenolickych latek byly nejprve pfipraveny
kalibra¢ni roztoky o koncentracich v rozmezi 0,01 — 1,8 mg/l. Kalibracni roztoky
byly proméfeny tfikrat a ziskand naméfend data byla ndsledné¢ vyhodnocena v programu
QC Expert 2.9 (TriloByte, CR), kde byly pomoci grafickych diagnostik (McCulloh-Meteriv,
Wiliamstiv, Pregiboniv a L-R graf) identifikovany a odstranény vlivné body, které mohly
ovlivnit pfesnost kalibra¢nich modeld. Dale byla testovana statisticka vyznamnost absolutniho
¢lenu kalibracni zavislosti na hladiné vyznamnosti p = 0,05. U vétSiny kalibracnich kiivek
byl absolutni ¢len vyznamny, s vyjimkou zavislosti u kyseliny p-kumarové, sinapové,
syringové, vanilinu a epikatechinu, kde byl absolutni ¢len statisticky nevyznamny. Regresni
parametry, véetné¢ koeficientu determinace (R?), jsou uvedeny v tabulce 8, kde jsou rovnéz
zahrnuty hodnoty limiti detekce (LOD) a limitii kvantifikace (LOQ). LOD byl stanoven jako

trojnadsobek poméru signalu k Sumu, zatimco LOQ odpovidal desetindsobku tohoto poméru.

Tabulka 8: Regresni parametry kalibracnich krivek, limity detekce (LOD) a kvantifikace
(LOQ) pro vybrané referencni standardy fenolickych latek.

LATKA | LOD [ug/l] | LOQ [ug/l] | Smérnice [10%] Usek [107] R?
k. p-HBA 19,94 66,48 1800+10 250+10 0,9993
k. DHB 3,0 10,0 7400+20 100+20 0,9998
k. p-kumarova 13,58 45,27 3200+20 N 0,9993
k. ferulova 1,69 5,64 5640420 110+20 0,9998
k. vanilova 12,27 40,9 44842 6+2 0,9996
k. kavova 6,0 20,0 9010+90 -160+70 0,9984
k. sinapova 5,3 17,65 638+3 N 0,9996
k. syringova 4,5 15,0 93649 N 0,9970
kvercetin 0,087 0,29 8360+80 1200+100 0,9992
rutin 0,21 0,7 5410+30 130+30 0,9994
vanilin 15,74 52,46 260+3 N 0,9977
epikatechin 12,35 41,18 700+4 N 0,9992
kaempferol 1,0 3,34 628+7 19+6 0,9976
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V ramci validace metody byla na tfech koncentra¢nich trovnich (0,03; 0,5 a 1,5 mg/1)

proméfena navratnost, pfiCemz na vSech hladindich u vSech sledovanych sloucenin
byla vysledna koncentrace v akceptovatelném rozmezi 80 — 110 % dle metodiky AOAC
International (Association of Official Analytical Collaboration) a potvrzuje spravnost pouZzité
metody [82].
Kvantitativni analyza extrakti z jednotlivych vzorki quinoy byla provedena podle postupu
popsané¢ho v experimentalni ¢asti (kapitola 2.5.1). Od kazdého ze Sesti vzorkl quinoy (V1-V6),
kter¢ se liSily barevnou variantou, rokem nakupu 1 vyrobcem (tabulka 5),
byly ptipraveny dva nezdvislé extrakty, které byly nésledné¢ dvakrat proméfeny
optimalizovanou HPLC/MS/MS metodou. Integrované plochy pikd byly s vyuZzitim
kalibrac¢nich zavislosti piepocitany na koncentrace jednotlivych sledovanych latek. U latek,
pro které byly dostupné komer¢ni standardy byly vyuZity odpovidajici standardy, u latek,
pro které standardy nejsou k dispozici, byly koncentrace vypocteny na zakladé strukturné
podobnych sloucenin, napi. derivaty kvercetinu byly kvantifikovany s vyuzitim standardu
kvercetinu nebo rutinu. V pfipad¢, Ze koncentrace néckterych analyti pifesdhla rozmezi
kalibra¢ni kiivky, byly vzorky fedény. Aby plocha intenzivnich pikli spadala do rozsahu
pouzité kalibrace, bylo nutné extrakty volnych fenolickych latek fedit 100, zatimco u extraktl
po kyselé¢ a alkalické hydrolyze bylo nutné fedéni 10x.

Ptehled koncentraci jednotlivych fenolickych latek ve vzorcich quinoy po extrakci
volnych fenolickych latek je uveden v tabulce 9. Koncentrace fenolickych latek po kyselé
a alkalické hydrolyze jsou uvedeny v ptiloze 7 — 8.

V extraktech volnych fenolickych latek dominovala skupina glykosidovanych
fenolickych kyselin, pfedev§im glykosidy kyseliny kavové, 4-methoxybenzoové, vanilové,
adale derivaty flavonoidl, jako je kaempferol a kvercetin. Koncentrace téchto latek
se pohybovaly pfiblizné¢ mezi 0,15 — 3 mg/g. Nejvyssi obsah byl zaznamenan u bilé quinoy
(V1, V4), nasledované ¢ervenou quinoou (V2, V5). Naopak u ¢erné quinoy (V3, V6) byl obsah
téchto latek nizs$i. U vSech vzorkil byla rovnéZz potvrzena dobra opakovatelnost méfeni,
kdy relativni smérodatna odchylka neptesahla 5 %.

Po alkalické hydrolyze jiz byly glykosidické formy fenolickych latek pfitomné pouze
ve stopovém mnozstvi a prevazovaly jednoduché fenolické kyseliny. Nejcastéji se vyskytovala
kyselina ferulova, p-HBA, vanilovd a p-kumarova, s koncentracemi v rozmezi piiblizné
20-90 pg/g. Nejvyssi koncentrace byly zaznamenany u ¢ervené quinoy (V2, V5), nasledované

vzorkem ¢erné odridy (V3). U druhé ¢erné odridy (V6) byla hodnota vyrazné nizsi, coz mize
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souviset s rozdily mezi vyrobci, zejména pokud jde o plivod odridy, zplisob péstovani,
skliziiové podminky ¢i zpracovani suroviny.

V extraktech po kyselé hydrolyze byl profil odliSny. NejvyraznéjSimi slou¢eninami zde
byly flavonoidni aglykony, zejména kvercetin a kaempferol, které byly detekovany napfti¢
vSemi barevnymi odridami. Nejvyssi koncentrace téchto latek byly zaznamenany u Cervené
ale také nejvyssi podil flavonoida uvolnénych po kyselé hydrolyze. Tento vysledek potvrzuje,
ze kysela hydrolyza je pro Stépeni glykosidické vazby u¢innd a umoznuje detekci flavonoida
ve formé aglykond.

Celkové vysledky kvantitativni analyzy potvrzuji rozdily mezi jednotlivymi vzorky
nejen v zavislosti na typu extrakce, ale také v zavislosti na barevné odridé¢ a dodavateli.
Nejvyssi celkové koncentrace volnych fenolickych latek byly zjistény u bilé quinoy, zejména
u vzorku znacky Grizly (V4), zatimco Cervend quinoa (V2 a V5) vykazovala nejvyssi hodnoty
po kyselé a alkalické hydrolyze. Piehledné souhrnné koncentrace pro vSechny vzorky a typy
extrakce jsou uvedeny v tabulce 10.

Nase vysledky jsou ve velké mife v souladu s literaturou [32, 36, 47, 75, 77, 78],
kde je ¢asto prezentovan vyssi celkovy obsah fenolickych latek u Eervené quinoy. Cervena
odrida vykazovala nejvyssi zastoupeni fenolickych latek po hydrolyze i nejpestiejsi spektrum
napfi¢ vSemi typy extrakci. Vyjimku ptedstavuji pouze volné fenolické latky, u nichz
byly nejvyssi koncentrace fenolickych latek zaznamenany u bilé quinoy. Tento vysledek
je zpiisoben vyrazné vys$im zastoupenim dvou konkrétnich latek, derivatu kaempferolu (¢. 19),
jehoz koncentrace dosahla u bil¢ quinoy 2688,94 ng/g (V1) a 751,21 pg/gu vzorku V4, zatimco
u cervené quinoy (V2 aV5) to bylo pouze 48,52 pg/g, ¢i 167,20 ug/g. Vyznamny rozdil
byl rovnéz zaznamenan u glykosidu kyseliny vanilové (€. 3), ktery byl u vzorku V4 ptfitomen
v koncentraci 1056,2 ng/g, zatimco u Cervené quinoy (V5) dosahoval pouze 314,18 pg/g.
Tyto vyrazné rozdily v koncentracich ovlivnily celkovy soucet volnych fenolickych latek a jsou
zieteln€ patrné 1 v chromatografickych zaznamech (obrazek 23 a piiloha 1 — 2). Rozdily mezi
vzorky mohou byt kromé odridovych vlastnosti a podminkami péstovani ovlivnény i rokem

sklizné.
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Tabulka 9: Koncentrace jednotlivych fenolickych latek (ug/g) ve vzorcich quinoy (VI-V6) po extrakci
volnych fenolickych sloucenin.

Znaceni Latka A\ | V2 V3 V4 \'A] V6
1 glykosid k. kavové 26,24 | 1804,31 | 25,21 | 1319,14 | 1392,68 | 1203,08
2 glykosid k. 4- , 3084,98 | 3275,41 | 2200,4 | 3608,88 | 3762,82 | 1910,62
methoxybenzoové
3 glykosid k. vanilové 693,89 | 399,21 | 43598  1056,2 | 314,18 | 494,08
4 k. 3,4- dihydroxybenzoova 0,31 19,38 | 28,80 0,21 47,74 5,85
5 derivat kvercetinu 0,33 0,39 0,37 0,35 0,41 0,40
6 glykosid k. ferulové 1,95 3,19 1,25 4,79 2,03 3,16
7 glykosid k. p-kumarové 2,84 2,25 0,76 1,64 1,90 1,6
8 glykosid k. ferulové 5,69 2,37 0,24 6,27 2,21 1,87
9 k. p-hydroxybenzoova 34,06 16,86 | 24,14 | 24,76 29,96 20,85
10 prokyanidin <LOD 12,03 3,19 <LOD 10,21 0,65
11 glykosid rutinu 0,34 0,43 0,35 0,38 0,54 0,44
12 epikatechin <LOD 5,02 0,94 <LOD 4,53 <LOQ
13 k. vanilova 40,56 14,47 | 24,63 @ 33,45 28,29 15,49
14 k. kavova 0,52 1,29 094 | <LOQ | <LOQ | <LOQ
15 k. syringova <LOQ | <LOQ | <LOQ  <LOQ | <LOQ | <LOQ
16 | Kvercetin-3-O-rutinosid- 7924 | 911 | 7924 | 121,67 | 8928 | 100,67
rhamnosid
17 orientin <LOD @ <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
18 | Kvercetin-3-O-rutinosid- 66,18 | 5505 | 9478 | 96,61 | 63,81 | 68,93
pentoza
19 derivat kaempferolu 2688,94 48,52 | 711,29 | 751,21 167,2 | 340,26
20 glykosid kvercetinu 0,67 15,74 0,52 0,65 14,87 9,06
I B aE B 1,91 | 850 | 32,69 2589 | 1001 | 434
rhamnosid
22 rutin 22,59 78,77 18,47 9,74 66,61 33,62
23 glykosid kvercetinu 0,63 1,26 0,61 1,17 1,44 0,68
24 glykosid kvercetinu 52 184,5 59,05 69,51 194,68 | 112,31
25 kvercetin-O-pentosid-hexdza 54,8 71,15 56,3 69,44 71,91 60,93
26 vanilin 0,67 <LOD | <LOQ | <LOQ 3,4 3,91
27 prokyanidin <LOD 5,00 1,47 = <LOD 3,48 0,33
28 diosmetin-7-O-rutinosid 9,44 5,81 0,39 0,72 0,10 28.83
29 k. p-kumarova 24,26 66,44 | 2724 9,52 129,37 17,82
30 glykosid isorhamnetinu 0,66 2,21 0,42 0,66 2,91 1,24
31 derivat kvercetinu 4,49 65,08 2,36 8,11 71,91 19,05
32 isoquercitrin 0,64 0,71 0,59 1,20 0,67 0,54
33 derivat kvercetinu 0,85 1,08 1,03 1,14 1,61 1,04
34 derivat kaempferolu 184,55 | 129,36 16,4 29,38 153,11 | 100,97
35 k. ferulova 11,24 9,86 8,46 18,19 15,73 20,83
36 k. sinapova 0,22 0,35 <LOQ 0,99 0,60 0,56
37 isorhamnetin-3-O-rutinosid 1,25 1,54 0,07 0,63 0,48 0,76
38 glykosid kvercetinu 0,40 2,53 0,47 0,42 2,5 0,82
39 kaempferol-3,7-dirhamnosid 6,34 4,32 1,65 2,65 4,18 3,57
40 kvercetin 0,85 1,05 1,36 0,50 2,67 0,74
41 kaempferol 0,65 <LOD | <LOD | <LOQ 0,34 <LOQ
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Tabulka 10: Souhrnny obsah fenolickych latek (ug/g) ve vzorcich quinoy.

Y [pg/gl \%! V2 V3 V4 \% V6

volné fenolické latky | 7105,19 = 6406,54 | 3862,06 7253,07 | 6670,37 | 4589,9

alkalick4 hydrolyza | 192,39 | 316,77 | 243,88 | 188,65 | 266,75 | 162,47
kysela hydrolyza | 131,01 = 180,77 @ 127,51 | 86,83 185 100,53

3.6 Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity ve vzorcich quinoy byla zvolena metoda ABTS,
jejiz podminky byly optimalizovany jiz v rdmci mé bakalarské prace [81]. Bchem
této optimalizace byly porovnany metody ABTS, DPPH a FRAP. Metoda ABTS vykazovala
nejvyssi hodnoty antioxida¢ni kapacity, a proto byla vybrana pro sledovani antioxidacni
kapacity piipravenych extraktii v ramci této diplomové prace.

Z celkem Sesti pivodné pfipravenych vzorkll quinoy byly pro nasledné testovani
antioxidacni kapacity vybrany tfi vzorky pochazejici od znacky Grizly — bild, cervena a Cerna
quinoa (tabulka 5). Vybér byl proveden na zakladé¢ vysledkli kvantitativni analyzy
HPLC/MS/MS, pfti niz tyto vzorky vykazovaly vyssi obsah fenolickych latek ve srovnani
s ostatnimi analyzovanymi variantami. U téchto tif vzorkli byla sledovéana antioxida¢ni kapacita
extraktll volnych 1 vazanych fenolickych latek po alkalické a kyselé hydrolyze.

Extrakty byly pfipraveny podle postupu uvedeného v experimentalni casti
(kapitola 2.5.1). U kazdého typu extraktu bylo provedeno pét opakovanych méteni, jejichz
vysledky byly vyjadieny jako pmol Troloxu na 1 g hmotnosti vzorku (TEAC).

Vysledky meéfeni antioxidacni kapacity byly zpracovdny a graficky znézornény
ve formé sloupcového grafu (obrazek 26), ktery ukazuje rozdily mezi jednotlivymi typy quinoy
a riznymi zptsoby extrakce fenolickych latek. Ciselné hodnoty TEAC véetné smérodatnych

odchylek jsou uvedeny v ptiloze 9.
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7. mbild quinoa ®cervend quinoa M éema quinoa

TEAC
[wmol / g vzorku]
Lad B Ln

[}
1

1 2 3
typy extrakci

Obrazek 26: Antioxidacni kapacita jednotlivych extraktii mérena metodou ABTS.
1 —volné fenolicke latky, 2 — kysela hydrolyza, 3 — alkalicka hydrolyza

Z obrazku 26 vyplyva, ze nejvyssi antioxidacni kapacitu vykazuje Cervena quinoa,
a to ve vSech typech extrakti. Hodnoty se v jejim ptipad€ pohybovaly od 3,59 umol/g u volnych
fenolickych latek az po 5,67 pumol/g po alkalické hydrolyze. Cerna quinoa dosahla hodnot
1,82 - 3,24 pumol/g, zatimco bila quinoa vykazovala nejniz§i hodnoty TEAC
1,21 — 1,82 umol/g. U vSech vzorkl byl pozorovan nartst antioxida¢ni kapacity po hydrolyze,
pfiCemz G¢innéjsi se ukdazala byt hydrolyza alkalickd. Tento nardst antioxidaéni kapacity
je zpisoben uvolnénim fenolickych latek, které jsou v rostlinné matrici ¢asto vazany
esterovymi, glykosidickymi nebo jinymi kovalentnimi vazbami na polysacharidové slozky
bunécéné stény. K rozstépeni téchto vazeb a naslednému uvolnéni sloucenin dochazi pravé
pusobenim kyselé nebo alkalické hydrolyzy. Vyrazné vyssi antioxidacni kapacita Cervené
quinoy muze souviset nejen s vySSim obsahem vazanych fenolickych latek,
ale také s pfitomnosti pfirodnich pigmentti, zejména betakyanint, které¢ maji siln¢ antioxidacni
ucinky. Tyto latky vSak nebyly mezi sledovanymi slou¢eninami v HPLC/MS/MS analyze,
a proto se jejich pfinos v kvantitativnim hodnoceni neprojevil. Naproti tomu bild quinoa,
kterd vyrazné pigmenty neobsahuje, méla niz8i antioxidaéni kapacitu v testu ABTS,
ale vykazovala nejvyssi koncentrace sledovanych fenolickych latek, predevsim kvli derivatu
kaempferolu (¢.19) a glykosidu kyseliny vanilové (€.3). To ukazuje, ze metoda ABTS
zachycuje $irsi spektrum antioxidanti pfitomnych ve vzorku a mize tak 1épe odrazet celkovou

antioxidac¢ni kapacitu vzorku. Tyto vysledky zaroven potvrzuji vyznam hydrolyz pro hodnoceni
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celkové antioxida¢ni kapacity rostlinnych matric a zdidraziuji roli odrtidové variability

v obsahu bioaktivnich slouéenin.

3.7 Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek

Ke stanoveni celkového obsahu fenolickych latek byla pouzita metoda optimalizovana
v ramci mé predchozi bakalarské prace [81].

Stanoveni bylo provedeno u stejnych vzorki jako méfeni antioxidacni kapacity (rizné
barevné varianty znacky Grizly, extrakty volnych i vazanych fenolickych latek). Postup
pfipravy extrakti odpovidd metodice uvedené v kapitole 2.5.1. U kazdého vzorku
bylo provedeno pét paralelnich métfeni a vysledky byly vyjadieny jako ekvivalenty kyseliny
gallové (mg GAE/g suSiny). Naméiené hodnoty byly zpracovany a graficky znazornény
ve form¢ sloupcového grafu (obrazek 27), ktery ukazuje rozdily v celkovém obsahu
fenolickych latek mezi jednotlivymi typy extraktl. Primérné ciselné hodnoty véetné

smérodatnych odchylek jsou uvedeny v tabulce v piiloze 10.

mbild quinoa W Cervend quinoa M Cerna quinoa

25 -
2 .
£15
S
=
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&
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1 2 3
typy extrakei

Obrazek 27: Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek.
1 —volné fenolicke latky, 2 — kysela hydrolyza, 3 — alkalicka hydrolyza

67



Na obrazku 27 jsou znazornény vysledky stanoveni celkového mnozstvi fenolickych
latek ve vzorcich bilé, Cervené a Cerné quinoy po tiech typech extrakce. Nejvyssi koncentrace
byly zjistény u Cervené quinoy, a to napfi¢ vSemi typy extrakce. Bild quinoa vykazovala
fenolickych latek.

Déle je z grafu patrné, Ze nejvyssi obsah fenolickych latek byl stanoven u volnych forem
oproti, pficemz po provedeni hydrolyzy koncentrace klesly. Z vdzanych fenolickych latek
se vys$8i mnoZzstvi uvolnilo po alkalické hydrolyze, coz naznacuje, Ze jsou v rostlinné matrici
vazany pievazné formou estert.

Vysledky jednotlivych metod ukazuji, Ze hodnoceni fenolickych latek zavisi na jejich
chemické povaze i principu pouzité metody. Metoda Folin-Ciocalteu, ktera stanovuje celkové
mnozstvi fenolickych latek bez ohledu na jejich strukturu ¢i biologickou aktivitu, ukézala
nejvyssi obsah ve volnych formach u Cervené quinoy. Naopak metoda ABTS, zamétfena
na antioxidani ucinnost, vykdzala nejvy$§i hodnoty az po alkalické hydrolyze.
Pravdépodobnym divodem je, Ze volné extrakty obsahuji pievazné glykosidy s nizsi

antioxidacéni kapacitou, zatimco po hydrolyze se uvoliiuji antioxidacné Gi¢innéjsi aglykony.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit a porovnat obsah volnych a vazanych
fenolickych latek v rtiznych vzorcich merliku ¢ilského (quinoa) a zhodnotit jejich antioxidacni
kapacitu. V prvni ¢asti byla optimalizovana HPLC/MS/MS metoda pro analyzu vybranych
fenolickych sloucenin. NejlepSich separacnich vysledkd bylo dosazeno pouzitim kolony
Kinetex Polar C18 a gradientové eluce s acetonitrilem a vodou okyselenou kyselinou mravenci
(0,1 %, v/v).

Identifikace fenolickych latek byla provedena pomoci HPLC/MS analyzy pii snimani
kladnych i zapornych iontli a s vyuzitim nésledné tandemové hmotnostni spektrometrie
pro ziskani strukturnich informaci. Pro identifikované latky byly optimalizovany parametry
MRM prechodd, aby byla pii kvantifikaci dosaZena co nejvyssi citlivost, selektivita a ptesnost.

Kvalitativni analyza ukazala, Ze quinoa obsahuje Siroké spektrum fenolickych kyselin
a flavonoidi, které se lisi v zavislosti na barvé odriidy 1 typu extrakce. U volnych fenolickych
latek dominovaly glykosidy flavonoidii a fenolickych kyselin. Po provedeni alkalické
hydrolyzy doslo k uvolnéni jednoduchych fenolickych kyselin jako kyselina ferulova, p-HBA,
vanilovéa a p-kumarova. Kyseld hydrolyza naopak vedla k uvolnéni flavonoidnich aglykont,
predevsim kvercetinu a kaempferolu. Napfi¢ vSemi typy extrakci vykazovala Cervend quinoa
nejpestiejsi profil fenolickych latek, jak z hlediska poctu identifikovanych sloucenin,
tak 1 intenzity jejich signali.

Kvantitativni stanoveni ukazalo, Ze nejvyssi koncentrace volnych fenolickych latek byly
zaznamenany u bilé quinoy, zejména u vzorku znacky Grizly (V4). Tento vysledek byl ovlivnén
vyraznym zastoupenim dvou konkrétnich sloucenin derivatu kaempferolu a glykosidu kyseliny
vanilové. Naopak cervend quinoa vykazovala vyS$$i obsah po obou typech hydrolyzy, coz
poukazuje na vétsi zastoupeni vazanych forem a potvrzuje jeji celkové bohatsi fenolicky profil.

V zavéru této prace byla rovnéZz provedena spektrofotometrickd analyza celkového
obsahu fenolickych latek a antioxidacni kapacity. Obé metody potvrdily rozdily mezi
jednotlivymi odradami i typy extrakce. Nejvyssi antioxidacni kapacitu 1 obsah fenolickych
latek vykazovaly extrakty ¢ervené quinoy. Rozdil oproti vysledkiim z HPLC/MS/MS, kde byly
u volnych forem nejvyssi hodnoty zaznamendny u bilé quinoy, souvisi se zaméfenim
HPLC/MS/MS metody pouze na limitovany pocet fenolickych latek. U spektrofotometrickych
metod se oproti tomu hodnotil celkovy obsah fenolickych latek obsazenych ve vzorku, které
reaguji s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem a celkova antioxida¢ni kapacita vzorku, tedy souhrnny

ucinek vSech pfitomnych antioxidanta.
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Priloha 1: Separace volnych fenolickych latek ve vzorku bilé quinoy (V4).

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min—50% ACN, 8§ min—100% ACN, 10 min— 10% ACN, prttok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: EST/SIM.
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Priloha 2: Separace volnych fenolickych latek ve vzorku cerné quinoy (V6).

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fdze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min — 50% ACN, 8 min — 100% ACN, 10 min — 10% ACN, priitok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM).
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Priloha 3: Separace latek po alkalické hydrolyze ve vzorku bilé quinoy (V4).

Kolona Kinetex Polar C18 (150 % 3 mm, 2,6 um), mobilni faze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min—50% ACN, 8 min— 100% ACN, 10 min— 10% ACN, pritok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI/SIM).
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Priloha 4: Separace latek po alkalické hydrolyze ve vzorku cerné quinoy (V6).

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni faize ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min —50% ACN, 8 min — 100% ACN, 10 min — 10% ACN, pritok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM).
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Priloha 1: Separace latek po kyselé hydrolyze ve vzorku bilé quinoy (V4).
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Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni faize ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min —50% ACN, 8 min — 100% ACN, 10 min — 10% ACN, pritok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM).
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Priloha 2: Separace latek po kyselé hydrolyze ve vzorku cerné quinoy (V6).

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fdze ACN/voda + HCOOH (0,1 %),
gradient: 0 min — 10% ACN, 0,1 min — 22% ACN, 5 min — 24% ACN, 5 min — 24% ACN,
7 min — 50% ACN, 8 min — 100% ACN, 10 min — 10% ACN, pritok: 0,4 ml/min, teplota kolony
30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM).
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Priloha 3: Mnozstvi jednotlivych fenolickych latek (ug/g) ve vzorcich quinoy po alkalické hydrolyze.

Znateni Latka Cas | v va | v3 | va | Vs | V6
[min]
1 glykosid k. kavové 1,47 | 0,12 0,11 0,11 | <LOQ | <LOQ | <LOQ
2 glykosid k. 4-methoxybenzoové 1,80 0,11 0,13 0,07 0,12 0,07 0,07
3 glykosid k. vanilové 2,88 7,4 5,68 2,13 3,36 3,46 2,43
4 k. 3,4- dihydroxybenzoova 3,66 | <LOQ | 112,67 | 96,08 | <LOQ | 70,77 | 12,50
5 derivat kvercetinu 441 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
6 glykosid k. ferulové 4,50 | 0,06 0,05 0,01 0,04 0,03 0,03
7 glykosid k. p-kumarové 4,55 | 0,05 0,05 |<LOQ 0,01 0,02 | <LOQ
8 glykosid k. ferulové 4,80 | 0,07 0,04 0,01 0,04 0,02 0,01
9 k. p-hydroxybenzoova 4,88 | 31,43 | 25,21 | 3241 | 19,51 | 29,51 | 26,72
10 prokyanidin 4,93 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
11 glykosid rutinu 5,04 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
12 epikatechin 5,15 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
13 k. vanilova 521 | 4429 | 17,58 | 14,62 | 27,83 | 17,08 | 13,25
14 k. kavova 525 | <LOQ | 0,56 0,91 0,44 0,47 0,72
15 k. syringova 536 | 0,34  <LOQ <LOQ | 041 0,33 | <LOQ
16 fgae;flf;‘gf'o'm“no“d' 537 |<LOQ | 0,11 | 0,11 | <LOQ 0,11 |<LOQ
17 orientin 5,52 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
18 kvercetin-3-O-rutinosid-pentéza | 5,59 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
19 derivat kaempferolu 5,73 1,84 | <LOQ | 0,25 0,33 0,05 0,07
20 glykosid kvercetinu 5,76 | <LOD | 0,29 | <LOD | <LOD | 0,21 | <LOQ
i) || PO e 579  <LOD  <LOQ <LOD  <LOD  <LOQ | <LOD
rhamnosid

22 rutin 5,89 | 0,07 0,58 0,54 0,10 0,31 0,04
23 glykosid kvercetinu 5,99 | 0,13 0,49 0,23 0,14 0,33 0,12
24 glykosid kvercetinu 6,03 0,11 0,39 0,25 0,12 0,27 0,13
25 kvercetin-O-pentosid-hexdza 6,06 | <LOD | 0,11 0,12 | <LOQ 0,11 | <LOD
26 vanilin 6,25 | 2,02 | <LOQ | <LOQ | 0,93 |<LOQ | <LOQ
27 prokyanidin 6,34 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
28 diosmetin-7-O-rutinosid 6,37 | 0,46 2,12 0,02 0,05 1,36 0,85
29 k. p-kumarova 6,49 | 31,43 | 2521 | 32,41 | 19,51 | 29,51 | 26,72
30 glykosid isorhamnetinu 6,52 | 0,11 0,14 | <LOD | <LOQ | 0,12 0,11
31 derivat kvercetinu 6,65 | 0,24 | 13,45 | 1,07 0,3 10,88 | 0,58
32 isoquercitrin 6,68 | 0,14 0,53 0,28 0,15 0,36 0,13
33 derivat kvercetinu 6,71 | <LOD | 0,11 0,11 | <LOD 0,11 |<LOD
34 derivat kaempferolu 6,80 | 2,61 0,83 0,28 0,47 0,71 0,98
35 k. ferulova 6,98 | 64,04 106,52 58,8 | 111,67 | 96,71 @ 75,16
36 k. sinapova 6,98 | 0,74 1,96 0,54 2,21 1,92 0,77
37 isorhamnetin-3-O-rutinosid 7,33 0,04 0,06 | <LOD | <LOQ | 0,04 0,02
38 glykosid kvercetinu 9,05 | <LOQ | 0,11 0,11 | <LOQ | 0,11 0,11
39 kaempferol-3,7-dirhamnosid 9,30 | 0,34 0,22 0,05 0,13 0,12 0,09
40 kvercetin 10,13 | 0,19 0,75 1,61 0,20 0,79 0,2
41 kaempferol 10,35 | 4,01 0,71 0,75 0,58 0,86 0,66
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Priloha 4: Mnozstvi jednotlivych fenolickych latek (ug/g) ve vzorcich quinoy po kyselé hydrolyze.

Znaceni Latka Cas \'2! V2 V3 V4 \A) Vo6
[min]
1 glykosid k. kavové 1,47 0,69 0,38 0,34 0,19 0,16 0,10
2 glykosid k. 4-methoxybenzoové 1,80 2,84 1,64 0,49 0,01 0,01 0,01
3 glykosid k. vanilové 2,88 0,51 0,06 | <LOQ | 0,01 0,03 0,01
4 k. 3,4- dihydroxybenzoova 3,66 4,8 37,62 | 4542 | 10,73 | 28,71 | 24,97
5 derivat kvercetinu 441 <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
6 glykosid k. ferulové 4,50 | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
7 glykosid k. p-kumarové 4,55 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ  <LOQ
8 glykosid k. ferulové 4,80 | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
9 k. p-hydroxybenzoova 4,88 17,22 | 9,17 | 13,16 | 9,58 | 10,32 | 11,16
10 prokyanidin 4,93 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
11 glykosid rutinu 5,04 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
12 epikatechin 5,15 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
13 k. vanilova 5,21 19,02 | 16,63 | 13,01 | 17,60 | 16,93 | 10,48
14 k. kavova 5,25 0,35 0,48 1,11 0,60 0,37 0,8
15 k. syringova 5,36 0,21 0,27 0,12 0,28 0,31 0,17
16 kvercetin-3-O-rutinosid- 5,37 0,15 0,12 0,11 | <LOD | <LOD | <LOD
rhamnosid
17 orientin 5,52 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
18 kvercetin-3-O-rutinosid-pentdza 5,59 |<LOD | 0,11 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
19 derivat kaempferolu 5,73 0,37 0,04 0,06 | <LOD | <LOD | <LOD
20 glykosid kvercetinu 5,76 | <LOD | 0,11 | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD
21 isorhamnetin-rutinosid- 5,79 | <LOD | <LOD | <LOD | <L.OD | <LOD | <LOD
rhamnosid
22 rutin 5,89 0,02 0,04 0,01 0,01 0,03 0,01
23 glykosid kvercetinu 5,99 0,12 0,21 0,12 0,12 0,25 0,16
24 glykosid kvercetinu 6,03 0,13 0,17 0,12 | <LOD | <LOD | <LOD
25 kvercetin-O-pentosid-hexdza 6,06 0,13 0,12 0,11 | <LOD | <LOD | <LOD
26 vanilin 6,25 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
27 prokyanidin 6,34 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
28 diosmetin-7-O-rutinosid 6,37 | <LOQ | 0,02 |<LOQ  <LOD | 0,01 |<LOQ
29 k. p-kumarova 6,49 3,29 9,75 3,91 1,48 | 21,65 | 2,61
30 glykosid isorhamnetinu 6,52 | <LOD | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
31 derivat kvercetinu 6,65 0,75 6,88 0,43 1,24 7,87 2,93
32 isoquercitrin 6,68 0,12 0,21 0,12 0,12 0,25 0,16
33 derivat kvercetinu 6,71 <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
34 derivat kaempferolu 6,80 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
35 k. ferulova 6,98 14,85 | 22,69 | 12,71 | 22,93 | 19,29 | 1592
36 k. sinapova 6,98 0,24 0,61 0,13 0,41 0,62 0,31
37 isorhamnetin-3-O-rutinosid 7,33 | <LOQ | <LOQ | <LOD  <LOD | 0,01 | <LOQ
38 glykosid kvercetinu 9,05 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
39 kaempferol-3,7-dirhamnosid 9,30 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
40 kvercetin 10,13 | 40,55 | 70,42 | 31,31 | 14,77 | 73,57 | 27,44
41 kaempferol 10,35 | 24,65 @ 3,02 4,72 6,75 4,61 3,29
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Priloha 5: Priimérné hodnoty TEAC u metody ABTS.

Typ extrakce Odruda Tl(iﬁfoigs)l)
Volné fenolické latky Bila quinoa 1,72+ 0,133
Kysela hydrolyza Bila quinoa 1,21 + 0,109
Alkalicka hydrolyza Bil4 quinoa 1,82+0,119
Volné fenolické latky | Cervend quinoa 3,59 + 0,050
Kysela hydrolyza Cervena quinoa 3,89 +0,278
Alkalicka hydrolyza Cervena quinoa 5,67 +0,247
Volné fenolické latky Cerna quinoa 1,82 + 0,264
Kysela hydrolyza Cerna quinoa 2,32+ 0,072
Alkalicka hydrolyza Cerna quinoa 3,24 + 0,035

Priloha 6: Primeérné hodnoty GAE u stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek.

Hodnota = SD
Typ extrakce Odrida
(mg GAE/g)
Volné fenolické latky Bila quinoa 1,63 £ 0,092
Kysela hydrolyza Bila quinoa 0,09+ 0,010
Alkalicka hydrolyza Bil4 quinoa 0,10 + 0,009
Volné fenolické latky Cervena quinoa 2,17 £ 0,069
Kysela hydrolyza Cervena quinoa 0,56 £ 0,052
Alkalicka hydrolyza | Cervena quinoa 0,76 £ 0,024
Volné fenolické latky Cerna quinoa 1,05 £ 0,024
Kysel4 hydrolyza Cerna quinoa 0,16 + 0,007
Alkalicka hydrolyza Cerna quinoa 0,25+ 0,006
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