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ANOTACE

Tato diplomovéa prace se zabyva latkami vyskytujici se ve skofici. V teoretické
¢asti prace je popsano botanické zatrazeni skoftice, proces jejiho péstovani a zpracovani,
nebo jeji chemické sloZeni vcetné charakteristiky jejich bioaktivnich latek.
Experimentalni ¢ast je zaméfena na sledovani vlivu tepelné apravy na koncentraci
vybranych latek ve skofici. Nejprve byla provedena optimalizace a validace analytické
metody, optimalizace pfipravy vzorku a kvantitativni stanoveni pomoci metody
kalibra¢ni kiivky za vyuziti kapalinové chromatografie. Nasledné byly analyzovany
jak tepelné neupravené, tak upravené vzorky dvou druhti skofice pii réiznych

teplotach a ¢asech.
KLICOVA SLOVA

skofice, bioaktivni latky, tepelna aprava, HPLC, analyticka metoda, pfiprava vzorku

ANNOTATION

This diploma thesis focuses on the compounds found in cinnamon.
The botanical classification of cinnamon, cultivation and processing, as well as
chemical composition, including the characteristics of its bioactive substances are
described in the theoretical part of this thesis. The experimental part is aimed
at monitoring the effect of heat treatment on the concentration of selected compounds
in cinnamon. First, the optimization and validation of the liquid chromatography
method were performed, along with sample preparation optimization and
quantitative determination using the calibration curve. Subsequently, both untreated
and heat-treated samples of two types of cinnamon were analyzed at different

temperatures and durations.
KEYWORDS

cinnamon, bioactive compounds, thermal treatment, HPLC, analytical method, sample

preparation
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UvVOoD

Skotice patfi mezi nejstarsi a nejvyznamnéjsi kofeni pouzivana ¢lovékem. Jeji
vyuziti sahd az do starovékych civilizaci, kde byla cenéna nejen pro svou vyraznou
chut a vini, ale i pro své 1é¢ivé acinky. V soucasnosti je skofice bézné dostupnou
a hojné vyuzivanou soucasti potravinarského priamyslu i doméci kuchyné, pricemz
jeji atraktivita nespocivd pouze v senzorickych vlastnostech, ale také v pfitomnosti
fady bioaktivnich latek. Pravé témto latkam je v poslednich desetiletich vénovana stale

vétsi pozornost, a to nejen v souvislosti s jejich zdravotnim potencidlem, ale i s jejich

stabilitou a chovanim za raznych podminek.

Jednim z faktort, ktery maZe vyznamné ovlivnit sloZzeni skofice, je tepelna
tprava. Vzhledem k tomu, Ze skofice je ¢asto soucasti tepelné zpracovanych potravin,
jako jsou rtzné dezerty nebo i nékteré slané pokrmy, je relevantni zkoumat, jak se jeji
chemické slozky méni pfi plisobeni vyssich teplot. Tato problematika je dtleZita nejen
z pohledu vyZivového a zdravotniho, ale i z hlediska kvality a bezpec¢nosti potravin.
Prestoze existuje mnozstvi studii vénujicich se chemickému sloZeni skofice, méné
pozornosti je zatim vénovano tomu, jak piesné tepelné zpracovani ovliviiuje jednotlivé

slozky a jejich vzajemné poméry.

Téma této prace tak spojuje tradi¢ni znalosti o skofici s modernimi analytickymi
pristupy a klade si za cil pfispét k hlubsimu pochopeni procesti, které probihaji pfi

jejim pouziti v kuchyni i v potravindiské vyrobé.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Obecné informace

1.1.1 Skoficovnik

Skoticovniky (Cinnamomum spp.) jsou tropické stilezelené stromy ¢i kefe z
¢eledi vaviinovité (Lauraceae), jejichz ktra se vyuziva k ziskdvani skotice. Védecka
klasifikace skoticovnikti je shrnuta v tabulce niZe (viz Tabulka 1). Tento rod zahrnuje
vice nez 250 rtiznych druhd, avSak nejzndméjSimi a nejvice pouZivanymi jsou
skoticovnik ¢insky (Cinnamomum cassia) a skoticovnik cejlonsky (Cinnamomum verum).
Méné znamé druhy dale jsou skoficovnik javsky (Cinnamomum burmannii) &
Cinnamomum tamala. Mezi skoficovniky patii také kafrovnik 1ékatsky (Cinnamomum
camphora), ktery se vyuziva k ziskavani kafru. Tyto stromy, doréstaji vysky 6 az
18 metr(i, avSak na plantazich se vétSinou zkracuji na délku 2 az 3 metrt pro
usnadnéni sklizné. Vyznacuji se jednoduchymi, koZovitymi listy a drobnymi, bélavé
zlutymi kvéty usporddanymi v kvétenstvich (viz Obrazek 1). Plodem je modrocerna

bobule. Ktra i listy téchto stromt jsou silné aromatické [1, 2].

Tabulka 1 Védecka klasifikace skoficovniku [3]

Taxonomicka
3 Taxon
kategorie
Rise Rostliny (Plantae)
Podiise Cévnaté rgsthny
(Tracheobionta)
Oddéleni Krytosemenné
(Magnoliophyta)
. Nizsi dvoudélozné
Tiida o
(Magnoliopsida)
Rad Vaviinotvaré (Laurales)
Celed Vavtinovité (Laureceae)
Rod S.kof'icovnik
(Cinnamomum)

Obrazek 1 Skoficovnik cejlonsky (Cinnamomum
verum) [4]
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1.1.2 Skoftice

Skorice je aromatické koreni ziskavané z kary skoticovniku (Cinnamomum).
Proces jejitho ziskdvani spociva v odstranéni vnéjsi vrstvy kiry, nafezani vnitfni kiry
na prouzky a nasledném suSeni (viz Obrazek 2), pfi kterém se kira staci do
charakteristickych skoticovych ruli¢ek. Tyto rulicky lze pouZzivat celé, mleté nebo je
lze dale zpracovavat. Ze suSené skotice se casto pomoci hydrodestilace ¢i parni
destilace ziskdva esencidlni olej (EO), pfi¢emz alternativnimi technikami jeho

ziskavani jsou extrakce rozpoustédlem nebo mikrovlnna extrakce [5, 6].

Obrazek 2 Proces suseni skoficové kary [5]

Jak jiz bylo zminéno, mezi nej¢astéji pouzivané druhy patfi skofice cejlonska
(C. verum, syn. C. zeylanicum), ¢asto oznac¢ovand jako prava skoftice, a skofice ¢inska
(C. cassia). Tyto dva druhy se odlisuji vzhledem, chuti, viini, cenou, chemickym
slozenfim i mistem pavodu. Skofice cejlonskd se nejcastéji péstuje na Sri Lance
a v nékterych c¢astech Indie a Karibiku. Vyznacuje se jemné&jsi viini i chuti a niz§im
obsahem kumarinu. Naopak skofice ¢inska je aromaticka a vyraznd. Ma silnéjsi
a stiplavéjsi chut a také vyssi obsah kumarinu (viz Tabulka 2). Ve srovndni s
cejlonskou skofici je také vyrazné levnéjsi, z cehoz vyplyva, ze vétsina skofic
dostupnych na bézném trhu patfi do tohoto druhu a bézné se pouziva

v potravinafstvi. Porovnani vzhledu obou druhti je patrné na obrazku nize

(viz Obrazek 3) [6].
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Obrazek 3 Skofice cejlonské (vlevo), skofice ¢inska (vpravo)

Tabulka 2 Porovnéni vlastnosti skofice ¢inské a skotice cejlonské [6-8]

Cinska skofice Cejlonska skotice
Vlastnost . . .
(Cinnamomum cassia) (Cinnamomum verum)
Péstovani Cina, Vietnam, Indonésie Sri Lanka (dfive Cejlon), Indie
Tmavsi, tlustsi kiira, svinutd do  Svétlejsi, tenci kira, svinutd do
Vzhled . ’ <leali
jedné vrstvy nékolika vrstev
, . ) emn4, sladkd, s nddechem
Chut Silna, ostra, aromaticka J . ,
citrusu
Viuné Intenzivni, kofenéna Jemna, sladka, citrusova
Obsah .
. Vyssi (az 5 %) Nizsi (az 0,004 %)
kumarinu
Cena Nizsi Vyssi

1.1.3 Skoficovy esencialni olej

Esencialni oleje (nékdy nazyvané téz silice, éterické ¢i tékavé oleje) jsou smési
tekavych organickych sloucenin, které vznikaji bud’ pfirozené v rostlinnych burikach,
nebo jako vedlejsi produkty destila¢niho procesu z chemickych prekurzord. Je diilezité
rozliSovat mezi slou¢eninami, které jsou pfirozené produkovany rostlinou, a témi,
které vznikaji tepelnym zpracovdnim béhem destilace. Jak jiz bylo zminéno vy$e, pro
jejich ziskavani se nejcastéji vyuziva hydrodestilace, ale také destilace s vodni parou,
extrakce rozpoustédlem ¢i mikrovlnnd extrakce. VyuZivaji se jako potravinarska

prisada, v kosmetice a parfumérstvi, v 1ékafstvi a také v zemédélstvi jako insekticidy

¢i antimykotika [9, 10].
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Skoricova kira obsahuje pfiblizné 4 % esencidlniho oleje. SloZeni skoficového
oleje se lisi v zavislosti na pouZitém druhu skofice, ¢asti rostliny a pouZité extrakéni
technice. Na obrazku niZe (viz Obrazek 4) je patrny rozdil mezi olejem ze skoticovych
listh a zkbry. Hlavnimi slozkami skoficového oleje jsou cinnamaldehyd, kafr,
cinnamyl-acetat, karyofylen, trans a-bergamoten, oxid karyofylenu, linalool, geraniol,
bornylacetat, a-cubeben, y-elemen, a-kopaen, guaiol a eugenol. Skoticovy esencidlni

olej vykazuje antimikrobidlni a antioxida¢ni vlastnosti [1, 11].

allnatures

ESENGIALN
OLEJ

SK

Obrazek 4 a) EO z listti cejlonskeé skotice [12], b) EO z kiiry cejlonské skofice [12], ¢) komeréné dostupny
skoticovy EO [13]

1.2 Historie a vyznam skofice

Skofice patii mezi nejstarsi znama koteni a jeji vyuziti v kulindfstvi i tradi¢ni
mediciné saha tisice let do minulosti. Prvni zminky pochézeji z Ciny okolo roku
4000 pf. n. 1 a uvadi se, ze jako kofeni se pouzivé jiz od starovéku. Jeji botanicky nazev
Cinnamomum vychazi z hebrejského a arabského vyrazu amomon, oznacujiciho
vonavou rostlinu. Nékdy se také uvadi, ze nazev vychazi z feckého slova kinndmomon,
coz v prekladu znamend sladké dfevo. Pivodem pochazi ze Sri Lanky a jizni Indie,

odkud se rozsitila do Stfedomoti, kde se stala jednim z prvnich vysoce cenénych

koteni [6, 14].
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Ve starovékém Egypté byla skofice vyuZivdna nejen jako dochucovadlo, ale
také pti balzamovani pro své antibakteridlni vlastnosti. Reky a Rimany byla rovnéz
cenéna, pfi¢emz ve starovékém Rimé mohla byt vniméana ptredevsim jako lé¢ivo. Také
v Bibli, konkrétné ve starém zakoné se objevuje nékolik odkazi na skofici.
Ve stiedovéku se skofice také prosadila v evropské gastronomii i lécitelstvi. Pattila
mezi nejbéZnéji pouzivana koreni a spolu s pepfem, zdzvorem, Safranem a cukrem
tvotila zaklad mnoha recepti. Jeji popularita vyrazné vzrostla poc¢atkem 9. stoleti a ve
13. a 14. stoleti byla béznou soucasti luxusnich hostin. Ve francouzské kuchyni se ¢asto
kombinovala se zdzvorem, zatimco v Anglii se jeji vyuziti objevovalo méné casto.
Cennost tohoto koreni podtrhuje i fakt, ze bylo dtlezitou obchodni komoditou
a symbolem spolecenského postaveni. Skofice se jiz dlouho pouZivé jako prisada pti

vareni a je diilezitou slozkou v cukraiském i kosmetickém primyslu [6, 14].

Od 17. stoleti se kulinafské vyuziti skofice zacalo meénit. Nastup klasické
francouzské kuchyné vedl k tastupu exotickych kofeni a jeji pouziti se postupné
omezilo ptedevsim na sladké pokrmy. Ve Spanélsku se v 16. stoleti rozsitilo jeji
pridavéani do ¢okoladovych napojt, zatimco v pozdéjsim obdobi se skoficovéd chut
stdle cast&ji spojovala s cukrovinkami a pecivem. Historicky pfitomnost skofice
pfitahovala cizi najezdniky na Sri Lanku (dfive znamou jako Cejlon). Arabové byli
zapojeni do obchodovani se skofici po celém svété az do 10.-15. stoleti a peclivé
udrzovali ptivod produktu pfisné stfezenym tajemstvim. Ziskdni pfistupu ke skoftici
bylo pro Portugalce hlavni motivaci k invazi na Sri Lanku na pocatku 16. stoleti.
Béhem 16.-17. stoleti zaloZili Portugalci velmi tispésny obchod s vyvozem skotice do
Evropy. Holandané zacali systematicky péstovat skotfici na plantdzich poté, co
v poloviné 17. stoleti ostrov dobyli, a to bylo vyvolano, kdyz srilansky kral zabranil
sbéru skofice z lesti. Poté, co Britové v roce 1796 obsadili Sri Lanku, vyvoz skofice do
Evropy pokracoval, pficemz hlavnim vyvozcem byla britskd Vychodoindicka
spole¢nost. Kvili vysokym vyvoznim cliim uvalenym Holand'any doslo k vyraznému
snizeni vyvozu cejlonské skotice, ktera byla nahrazena levnéjsi skofici ¢inskou. Sri

Lanka je stale diilezitym dodavatelem cejlonské skofice zadkaznikéim po celém svété

[6, 8].
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V 19. stoleti ziskala skofice novy vyznam diky rozvoji potravinarského
pramyslu. Zacala se pouzivat pfi vyrobé kolovych napoji, kde pfispéla k jejich
charakteristickému aromatu. Naptiklad Coca-Cola, poprvé vyrobena v roce 1880,
napomohla globdlni popularizaci této chuti. V soucasnosti patii skotfice mezi
nejrozsifené€jsi koreni na svété a nachdzi uplatnéni nejen v gastronomii, ale také

v potravinarském a farmaceutickém pramyslu [8].

1.3 Slozeni skofice

1.3.1 Chemické slozeni

Skotice obsahuje Sirokou skalu latek, jejichz zastoupeni se lisi podle druhu
skoftice, konkrétni ¢asti rostliny a pouzité extrakéni techniky. Mezi hlavni obsazené
latky ve skoficové ktre patii cinnamaldehyd, kyselina skoficova, kumarin a eugenol.
Dal$imi pifitomnymi latkami jsou napf. prokyanidiny, katechiny, karyofylen
a seskviterpeny. VSechny tyto latky do rtizné miry pfispivaji k charakteristické vini,
chuti a zdravotnim G¢inkdam skoftice (viz Tabulka 3). Podrobnosti o vybranych latkach
obsaZenych ve skofici a jejich t¢incich budou popsany v nasledujicich podkapitolach

[15].

Tabulka 3 Piehled vybranych latek ve skofici a jejich vlastnosti [16, 17]

Latka Skupina latek Viné
Cinnamaldehyd Aldehydy Sladka, kotenita, hiejiva
Eugenol Fenoly Hrebickové, kotenita
Linalool Terpenoidy  Kvétinova, levandulové, kofenita

Sladka, vanilkova, viiné sena ¢i

Kumarin Kumariny . . S
Cerstve poseceneé travy

Kyselina skoficova Kyseliny Sladkda, medova, kvétinova
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1.3.1.1 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd neboli (2E)-3-fenylprop-2-enal je (viz Obrazek 5) hlavni sloZkou
zodpovédnou za chut a vini skofice. Dava skofici jeji charakteristickou sladkou chut.
Jedna se o svétle Zlutou viskézni kapalinu (viz Obrazek 6), ktera existuje ve dvou
izomerickych formach, cis- a trans-, pfi¢emz v piirodé se pfirozené vyskytuje
prevazné stabilnéjsi trans-izomer. Skoficovy esencidlni olej miiZe obsahovat aZ kolem
90 % trans-cinnamaldehydu (dale jen cinnamaldehyd). Pro svou vyraznou viini a chut
je cinnamaldehyd béZzné pouzivan jako ochucovadlo do Zvykacek, bonbénti, napoji
a dalsich sladkosti. Kromé toho se vyuziva i v kosmetice a v parfémech. Studie
naznacuji, Ze cinnamaldehyd je zodpovédny za vétsinu zdravotnich p¥inost skofice
a pripisuji se mu také insekticidni a fungicidni vlastnosti. Fyzikalni vlastnosti

cinnamaldehydu jsou uvedeny v tabulce nize (viz Tabulka 4) [15, 18, 19].

H O
Tabulka 4 Fyzikalni vlastnosti cinnamaldehydu [20]
Vlastnost Hodnota
Skupenstvi kapalné H
Barva zluta

Molekulova 132,16 g/mol Obrézek 5 Vzorec cinnamaldehydu
hmotnost

Teplota tani -7,5°C

Teplota varu 248 az 253 °C

Hustota (25 °C) 1,05 g/cm?

Rozpustnost ve vodé

Velmi nizka

23

Obrazek 6 Cinnamaldehyd




1.3.1.2 Kyselina skoficova

Kyselina skoficova, znama také jako (E)-3-fenylprop-2-enova kyselina (viz
Obrazek 7), je organicka monokarboxylova kyselina bézné p¥itomna ve skofici. Kromé
skofice se nachazi také v celozrnnych vyrobcich, ovoci, zeleniné a medu. Jedna se
o bilou krystalickou latku (viz Obrazek 8) s medovou ¢i kvétinovou vini. Stejné jako
cinnamaldehyd existuje ve dvou izomerickych forméch, cis- a trans-, pficemz v
pfirodé opét pfevazuje trans-forma. Kyselina trans-skoficova (dale jen kyselina
skoficova) je taktéz vyuZivana jako potravinarska prisada i jako slozka kosmetickych
vyrobka. Fyzikalni vlastnosti kyseliny skoficové jsou uvedeny v tabulce niZe

(viz Tabulka 5) [21, 22].

Tabulka 5 Fyzikalni vlastnosti kyseliny skoficové q
[23]
Vlastnost Hodnota OH
Skupenstvi pevné
Barva bila A 0
Molekulova hmotnost 148,16 g/mol Obrazek 7 Vzorec kyseliny skoficové

Teplota tani 133 °C

Teplota varu 298 az 300 °C

Hustota 1,25 g/cm?
Rozpustnost ve vodé Velmi nizka

Obrazek 8 Kyselina skoficova [24]
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1.3.1.3 Eugenol

Eugenol, chemicky 2-methoxy-4-prop-2-enylfenol (viz Obrazek 9), je bezbarva az
svétle zluta olejovitd kapalina (viz Obrazek 10) s charakteristickou kofenénou
htebickovou vini. Hlavnim zdrojem eugenolu je hfebickovy esencidlni olej, ktery ho
obsahuje az 90 %. Skoficovy esencidlni olej z kiiry obsahuje ptiblizné 2-8 % eugenolu,
zatimco esencialni olej z listti skofice ho mtZe obsahovat az 70-95 %. Eugenol je znamy
svymi pozitivnimi Géinky na zdravi, vcéetné antioxidacnich, analgetickych,
Ma také silné antimikrobialni tcinky a ptisobi proti celé fadé lidskych patogent.
Vyuziva se ve stomatologii pro své antimikrobidlni vlastnosti a jako lok&lni
analgetikum. V kombinaci s oxidem zine¢natym se pouZzivd také jako soucést
specidlnich dentalnich vyplni. Fyzikélni vlastnosti eugenolu jsou uvedeny v tabulce

nize (viz Tabulka 6) [2, 15, 25].

CH,
Tabulka 6 Fyzikalni vlastnosti eugenolu [26]
HO
Vlastnost Hodnota
Skupenstvi kapalné
Bezbarva az O\
Barva el s
svétle zluta CH,4
Molekulova
hmotnost 164,2 g/ mol Obrazek 9 Vzorec eugenolu
Teplota tani -12 az-10 °C
Teplota varu 252 az 253 °C
Hustota (25 °C) 1,06 az 13’ 07
g/cm
Rozpustnost ve vodé Mirna

Obrazek 10 Eugenol
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1.3.1.4 Kumarin

Kumarin neboli a-benzopyron (viz Obrazek 11) je bezbarva krystalicka latka
(viz Obrazek 12). Bézné se nachdazi v raznych rostlinach, jako je napt. svizel vonny,
fazole tonka a samoziejmé skofice, ktera je hlavnim zdrojem kumarinu v potravé. Jeho
vineé je casto prirovnavéana k vini erstvé posecené travy, sena ¢i vanilky. Kumarin,
na rozdil od nékterych ostatnich latek bézné pritomnych ve skofici, neni povolen jako
potravinarska pridatna latka kvili svym potencidlnim hepatotoxickym tucinkém.
Evropsky tfad pro bezpeénost potravin (EFSA) stanovil jeho tolerovany denni pfijem
(TDI) na 0-0,1 mg/kg télesné hmotnosti. Obsah kumarinu je regulovan pouze
v nékterych potravinach - smi byt pfidavan pouze jako soucast jiné potraviny nebo
pfirodni aromatizujici slozky. Naptiklad v tradi¢nim nebo sezénnim pekaiském zbozi
oznac¢eném jako obsahujici skofici nesmi jeho mnoZstvi presdhnout 50 mg/kg.
Pro samotnou skofici vSak Z4dné limity stanoveny nejsou. Kumarin se vyuziva
v kosmetickém pramyslu, kde slouZi jako vonna slozka parfémiti, mydel, krémi
a dalsich produkti. Fyzikalni vlastnosti kumarinu jsou uvedeny v tabulce niZe

(viz Tabulka 7) [27-29].

Tabulka 7 Fyzikalni vlastnosti kumarinu [30] \
Vlastnost Hodnota
Skupenstvi pevné O O
Barva Bezbarva az Obrazek 11 Vzorec kumarinu
bila
Molekulova
hmotnost 146,14 g/mol
Teplota tani 68 az 70 °C
Teplota varu 297 az 301 °C \ v§
Q.\‘.:_ .
Hustota 0,94 g/cm? i, el
Rozpustnost ve vodé nizka
Obrazek 12 Kumarin [31]
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1.3.2 Nutri¢ni a mineralni sloZzeni

Skorice predstavuje vyznamny zdroj makronutrientd i mikronutrientt.

Obsahuje vysoky podil vlakniny a také nékterych minerald jako je napt. draslik

a vapnik. Je v8ak nutné poznamenat, Ze bézny piijem skotfice v potravé se vétsinou

pohybuje v jednotkach gramt a nelze tedy ziskat tak vysoké mnoZzstvi nutrientd, jako

zjiné potravy konzumované ve vétsim mnozstvi. V tabulkach (viz Tabulka §,

Tabulka 9 a Tabulka 10) jsou shrnuty obsahy makronutrientd i mikronutrient(

pfevzaté od raznych autort [32].

Tabulka 8 Piehled makronutrientd obsazenych ve skofici

Slozka Obsah
[33]' [32]> [34]°
Vlhkost 51 % - 7,7 %
Popel 2,4 % 3,6 % 2,9 %
Bilkoviny 3,5 % 3,99 % 4,1 %
Tuky 4 % 1,24 % 4,7 %
Vlaknina 33,0 % - 33,4 %
Sacharidy 52,0 % (NFE%) 80,6 % 47,3 %
Energie 258 kcal /100 g 247 kcal/100 g~ 247,3 kcal/100 g

Skoftice ¢inska

B~ W N -

Nespecifikovany druh skoftice
Nespecifikovany druh skofice

Bezdusikaty extrakt (Nitrogen Free Extract)



Tabulka 9 Pfehled mikronutrientti obsaZzenych ve skofici (mineraly)

Mineral Obsah
[32] [35]
Zelezo 0,008 % 0,006 %
Zinek 0,002 % 0,002 %
Vapnik 1,002 % 0,075 %
Mangan 0,018 % 0,020 %
Hoic¢ik 0,060 % -
Draslik 04 % 0,1225 %
Sodik - 0,0012 %
Fosfor 0,06 % -
Méd 0,0004 % -

Tabulka 10 Pfiblizny obsah vitamind ve skofici (na 100 g)

Obsah
Vitamin
[32] [36]
-karoten - 112 pg
Vitamin A 295 IU 9,33 pug
L.IPOfl,lm Vitamin D - 7,10 pg
vitaminy
Vitamin E - 2,32 mg
Vitamin K - 10,98 pg
Vitamin C 3,8 mg 522 mg
Vitamin B1 0,002 mg 6,05 mg
Vitamin B2 0,04 mg 7,5mg
Hydrofilni Vitamin B3 1,3 mg 1,33 mg
vitaminy
Vitamin B5 0,6 mg -
Vitamin B6 - 0,16 mg
Vitamin B9 - 6,0 ng

28



1.4 Vliv skofice na zdravi

Skorice je nejen oblibenym kofenim v kuchyni, ale i rostlinou s fadou
potencialnich zdravotnich pfinost. Tato kapitola se zaméfi na to, jak skotice ovliviiuje
lidské zdravi, a to zejména prostfednictvim svych antioxida¢nich, antidiabetickych,
protizanétlivych a antimikrobidlnich ac¢inkd. Schéma nize (viz Obrazek 13) shrnuje
nékteré vybrané casté zdravotni benefity skotice. Konkrétni t¢inky budou podrobné;ji

popsany v nasledujicich podkapitolach [37].

Obrazek 13 Schéma vybranych zdravotnich benefitt skofice

1.4.1 Antioxidacni vlastnosti

Antioxidanty jsou klicové pro lidské zdravi, nebot chrani buiiky pfed
poskozenim volnymi radikdly a hraji délezitou roli v prevenci chronickych
onemocnéni. Kromé toho se vyuzivaji v potravinaiském primyslu k prodlouzeni
trvanlivosti potravin. Skofice je jednim z vyznamnych zdroji téchto prospésnych
latek. Razné studie prokazaly, ze extrakty ze skofice, at uz éterické, vodné ¢i
methanolové, vykazuji silné antioxida¢ni ac¢inky, dokonce vy$si neZ u mnoha jinych
druhti kofeni. Tyto ac¢inky se projevuji naptiklad inhibici oxidace tukt, peroxidace

lipida a produkce oxidu dusnatého. Mezi hlavni slozky skofice s antioxida¢nimi
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vlastnostmi patfi cinnamaldehyd, eugenol a linalool. Skofice tak pfedstavuje cenny
pfirodni zdroj antioxidantt s potencidlnim vyuZitim v potravinafrstvi, farmacii a p¥i

podpote lidského zdravi [38].

1.4.2 Antidiabetické acinky

Diabetes mellitus 2. typu (DM2) je chronické metabolické onemocnéni s progre-
sivnim pribéhem, které se vyznacuje inzulinovou rezistenci a relativnim nedostatkem
inzulinu. Dtsledkem je porucha glukézové homeostazy a hyperglykemie. Terapie
DM2 vyzaduje komplexni ptistup, ktery zahrnuje nejen kontrolu glykemie, ale i 1é¢bu

pfidruZenych onemocnéni, jako je hypertenze, dyslipidemie a obezita [39].

Ve studii [40] autofi zjistili, Ze suplementace skotice (500 mg dvakrat denné)
zlepSuje antropometrické parametry, glykemické indexy a lipidovy profil pacientii

Ve s YV

s DM2. Tyto pozitivni t¢inky byly vyraznéj$i u pacientd s vyssim BMI nez 27.

Dalsi studie [41] ukazala, Ze podavani 1 g skoficového prasku po dobu 12 tydnt
snizuje hladinu glukézy nalac¢no a glykovany hemoglobin u pacientt s nekompenzo-
vanym DM2. Zaroven zvysuje hladinu sérového glutathionu a superoxiddismutazy a
snizuje hladinu malondialdehydu, coz naznacuje, ze skofice mé pozitivni antidiabe-
tické a antioxida¢ni tcinky jako doplnék ke konvenéni 1é¢bé Spatné kompenzovaného

DM2.

Co se tyce mechanismii antidiabetického ptsobeni skofice, tak dochazi ke
zvyseni citlivosti na inzulin prostfednictvim aktivace kindzy inzulinového receptoru
a inhibice defosforylace inzulinového receptoru. Dalsim moznym mechanismem je
inhibice enzymu glykogensyntaza kindza-3 (GSK-3) a nasledné zvyseni vychytavani
glukézy. Na zvysené vychytavani glukézy ma také vliv zvysené mnozstvi receptortt

GLUT4, inzulinového receptoru a jeho substrati [40].

Z vysledkt nékolika rtiznych studii vyplyvéa, ze skofice ma vliv na snizovéani
hladiny glukézy v krvi, nicméné pro potvrzeni jejtho terapeutického potencialu jsou

potteba dalsi studie [42].
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1.4.3 Antimikrobialni vlastnosti

S rostoucim zdjmem spotiebiteltt o potraviny bez chemickych konzervanta se
zvySuje poptavka po alternativnich variantach, jako jsou konzervanty z rtznych
pfirodnich zdroj. Esencidlni oleje, tedy i skotficovy olej, se jevi jako slibni kandidati
diky svym prokazanym antimikrobidlnim vlastnostem. Skofice, jakozto pfirodni zdroj
bioaktivnich latek, tak predstavuje potencialné tcinnou a bezpec¢nou alternativu pro

konzervaci potravin [43].

Pro své antibakterialni vlastnosti se nyni zkouma potencidlni vyuZiti skotice
jako antibiotika. V mnoha studiich se uvadi, Ze ptisobi jak na grampozitivni, tak na
gramnegativni bakterie. Hlavni latkou zodpovédnou za antimikrobidlni plisobeni

skofice je cinnamaldehyd [44].

Mezi mechanismy antimikrobidlniho ptisobeni skofice patfi zmény v bunécné
membrané a jejim lipidovém profilu, inhibice ATP4zy, inhibice buné¢ného déleni,
inhibice membranovych porint, inhibice pohyblivosti a tvorby biofilmu a schopnost

narusovat ,quorum sensing” (mezibuné¢na komunikace bakterii) [44].

Ve studii [45] se autofi zaméfili na bézné potraviny kontaminujici bakterie
a plisné. Zjistili, Ze skoficovy extrakt a esencialni olej vykazuji silné antimikrobidlni
ucinky proti vétsiné testovanych bakterii, které zptisobuji kontaminaci potravin,
pficemz olej je obecné U¢innéjsi. Bacillus cereus byl nejcitlivéjsi na oba, zatimco
Pseudomonas aeruginosa byla rezistentni na extrakt, ale citlivd na olej. Stejné tak byl
skoficovy olej ucinny proti testovanym plisnim (Alternaria sp., Aspergillus sp.,

Penicillium sp., Rhizopus sp., Rhizomucor sp.). Skoticovy olej se tedy ukazal byt tc¢inné;jsi

nez skoficovy extrakt a bézné pouzivany potravinovy konzervant propionét sodny.

1.4.4 Protizanétlivé acinky

Chronické zanétlivé procesy se do zna¢né miry podili na vzniku nékterych
akutnich ¢i chronickych onemocnéni, jako je napt. DM2, obezita, kardiovaskularni a
neurodegenerativni onemocnéni. Klasicka terapie zanétlivych procestt zahrnuje
pouziti raznych 1ékd, napt. nesteroidni protizanétlivé léky (ibuprofen) ¢i kortikoste-
roidy. Tyto léky vSak maji celou fadu negativnich vedlejsich tc¢inkd. Z tohoto déivodu
je uzitecné hledat jiné alternativy s mensim mnoZstvim negativnich tcinkd.
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Dle autorti [46] lipofilni extrakty skofice cejlonské a ¢inské vykazovaly nejvyssi
protizanétlivé aktivity. Sledovali schopnost jednotlivych latek ve skofici inhibovat
produkci oxidu dusnatého a tumor nekrotizujici faktoru (TNF-a). Latky vykazujici

nejvétsi protizanétlivou aktivitou byly cinnamaldehyd a o-methoxycinnamaldehyd.

Autofi [47] se zaméfili na zkoumani protizanétlivych vlastnosti esencidlniho
oleje z vétvicek C. osmophloeum a také dosli k zadvéru, Ze ma vynikajici protizanétlivé
ucinky, konkrétné latky jako je cinnamaldehyd, oxid karyofylenu, [-borneol,

l-bornyl-acetat, eugenol, p-karyofylen, trans-nerolidol a cinnamyl-acetat.

1.4.5 Dalsi a¢inky skofice na zdravi

Skotice a jeji produkty se tradi¢né vyuzivaji k podpofe traveni, zejména pri
nadymani. Casto se také uvadsi jeji mozny p¥inos p¥i hubnuti a zrychleni metabolismu.
Diky antimikrobidlnim vlastnostem nachazi uplatnéni v péci o zuby a tstni dutinu [37,

48].

Kromeé toho se diskutuje o dal$ich zdravotnich G¢incich skotice. Nékteré studie
naznacuji jeji analgetické vlastnosti, zatimco jiné zkoumaji jeji potencidlni pfinos pro
kardiovaskularni zdravi. Rovnéz se spekuluje o moznych protirakovinnych aéincich,
napriiklad pfi melanomu nebo rakovineé tlustého stieva. Dalsi vyzkumy se zamétuji na
jeji potencidlni roli v prevenci a lécbé neurodegenerativnich onemocnéni, jako je

Alzheimerova a Parkinsonova choroba [37, 49-51].

Vétsina téchto tcinki je vsak stale pfedmétem védeckého zkouméni, a k jejich

potvrzeni ¢i vyvréaceni jsou zapottebi dalsi studie.

1.5 Vyuziti

Skofice ma celou fadu vyuziti a uplatiiuje se v Siroké skéle rtiznych odvétvi.
Nejcastéji se vyuziva v gastronomii. Nejcastéji se uplatniuje pii ptipravé sladkych
pokrmd, jako je napi. triadl, skoficové rolky, churros, zemlovka, ryzovy nakyp, pernik
a mnoho dalsich. Pouziva se vSak také v nékterych slanych pokrmech, které nélezi
napi. do marocké ¢i indické kuchyné. Pikladem mtize byt kofeni garam masala, které
je typicky pouzivané v indické kuchyni. Skofice je taktéZ nedilnou soucasti mnoha

napojt, jako je napi. svarené vino, chai masala ¢i chai latte, skoficovy ¢aj nebo se také
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¢asto pridava do kavy. Ve formé skoficové prichuté se pridava do raznych potravin,
jako jsou napt. bonbony, zZvykacky, Coca-Cola atd. Vybrana jidla s obsahem skoftice

jsou uvedena na obrazku niZe (viz Obrazek 14) [8].

Obrazek 14 a) skoticova rolka [52], b) churros [53] , c) chai latte [54], d) garam masala [55]

Jak uz bylo dfive zminéno, skoficové esencialni oleje se s oblibou také pouzivaji
do rtznych kosmetickych pfipravkd, at uz se jednd o parfémy, mydla, krémy

a podobné [56].

Skofici, at uz v podobé prasku, extraktd, esencidlniho oleje, nanoemulze ¢i
mikrokapsli je mozné piidavat do riznych potravin a napoji za Gcelem zlepSeni
senzorickych a nutri¢nich vlastnosti, zvySenim antioxida¢ni aktivity, prodlouzenim

trvanlivosti a podobné [57].

Skoficovy esencialni olej je také potencialné mozné vyuzit v zemédélstvi jako
biopesticid, coZ je vhodna nahrada za nékteré klasické syntetické pesticidy a také jako

poskliziové oSetfeni ke snizeni plisiiové kontaminace [15].

1.6 Stanoveni bioaktivnich latek ve skofici

1.6.1 Izolace latek

Pro izolaci latek obsaZenych ve skofici je mozné vyuzit rlizné extrakéni

techniky. Volba vhodné extrakéni techniky zélezi na nékolika faktorech, a to
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pfedevsim na povaze izolovanych latek a dédle také na zamyslené analyticka technice.
Hlavni déleni latek obsaZenych ve skofici je na tékavé a netékavé. Pro tékavé latky se
nejcastéji vyuziva destilace s vodni parou ¢i hydrodestilace. Tyto techniky se lisi tim,
Ze pti destilaci s vodni parou neni material v kontaktu s vodou, ale s vodni parou,
zatimco hydrodestilace vyuzivd pfimé ponofeni materidld do vody a nasledné
zahtivani. Pro hydrodestilaci se nejc¢astéji vyuZzivaji aparatury Clevengerova typu. Obé

tyto techniky slouzi k ziskavani esencidlniho oleje.

Pro latky netékavé se casto vyuzivaji jak klasické extrakéni techniky, jako je
extrakce organickymi rozpoustédly (methanol, ethanol, chloroform) a extrakce vodou,

tak i techniky modernéjsi, jako je mikrovinnd extrakce, extrakce nadkritickou

tekutinou ¢i extrakce pomoci ultrazvuku [17].

1.6.2 Analyza latek ve skofice

Pro analyzu latek obsazenych ve skofici je mozné vyuzit rtizné analytické
techniky. Opét se voli vhodnda analyticka technika na zdkladé povahy sledovanych
latek. Jak jiz bylo zminéno, nejcastéji sledovanymi latkami ve skofici jsou
cinnamaldehyd, kumarin, eugenol, linalool a dal$i. Obecné lze latky obsazené ve
skofici rozdélit na tékavé a netékavé. Tékavé latky jsou hlavnimi slozkami
esencidlniho oleje a do této kategorie patfi latky jako je cinnamaldehyd, eugenol,

linalool a dalsi.

V soucasnosti se pouzivaji predevsim techniky separac¢ni. Pro analyzu
tékavych latek obsazenych v esencidlnim oleji se vyuziva plynova chromatografie,
ato zejména ve spojeni shmotnostni spektrometrii (GC-MS), kterd umoziiuje
identifikovat jednotlivé slozky. Dale se pouziva plynové chromatografie s plamenové
ioniza¢nim detektorem (GC-FID) nebo také pokrocilejsi techniky, jako je vicerozmérna
plynova chromatografie (GCxGC), které jsou schopné identifikovat mnohonasobné

vice latek nez bézna plynova chromatografie [58-60].

V plynové chromatografii se nejc¢astéji vyuzivaji nepolarni kapilarni kolony na

bazi siloxant (napt. HP-5MS, DB-5 a dalsi) [61, 62].
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Mezi méné tékavé ¢i netékavé latky obsazené ve skofici patfi fenolické latky
(napf. kyselina kavovéd, kyselina p-kumarova), flavonoidy (kvercetin, kaempferol)
adalsi. Pro analyzu téchto latek se casto pouzivd vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), ktera je bézné kombinovana s UV /VIS detekci pro citlivé
a specifické stanoveni analyti na zdkladé jejich absorpénich vlastnosti. Dale se
pouziva kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) a ultravysokotucinna kapalinovd chromatografie s vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS). Pomoci HPLC Ize analyzovat i nékteré

tékavé latky pfitomné ve skofici (napf. cinnamaldehyd ¢i eugenol) [17].

Pti analyze skotice pomoci HPLC se nejcastéji pouziva HPLC s obracenymi
tdzemi, kde je mobilni faze polarnéjsi nez stacionarni. K tomu jsou casto voleny
staciondrni faze s oktadecylem navazanym na silikagelu (C18 kolony), vcetné jejich
modifikovanych forem, jako jsou XDB-C18, Hypersil GOLD™ (18, Kinetex® a dalsi.
Jako mobilni faze se obvykle pouzivd smés deionizované vody a acetonitrilu (nebo
methanolu), okyselend kyselinou octovou nebo mravendi. Pro efektivnéjsi separaci se

bézné vyuziva gradientova eluce [63-66].

Pro stanoveni specifickych vlastnosti extraktu Ize vyuzit i dal$i metody, jako je
kolorimetrickd metoda Folin-Ciocalteu, kterd se pouzivd k méfeni obsahu fenolickych
sloucenin a ke stanoveni antioxida¢ni kapacity, nebo také pfima analyza v redlném

¢ase pomoci hmotnostni spektrometrie (DART-MS) [17].
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V tabulce (viz Tabulka 11) jsou uvedeny piiklady postupti od riznych autort.

Tabulka 11 Prehled izola¢nich a analytickych technik vyuzivanych pro skoftici

Izolaéni technika Analyt.lcka Stanovené slouceniny Zdroj
technika
) : HPLC- .
Parni destilace UV/VIS Cinnamaldehyd [63]
Soxhletova HPLC- .
P UV/VIS Cinnamaldehyd [63]
Nadkriticka HPLC- Kumarin, k. skoficovd, cinnamaldehyd, [64]
extrakce UV/VIS cinnamylalkohol

K. kavova, k. ferulovd, pyrogallol,

Extrakce k. p-hydroxybenzoova, vanilin, k.
ethanolem LC-MS/MS p-kumarova, k. gallova, [67]

k. askorbovéa
Linalool, eugenol, a-pinen, sabinen,

a-terpinen, limonen, eukalyptol,

Hydrodestilace GC-FID a-terpinen, terpinolen, [68]
terpinen-4-ol, terpineol, methyleugenol,
a-selinen
Sonohydrodestilace GC-MS Cinnamaldehyd [69]
Cinnamaldehyd, eukalyptol,

Extrakce vodou GC-MS a-terpinolen, borneol, y-terpinen, [70]

benzaldehyd, karvakrol, 6-3-caren

. Folin-
Extra.kce,pulzmm Ciocalteuova Fenoly [71]
elektrickym polem
metoda

1.7.2.1 Vysokotu¢inna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie neboli HPLC (z angl. High

Performance Liquid Chromatography) je analyticka separa¢ni metoda. Je zalozena na

déleni slozek vzorku na zakladé rtizné afinity téchto slozek ke stacionarni fazi, ktera

je umisténa v chromatografické koloné. Mobilni faze (kapalina) unasi vzorek

chromatografickym systémem, kde dochézi k interakci jednotlivych slozek (analytti)

se staciondrni fazi a tomu dmérnému zadrzovani (retenci) téchto slozek. Z toho
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v v,

vyplyva, Ze analyt s niZsi afinitou ke stacionarni fazi se bude v systému zadrzovat

kratsi dobu a naopak [72, 73].

Z tyzikalné-chemického principu lze kapalinovou chromatografii rozdélit na
nékolik druhti: adsorpéni chromatografii (stacionarni fazi tvori pevné nemodifikované
c¢astice, k separaci latek dochazi vlivem rozdilné sily interakce s povrchem stacionarni
taze), rozdélovaci chromatografii (stacionarni fazi tvofi kapalina, ktera je nanesena na
pevném nosici, dochazi k separaci latek na zakladné rozdilného rozdélovaciho koefi-
cientu), iontové-vymeénnou chromatografii (staciondrni fazi tvoti nosic¢, na kterém jsou
navazany nabité funkéni skupiny, k separaci latek dochazi diky iontové vymeéné),
gelovou chromatografii (stacionarni fazi tvori gel s presné definovanou velikosti pért,
dochazi k separaci latek v zavislosti na velikosti molekul - mensi molekuly pronikayji
pory rychleji) a afinitni chromatografii (stacionarni fazi tvoii nosi¢ s immobilizova-

nymi ligandy, dochazi k separaci latek na zdkladé specifickych interakci) [73].

Na zakladé polarity mobilni a staciondrni faze rozliSujeme u rozdélovaci
chromatografie dvé zdkladni modifikace HPLC, a to HPLC s normalnimi fazemi
(NP-HPLC neboli Normal Phase HPLC) a HPLC s obracenymi fazemi (RP-HPLC
neboli Reverse Phase HPLC), pfi¢emz vyuziti RP-HPLC v soucasnosti zcela pfevazuje
(> 90 %). Plati, ze u NP-HPLC je stacionarni faze polarnéjsi nez mobilni a u RP-HPLC
je to naopak. U RP-HPLC neinteraguji vysoce polarni latky se stacionarni fazi a eluuji

se nejdfive, zatimco méné polarni latky pozdéji [72, 73].

Slozeni mobilni faze v priabéhu analyzy muize byt bud’ stejné po celou dobu -
v tom piipadé se jednd o izokratickou eluci, a nebo promeénlivé, pfi¢emz se v case
postupné zvysuje koncentrace latky s vyssi eluéni silou - v tomto piipadé se jedna

o eluci gradientovou, kterd je v soucasné dobé pouzivanéjsi zejména pro urychleni

analyzy a efektivnéjsi separaci latek s velmi rozdilnou retenci [72, 73].

HPLC systém se skldda z nékolika klicovych komponent (viz Obrazek 15), které
spole¢né umoznuji efektivni separaci latek. Rezervodr mobilni faze obsahuje
rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel, ktera se erpaji do systému. Cerpadlo zajistuje
konstantni tok mobilni faze pod vysokym tlakem (typicky 140 az 400 bar), coz

umoznuje efektivni separaci i u sloZitych smési. Vstfikovaci systém, ¢asto ve formé
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autosampleru, umoznuje presné davkovéani vzorku do toku mobilni faze. Hlavni
separace probihd v chromatografické koloné, ktera obsahuje stacionarni fazi, nej¢astéji

modifikovany silikagel (naptiklad C18 pro RP-HPLC) [73].

Zpracovani signalu v PC

Dévkoviéni vzorku

1
Vysokotlakeé cerpadlo l M
. E
°e I

Davkovaci ventil ==
C

Detektor

HPLC kolona
s termostatem

Odpad

1
Mobilni faze 54“

Obrazek 15 Schéma HPLC
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Aby bylo moZzné rozseparované latky spravné identifikovat a kvantifikovat, je
nutné do chromatografického systému zaclenit také vhodny detektor, ktery
zaznamena pruchod analyzovanych latek a prevede je na méfitelny signal. Mezi
nejpouzivanéjsi HPLC detektory patfi napi. fluorescenci detektor, dale casto
pouzivany UV /VIS detektor (viz Obrazek 16) ¢i detektor s diodovym polem (DAD).

Vsechny tyto detektory pracuji na principu absorpce ¢i emise zateni [73].

Ptivod z chromatografické kolony

|

Polopropustné zrcadlo Pritokové cela Detektor
(fotodioda)

1

Disperzni miizka < I M
‘ Reference

———

Detektor

(fotodioda) FC I
Odtok do odpadu
\ P
Wolframova lampa O\\
(380 a% 900 nm) Deuteriové vibojka
(190 a2 380 nm)

Stérbina

Sklopné zrcadlo

Obrazek 16 Schéma UV/ VIS detektoru
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a zafizeni

* BéZné pouzivané laboratorni nddobi a pomtcky

* Analytické vahy KERN® M CE (Kern & Sohn, Némecko)

» Ultrazvukova lazen (Bandelin Sonorex TK 52, Némecko)

* Mikrocentrifuga MiniStar Silverline (VWR®, USA)

* Su$arna Heratherm (Thermo Scientific, USA)

» Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series LC/MSD trap SL (Agilent
Technologies, = USA)  vybaveny  spektrofotometrickym  detektorem
a hmotnostnim detektorem, odplyniovacem mobilni faze, kvartérni pumpou,
termostatovanym automatickym ddvkovacem a termostatem kolony

o pouzitd kolona: Gemini® 3 pym C18 110 A, 150 x 3,0 mm (Phenomenex,
USA)
» Zafizeni pro pfipravu ultracisté vody (MILLI-Q, Merck Millipore, Némecko)

3.2 Chemikalie

Tabulka 12 Pouzivané chemikalie

Latka Vyrobce Cistota [%]
Acetonitril, MS grade Honeywell, USA >99,9
Ultracista voda MILI-Q, I\CIerck Milipore, i
Neémecko
Si -Aldrich, Co.,
Kyselina mravenci 1ema y Heh, -0 >98

Neémecko

Methanol Slgma-éldrlch, Co., >999
Neémecko
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3.3 Standardni latky

Tabulka 13 PouZzivané standardni latky

Cistota Molekulova hmotnost

Standard Vyrobce
Y [%] [
Fl ™
Protokatechaldehyd . }1ka ! >97 154,13
Svycarsko
Kyseli Fluka™
ysetna - JFluka'™, 97 354,32
chlorogenovéa Svycarsko
) Sigma-Aldrich,
Kysel q q >
yselina kavovéa Co., Némecko 99 180,16
1 ™
Kyselina ’ vFl}lka ; > 08 164,16
p-kumarova Svycarsko
_ Sigma-Aldrich,
>
Kumarin Co., Némecko >99 146,15
: Sigma-Aldrich,
Cinnamylalkohol Co., Némecko 98 134,18
Fluka™,
Kyselina skoficova v u a =99 148,16
Svycarsko
, Sigma-Aldrich,
>
Cinnamaldehyd Co., Némecko =95 132,16
Sigma-Aldrich,
Eugenol Co., Némecko 99 164,20
34 Vzorky
Tabulka 14 Oznaceni a popis vzorkt skofice mleté
Vzorek Znacka Cislo sarze
1 Vitana 12411222 -
2 K-Classic 1.24345C -
3 Avokado 11435747 -
4 Kania L.3540765 -
5 It's Natural 3542555 BIO
skotice
6 Sonnentor DFI24042403F03  Clonska, BIO,
zemé puvodu:
Madagaskar
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3.5 Postupy
3.5.1 Postup pfipravy vzorku

Nejprve bylo navaZeno asi presné 120 mg pfislusného vzorku skotice do 25ml
odmérné bariky. Nasledné bylo pfidano rozpoustédlo methanol a voda (1:1, v/v)
nékolik cm pod rysku odmérné bariky. Odmeérna barika byla umisténa na dobu
30 minut do ultrazvukové lazné. Po uplynuti této doby byla odmérné barika vyjmuta
z ultrazvukové lazné a po vychladnuti na laboratorni teplotu byla doplnéna
rozpoustédlem po rysku. Po diikladném promichéani bylo ptelito cca 1,5 ml suspenze
do mikrozkumavky Eppendorf a ta byla centrifugovdna po dobu cca 1 minuty.
Nasledné byl pomoci automatické pipety odebran supernatant, ten byl zfiltrovan
stfikackovym filtrem o velikosti porti 0,22 pm do vialky. Extrakt byl inhed podroben
analyze nebo byl uchovavan v chladnicce pii teploté 5 °C pro dalsi pouziti. Extrakty
bez centrifugace a filtrace byly taktéz uchovavéany v chladni¢ce pro dalsi pfipadné

pouziti (viz Obrazek 17).

Obrazek 17 Vzorky po vyjmuti z ultrazvukové lazné

3.5.2 Postup zahfivani vzorkt

Vzorky skofice byly zahfivany v laboratorni susdrné Heratherm (Thermo
Scientific). Pro kazdy sledovany casovy interval byly pfipraveny dvé hlinikové
misti¢ky, do nichZ bylo nasypano piiblizné stejné mnoZzstvi skofice (cca vétsi 1zicka),
viz Obrazek 18. Misti¢ky byly nasledné vlozeny do pfedehfaté susarny nastavené na
jednu ze ti1 teplot: 120 °C, 150 °C nebo 180 °C. Doba zahtivéni byla 10, 20, 30, 40 minut,

pficemz pro kazdou kombinaci teploty a ¢asu byly pouzity vzdy nové vzorky.

42



Po ukonceni zahtivani byly vzorky ponechany vychladnout na pokojovou
teplotu a nasledné bylo z kazdého vzorku navéZeno asi piesné 120 mg do 25ml
odmérné bariky. Dalsi zpracovani probihalo stejnym zptsobem jako pfi piipravé

nezahtivanych vzork (viz kapitola Postup pfipravy vzorku).

Obrazek 18 Vzorky na hlinikovych miskach

3.5.3 Postup pripravy kalibra¢nich standardii

Pro kvantifikaci vybranych latek pfitomnych ve skofici bylo tfeba pripravit
prislusné kalibra¢ni standardni roztoky. Nejprve bylo pfipraveno 9 kalibra¢nich
zasobnich roztokh o koncentraci 500 mg/1 navdZenim asi presné 25 mg dané latky do
50ml odmérné bariky. Dale byly pfipravené roztoky doplnény po rysku methanolem
a vodou v poméru 1:1 (v/v) a diikladné promichany (v piipadé potteby byly umistény
na par minut do ultrazvukové lazné). Nasledné byly z téchto zdsobnich roztokt
fedénim pripraveny smésné kalibra¢ni standardni roztoky (viz Tabulka 15), pficemz
byl jesté dodate¢né pripraven standardni roztok o koncentraci 200 mg/1 navdzenim
latek, a zné byly fedénim pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 50 a
100 mg/1. Smésné kalibracni roztoky byly taktéz doplnény methanolem a vodou
v poméru 1:1 (v/v). Tyto smésné kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny v koncentra¢nim
rozmezi cca 0,01 az 200 mg/1l. Nakonec byly vSechny tyto roztoky pfelity do vialek
a analyzovany (pfipadné byly skladovany v chladnicce pii 5 °C), pficemz kazda vialka

byla zméfena dvakrat.
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Tabulka 15 Redéni kalibra¢nich roztok

Piipraven
Kalibrac¢ni fedénim ze zas. Odmérna Pipetovany
standard [mg/1] standardu barka [ml] objem [ml]
[mg/1]

0,01 20 50 0,025
0,025 20 50 0,0625
0,05 20 50 0,125
0,1 20 50 0,25
0,25 20 50 0,625
0,5 20 50 1,25
1 20 50 2,5
2,5 20 50 6,25

5 20 50 12,5
10 20 50 25
20 500 50 2
50 200 50 12,5

100 200 50 25

200 - - -

3.5.4 Postup provedeni validace

Jako prvni byly stanoveny hodnoty LOD (mez detekce) a LOQ (mez
kvantifikace), a to tak, Ze se pro nejnizsi koncentrace jednotlivych latek odecetla
pramérna vyska Sumu a také vyska jednotlivych pikt (viz Pfiloha 11). Z jejich poméru

byly nasledné vypocteny prislusné hodnoty LOD a LOQ pomoci nasledujiciho vztahu.

| v

LOD =3 -

LOQ = 10-

Zlwn Z

Pro stanoveni spravnosti (vytéznosti) byly nejprve zméfeny koncentrace
standardt o koncentracich 1, 10 a 100 mg/1 (pétkrat pro kazdou koncentraci) béhem
jednoho dne a ztéchto koncentraci byly vypocteny vytéZznosti, které byly poté
zpramérovany. Tyto roztoky standardt byly taktéz zméfeny v ramci tii raznych dnd,
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pfi¢emz za jeden den byly zméteny dvakrat. Opét byly vypocteny koncentrace a z nich
byly spocitany vytéznosti pro kazdou koncentraci a poté byl vytvofen primér ze vsech
tf1 dni. Stejnym zptsobem byly stanoveny také presnosti (opakovatelnosti), jenz byly
vyjadieny pomoci RSD v %, a to jak v ramci jednoho dne (5 hodnot pro kazdou
koncentraci - intraday), tak béhem tfi dnt (2 hodnoty v jednom dni, takZe celkem 6

hodnot - interday).

Déle byla vramci validace posuzovana stabilita roztokd standardd
prostiednictvim vytéznosti, kdy se porovnaly primérné vytéZznosti standarda za 1. az
3. den s vytéZnostmi stanovenymi 17. den. Byly porovnany jiz naméfené hodnoty
standard@t o koncentracich 1 a 10 mg/1 béhem tfi dnt (byly stanovené primérné
vytéZznosti ze 6 hodnot) sprimérnymi vytéZnostmi pro standardy o stejnych
koncentracich stanovené 17. den (ze 2 hodnot). Jelikoz bylo tfeba porovnat primeér s 1.
az 3. dne s primeérem ze 17. dne, RSD nebylo k tomuto porovnani vhodné. Proto se
vypocitaly relativni rozdily mezi pramérnou koncentraci za 1. az 3. den a za 17. den,

aby bylo mozné alespoii ¢aste¢né posoudit opakovatelnost.

Spravnost metody byla ovéfena stanovenim vytéznosti pomoci pridavku
znamého mnozstvi standardu do redlného vzorku. Do 25ml odmérné bariky bylo
presné navazeno piiblizné 120 mg vzorku ¢. 4, ke kterému bylo pfidano 2,3 ml
smésného standardu o koncentraci 200 mg/1. Mnozstvi pfidavku pro jednotlivé latky
na odmérnou bariku je uvedeno v nize uvedené tabulce (viz Tabulka 16) Takto
pripravené vzorky byly dale zpracovany shodné jako bézné vzorky bez pridavku
standardu (viz 2.4.1 Postup pfipravy vzorku) a nasledné analyzovany. Koncentrace
analytti byly stanoveny na zékladé ploch pikti pomoci pfislusnych kalibra¢nich rovnic.
Pro vypocet vytéznosti byla z celkové odezvy vzorku s pfidavkem standardu odec¢tena
odezva odpovidajici ptvodnimu vzorku bez piidavku. Na zdkladé rozdilu mezi
naméfenym a skuteéné pfidanym mnozstvim analytu byla vypoctena hodnota
vytéznosti. Vzorky byly pfipraveny ve dvou replikach, kazda meéfena dvakrat, a cely
postup byl zopakovan ve dvou rtiznych dnech. Celkem bylo ziskdno osm hodnot
vytéznosti, z nichz byla vypoctena primeérna hodnota. Stejnym zptisobem byla

stanovena také interday opakovatelnost (ze dvou dni).
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Tabulka 16 Pfidavek standardu

Standard Pridavek [mg]
Protokatechaldehyd 0,48
Kyselina chlorogenova 0,50
Kyselina kavova 0,48
Kyselina p-kumarova 0,46
Kumarin 0,47
Cinnamylalkohol 0,47
Kyselina skoficova 0,47
Cinnamaldehyd 0,55
Eugenol 0,49

3.6 Podminky analyzy

Chromatografickd separace vzorkt byla provedena pomoci kapalinového
chromatografu Agilent 1100 Series, s vyuzitim UV /VIS detektoru. Analyza probihala
v systému s reverznimi fdzemi (nepolarni stacionarni a polarni mobilni faze). Separace
probihala na koloné Gemini 3um C18 110 A (150 mm x 3 mm, velikost ¢astic 3 pm).
Jako mobilni faze byl vyuzit vodny roztok 0,1% kyseliny mravenc¢i (MF-A) a roztok
acetonitrilu s 0,1% kyselinou mraven¢i (MF-B). Mobilni faze byla pfipravena
odpipetovanim 0,5 ml kyseliny mraven¢i do 500ml odmérné bariky, doplnénim

deionizované vody/acetonitrilu po rysku a promichanim.

Samotna analyza probihala pii podminkach uvedenych v nize uvedené tabulce

(viz Tabulka 17), pfi¢emz pouzity gradient je uveden v dalsi tabulce (viz Tabulka 18).

Tabulka 17 Podminky analyzy

Davkovany Teplota Detekéni
Parametr Pratok MF
objem kolony vinova délka
Hodnota 5ul 0,7 ml/min 40 °C 280 nm
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Tabulka 18 Pouzity gradient

Cas MEF (B) [%] MF (A) [%]
0 5 95
1 5 95

25 40 60

35 90 10
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Skotice je oblibené a ¢asto pouzivané koreni nejen v kuchyni, ale také v tradi¢ni
mediciné diky svému bohatému obsahu bioaktivnich latek. Nejcastéji se pouZziva pfi
peceni a tepelné tpravé sladkych i slanych pokrmi, kde se vystavuje vy$sim teplotam.
Pravé z tohoto davodu je vhodné sledovat, jak teplota ovliviiuje koncentraci

jednotlivych ucinnych latek obsaZenych ve skoftici, pfedevsim fenolickych kyselin

a dalsich antioxida¢nich ¢i aromatickych slouc¢enin.

V této diplomové praci byl zkouman vliv teploty na obsah vybranych latek,
které se podileji na antioxidac¢nich, protizdnétlivych a senzorickych vlastnostech sko-
fice. Mezi sledované slouceniny pattily protokatechaldehyd, kyselina chlorogenové,
kyselina kdvov4, kyselina p-kumarova, kumarin, cinnamylalkohol, kyselina skoticova,

cinnamaldehyd a eugenol.

Cilem bylo zjistit, jak se koncentrace téchto latek méni v zavislosti na teploté,
a tim lépe pochopit, do jaké miry muhZze tepelna Gprava (napf. pfi peceni) ovlivnit

zdravotni i senzorickou hodnotu skofice pouZivané v potravinarskych produktech.

4.1 Optimalizace podminek

Pred analyzou samotnych vzorki skofice bylo nutné optimalizovat jak proces
pripravy vzorku (volba vhodného extrakéniho rozpoustédla, doba extrakce atd.), tak
separa¢ni podminky, jako je sloZzeni mobilni faze, optimalni priatok, davkovany objem
vzorku a detekéni podminky. Cilem tohoto optimaliza¢niho procesu bylo stanoveni
idedlnich podminek pro separaci latek ve vzorcich skofice, aby bylo dosazeno co

ve

nejvyssi tcinnosti separace a rozliseni vsech sledovanych analyta.

4.1.1 Optimalizace pfipravy vzorku

Pfiprava vzorku je klicovym krokem v analytickém procesu, ktery muze
vyrazné ovlivnit kvalitu a spolehlivost vysledk(i analyzy. Spravna pfiprava vzorku
zajisti, ze analyzované latky budou piitomny v optimélni formé pro naslednou
separaci a detekci, ¢imz se minimalizuje riziko chyb a zkresleni vysledki. Dilezitym

aspektem je i vybér spravného mnozstvi vzorku a vhodného rozpoustédla, které zajisti
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efektivni extrakci analytd z matrice vzorku a jejich stabilitu béhem analyzy. Jako

extrakéni metoda byla zvolena ultrazvukova extrakce v ultrazvukové lazni.

V ramci optimalizace pfipravy vzorku bylo testovdno nékolik raznych navazek
vzorku, aby bylo moZzné najit idedlni mnoZzstvi pro dosaZeni co nejlepsi detekce
analyzovanych latek. Dale byla testovdna riznd rozpoustédla, mezi kterd pattila
ultracistd voda, methanol nebo smés ultracisté vody a methanolu v poméru 1:1
(viz Obrazek 19). Volba vhodného rozpoustédla je zdsadni, nebot ovliviiuje nejen
ucinnost extrakce, ale také stabilitu analyth ve vzorku. Kazdé rozpoustédlo bylo
testovano s cilem maximalizovat extrakci a minimalizovat interferen¢ni latky, které by

mohly negativné ovlivnit vysledky analyzy.
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Obrazek 19 Porovnani chromatogramt pro rtiznd extrakéni rozpoustédla

Pfi porovnani rtiznych extrakénich rozpoustédel bylo zjisténo, ze pouziti vody
vedlo k extrakci latek, které eluovaly predevsim na zacatku chromatogramu. Tento jev
naznacuje pfitomnost vysoce polarnich sloucenin, které se do vodného prostiedi
extrahuji snadno. Tyto slozky vSak nepfredstavuji cilové analyty této préce, a proto

samotna voda nebyla pro tcely analyzy nejvhodnéjsi.
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Pti pouziti ¢istého methanolu byl pozorovan vys$si signal v oblasti cilovych
sloucenin nez v pripadé vody. Methanol umoZnil extrakci $irsiho spektra méné
polarnich latek, coZ se projevilo vétsim poctem a intenzitou relevantnich pikt

v chromatogramu. Pfesto nebyl vysledek zcela optimalni.

Nejlepsi vysledky byly zaznamendny pfi pouziti smési methanolu a vody
v poméru 1:1. Tato kombinace vykazovala nejvyssi extrakéni tcinnost vici cilovym
slouceninam, coz bylo patrné z vétsiho poc¢tu dobte separovanych pikt a jejich vyssi
intenzity (viz Obrazek 19). Smés obou rozpoustédel tak poskytla vyvazené podminky
pro extrakci jak polarnéjsich, tak méné polarnich latek a prokazala se jako nejvhodné;jsi

pro néslednou analyzu.

4.1.2 Optimalizace separa¢nich podminek
Pro nalezeni vhodnych separa¢nich podminek byly testovany rtizné separa¢ni

podminky s cilem rozdélit hledané analyty od dalsich soucasti vzorku.

Pro separaci latek byl pouzit HPLC systém s UV/VIS detekci pfi vinové délce
280 nm, kterda odpovida absorpénimu maximu vétSiny sledovanych sloucenin.
Na zacatku byla testovana moZznost identifikace ldtek pomoci hmotnostni
spektrometrie. Byly vyzkouseny dva bézné ioniza¢ni rezZimy - ionizace elektrosprejem
(ESI) a chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI), a to v pozitivnim
i negativnim moédu. Vzhledem k tomu, Ze vétSina latek nebyla v hmotnostnich
spektrech pozorovatelna, bylo od dalsitho vyuziti hmotnostniho spektrometru

upusteno.

Co se tyce sloZzeni mobilni faze, tak byly testovany tyto mobilni faze 0,05%
vodny roztok kyseliny mravenéi (MF-A), 0,05% roztok Kkyseliny mravenci
v acetonitrilu (MF-B), déale 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci (MF-A), 0,1% roztok
kyseliny mravenci v acetonitrilu (MF-B) a 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci
(MF-A), oztok kyseliny mravenc¢i v methanolu (MF-B). Pfi pouziti 0,05% roztokt
nedochazelo k aplné separaci piki a pfi pouziti methanolu jako mobilni faze
dochézelo k velkému nartstu tlaku v systému. Nakonec se tedy ukézalo jako nejlepsi
pouziti mobilni faze 0,1% vodny roztok kyseliny mravenc¢i (MF-A), 0,1% kyselina
mravenci v acetonitrilu (MF-B).
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Také byly testovany rtzné elu¢ni gradienty, a jako nejvhodnéjsi byl vybran
tento gradient: 0 minut - 5 % MF-B, 1 minuta - 5 % MF-B, 25 minut - 40 % MF-B,
35 minut - 90 % ME-B.

Na niZe uvedeném obrazku (viz Obrazek 20) je ukazkovy chromatogram pro
standardy o koncentraci 10 mg/1, pticemz ¢isla jednotlivych pikt a reten¢ni casy latek

jsou uvedeny v nésledujici tabulce (viz Tabulka 19).
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Obrazek 20 Chromatogram standardd o koncentraci 10 mg/1
Tabulka 19 Pofadi pikt a reten¢ni ¢asy sledovanych latek
Cislo piku Retemzm cas Latka
[min]
1 7,36 Protokatechaldehyd
2 9,12 Kyselina chlorogenova
3 9,84 Kyselina kdvova
4 12,50 Kyselina p-kumarova
5 16,10 Kumarin
6 18,24 Cinnamylalkohol
7 19,92 Kyselina skoficova
8 21,02 Cinnamaldehyd
9 24,91 Eugenol
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4.2 Kalibraéni zavislosti

Kvantitativni analyza byla provedena pomoci metody kalibra¢nich zavislosti.
Pro tuto analyzu byly pfipraveny kalibra¢ni fady standardti, které byly nasledné
proméfeny. Na zdkladé téchto méfeni byly vytvoreny regresni grafy, jez zobrazuji
zévislost odezvy UV/VIS detektoru na koncentraci jednotlivych roztokd. Ziskané
regresni parametry byly pouZity k vypoctu koncentraci latek ve vzorcich. Kazdy
kalibra¢ni bod byl zméten dvakrat. Kalibra¢ni grafy standardti jsou uvedeny v pfiloze

(viz Ptiloha 1 az P¥iloha 9).

Na zakladé ziskanych kalibra¢nich dat byly stanoveny hodnoty smérnic
a usekt jednotlivych regresnich pfimek. Bylo provedeno statistické hodnoceni
vyznamnosti téchto parametrt na hladiné a=0,05 (viz Tabulka 20). V ramci tohoto
hodnoceni byly vypocteny p-hodnoty, které slouzi k posouzeni, zda dany parametr
(napf. smérnice) vyznamné prispivd k vysvétleni zavislosti mezi koncentraci
a detekéni odezvou. Cim je p-hodnota nizi, tim vy$si je pravdépodobnost, ze dany
parametr ma skutecny vliv a jeho hodnota neni vysledkem statistické variability

a naopak.
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Tabulka 20 Hodnoty smérnic a tiseki a jejich statistickd vyznamnost (statisticky vyznamny - ANO, statisticky
nevyznamny - NE)

Standard Smeérnice p-h(v)dn.ota Usek p-l}odnota
smérnice aseku
Protokatechaldehyd 30'62(i)§£51621 00000 74(1@];)1'1212 0,8899
Chﬁfigiﬂiva 10,55(1:3 Ni 350537 0,0000 -0,02923T §)4,2347 0,945
Kyselina kivova 23'11(121;—’3)'1044 0,0000 5'973?§E§'2381 0,4180
plg;:;;i ;, 37,87(4113 Ni (;)),3285 0,0000 10,30(25N iE )5,4441 0,071
Kumarin 29'99(f;£)'0913 0,0000 10'10422&)6'1660 0,1155
Cinnamylalkohol 3’35?2;8’)0 ez 0,0000 0’130(21\?13(;'1752 0,4745
Kyselina skoficova 61'5‘1(11;(%'2372 0,0000 12’583(5;;)5’3419 0,4202
Cinnamaldehyd 70'41(%\?8)'2867 0,0000 11’8%(2&2)1'8913 0,5919
Eugenol 7'25?2;&0426 0,0000 1’484?&3)’2586 0,6541

Vysledky ukazaly, ze p-hodnota pro smérnice vsech kalibra¢nich zavislosti byla
niz$inez 0,05, coz svéd¢i o jejich statistické vyznamnosti. Naopak p-hodnoty pro tiseky
byly vyssi nez 0,05, coz naznacuje, ze tyto parametry jsou statisticky nevyznamné
a mély by byt z regresniho modelu vypustény [74, 75]. Na zakladé tohoto zjisténi byl
regresni model zpfesnén, a byly opétovné spocitdiny smérnice pro jednotlivé latky

(viz Tabulka 21).
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Tabulka 21 Hodnoty smérnic a tisekti po zpfesnéni regresniho modelu (statisticky vyznamny - ANO)

Standard Smérnice p-hodnota smérnice Usek
Protokatechaldehyd 30,6330 + 0,1386 0,0000 (ANO) 0
Kyselina chlorogenova 10,5516 + 0,0446 0,0000 (ANO) 0
Kyselina kavova 23,1578 £ 0,1048 0,0000 (ANO) 0
Kyselina p-kumarova 38,1793 + 0,3032 0,0000 (ANO) 0
Kumarin 30,0648 + 0,0826 0,0000 (ANO) 0
Cinnamylalkohol 3,3628 + 0,0115 0,0000 (ANO) 0
Kyselina skoficova 61,6338 £ 0,2079 0,0000 (ANO) 0
Cinnamaldehyd 70,4828 £ 0,2499 0,0000 (ANO) 0
Eugenol 7,2639 + 0,0353 0,0000 (ANO) 0

Po apravé modelu byla provedena finalni regresni analyza (viz Tabulka 22),
jejiz vysledky vykazovaly vysokou miru shody mezi méfenymi hodnotami
a kalibra¢nimi daty. Vétsina vyslednych regresnich modeld dosahovala koeficientu
determinace R2=0,999, coz potvrzuje vysokou pfesnost a spolehlivost zvolené
kvantifika¢ni metody. Pouze u kyseliny p-kumarové byl tento koeficient mirné nizsi,

coz muze byt zplisobeno mensi odchylkou v méfeni nebo nizsi linearitou v daném

rozsahu koncentraci.
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Tabulka 22 Regresni parametry

Standard Linearni Regre.sm R R2
rozsah rovnice

Protokatechaldehyd 0,0504 az206,4 y =30,6330-x 0,9998 0,9995

Kyselina 0203222172 y=10,5516-x 0,9998 0,9997
chlorogenova

Kyselina kavova 0,588 az2084 y=23,1578-x 0,9998 0,9997

Kyselina 0,0252a249,8 y=381793-x 09993 0,9987
p-kumarova

Kumarin 0,0506 az203,2 y =30,0648-x 0,9999 0,9998

Cinnamylalkohol 0,574 az 22,96 y =33628-x 0,9999 0,9999
Kyselina skoficova  0,0265az2024 y =61,6338-x 0,9999 0,9997
Cinnamaldehyd 0,0287 az239,2 y =70,4828-x 0,9998 0,9997
Eugenol 0,252 az 210 y=72639-x 09998 0,9996

4.3 Validace metody

Validace analytické metody je proces, jehoz cilem je ovéfit, zda je zvolena
metoda vhodnd pro zamysleny uacel. Slouzi k prokazani, Ze metoda poskytuje
spolehlivé, pfesné a reprodukovatelné vysledky v ramci definovanych podminek.
Validace hodnoti klicové parametry, jako jsou linearita, mez detekce (LOD), mez
kvantifikace (LOQ), pfesnost, spravnost, selektivita, opakovatelnost ¢i robustnost.
Vysledky validace nasledné potvrzuji, Ze je analyticka metoda vhodna pro pouziti pti

stanoveni sledovanych latek v daném typu vzorku [76].

4.3.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Hodnoty LOD (limit detekce) a LOQ (limit kvantifikace) ur¢uji minimalni
koncentrace analytu, které 1ze spolehlivé detekovat a kvantifikovat v daném vzorku.
LOD je definovan jako nejnizsi koncentrace, pfi které je signdl analytu odlisny od
Sumu, zatimco LOQ piedstavuje koncentraci, pfi které je mozné analyt spolehlivé
kvantifikovat s pozadovanou pfesnosti a opakovatelnosti. Tyto hodnoty jsou klicové

pro validaci analytické metody a pro zajisténi spolehlivosti vysledkt [76].
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Pro stanoveni téchto hodnot byla z chromatogramt ode¢tena priamérna vyska
Sumu a vysky pikt pro nejniZsi kalibra¢ni body jednotlivych latek (viz Pfiloha 11).
Ptislusné hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé latky jsou uvedeny v nasledujici tabulce
(viz Tabulka 23).

Tabulka 23 Hodnoty mezi detekce a stanovitelnosti

LOD LOQ
Standard
[mg/l] [mg/l]
Protokatechaldehyd 0,0113  0,0377
Kyselina 0,0255  0,0851
chlorogenova

Kyselina kavova 0,0138  0,0460
Kyselina p-kumarova 0,0071  0,0237
Kumarin 0,0142 0,0472
Cinnamylalkohol 0,0970  0,3745
Kyselina skoficova 0,0064 0,0212
Cinnamaldehyd 0,0081 0,0269
Eugenol 0,0597  0,1991

4.3.2 Piesnost a spravnost metody

Pro ovéfeni spolehlivosti analytické metody byly hodnoceny valida¢ni
parametry piesnosti a spravnosti. Spravnost vyjadfuje miru shody mezi naméfenou
a skutecnou hodnotou a je obvykle posuzovdna pomoci vytéZznosti (recovery).
Presnost charakterizuje tésnost shody mezi opakovanymi méfenimi a je vyjadfovana
relativni smérodatnou odchylkou (RSD, %). Pfesnost se dale rozliSuje na intraday
opakovatelnost (opakovand méfeni v ramci jednoho dne) a interday opakovatelnost

(opakovand méteni v riznych dnech), ¢imz se ovéfuje stabilita metody v case. [76, 77].

Spravnost byla posuzovéana na zakladé stanoveni vytéznosti (recovery) roztok
standardd o zndmé koncentraci i redlnych vzorkd s pfidavkem zndmého mnoZstvi
standardu (standardni pfidavek). Vytéznost byla stanovovana pro tfi koncentrac¢ni

hladiny standardd@ (1, 10 a 100 mg/1) a také pro vzorek ¢. 4 obohaceny o znamé
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mnozstvi standardu. Standardni roztoky byly analyzovéany ve tfech rtiznych dnech
a vzorky se standardnim pridavkem byly analyzovany ve dvou dnech. Hodnoty

vytéznosti byly vyjadfeny v procentech a hodnotily spravnost metody.

Pfesnost byla posuzovana prostfednictvim opakovatelnosti (repeatability)
méfeni. Pro hodnoceni interday opakovatelnosti byly vyuzity vysledky opakovanych
méfeni standarda ve tfech dnech a méteni vzorki se standardnim ptidavkem ve dvou
dnech. Déle byla posuzovana i intraday opakovatelnost, kdy byly standardni roztoky
o koncentracich 1, 10 a 100 mg/1 méfeny pétkrat béhem jednoho dne. Vysledky
pfesnosti byly vyjadfeny pomoci RSD. Podorobnéjsi postupy jsou uvedeny

v experimentalni ¢asti (viz kapitola Postup provedeni validace).

Kritéria pfijatelnosti pro vytéznost a opakovatelnost byla prevzata z doporu-
¢eni organizace AOAC International, kterd stanovuje akceptacni limity pro validaci

analytickych metod (viz Tabulka 24) [78].

Tabulka 24 Kritéria pfijatelnosti pfevzatd z AOAC International pro vybrané koncentrace

Koncentrace [mg/kg] RSD [%] Primérna vytéZznost [%]
1 <110 80 - 110
10 <73 80 - 110
100 <53 90 - 107

Hodnoceni téchto parametrt bylo nezbytné pro ovéfeni, zda metoda poskytuje

spravné vysledky a Ze je vhodnéa pro analyzu vzorkt v ramci této prace.

Na zédkladé vyse popsaného postupu byly ziskdny konkrétni vysledky
vytéznosti a opakovatelnosti, které jsou shrnuty v nasledujicich podkapitolach.
Jednotlivé obrazky ukazuji, jak si metoda vedla z hlediska spravnosti (vytéznosti)
a pfesnosti (RSD) v rGznych podminkéach. Vychozi hodnoty vSech vytéZznosti

a opakovatelnosti jsou uvedeny v pfiloze (viz Pfiloha 12 az Pfiloha 17).
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4.3.21  Presnost a spravnost standarda

Vytéznosti roztokt standardti o koncentracich 1, 10 a 100 mg/1 byly stanoveny
jak na zadkladé méteni provedeném béhem jednoho dne, tak na zadkladé méteni ve tfech
raznych dnech. V niZe uvedenych grafech je zobrazena primérna vytéZznost béhem
jednoho dne a za tfi dny pro jednotlivé koncentrace doplnéna o smérodatnou
odchylku. Vztah pouZity pro vytéZznosti je uveden v piiloze (Pfiloha 10). Intervaly
akceptacnich kritérii dle AOAC International pro jednotlivé koncentrace jsou v grafech

zndzornény rizovymi vodorovnymi ¢arami.

140 +

m1mg/l m10 mg/l

130 A
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100 A
90 7
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70
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60 1

Obrazek 21 Primérné hodnoty vytéznosti v jednom dni pro rtizné koncentrace standardd (n=>5)

Na vyse uvedeném obrazku (viz Obrazek 21) je patrné, ze téméi vSechny
hodnoty vytéznosti pro koncentrace 1 a 10 mg/1 stanovené v jednom dni spadaji do
stanoveného rozmezi. Vyjimkou je pouze eugenol (koncentrace 1mg/l), jehoz

vytéznost lehce prekrocily horni hranici rozmezi.

58



140 4

130 =100 mg/l
120 7

110 A _ T

100 7

90 1

80

70

60 1

' & & & &

& & &
2 5 & ' &
N Q $ 2O
e?f@ O&OQO V@ \&0 & .%{_0 [
= &
N

Vytéznost [%]

& &
S S

Obrazek 22 Priimérné hodnoty vytéznosti v jednom dni pro rtizné koncentrace standardd (n=>5)

Co se tyc¢e hodnot vytéznosti pro standardy o koncentraci 100 mg/1 stanovené
v jednom dni (viz Obrazek 22), tak zde doslo k pfekroceni horni hranice rozmezi u
kumarinu. Déle hodnoty pro kyselinu p-kumarovou a cinnamylalkohol byly lehce pod
hodnotou dolni hranice rozmezi. Je v8ak dtlezité poznamenat, Ze vétsina latek se
vyskytovala ve vzorcich v mnohem nizsich koncentracich. Jediny cinnamaldehyd
prekrocil v nékterych vzorcich koncentraci 100 mg/l, nicméné jeho vytéznost

splnovala akceptacni kritéria dle AOAC International.
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Obrazek 23 Hodnoty pramérnych vytéznosti za 3 dny pro standardy o koncentracich 1 a 10 mg/1 (n=6)

Co se ty¢e pramérnych hodnot vytéznosti stanovenych béhem 3 raznych dni

pro koncentrace 1 a 10 mg/1 (viz Obrazek 23), tak jejich hodnoty pro vSechny latky
=100 mg/l
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Obrazek 24 Hodnoty prameérnych vytéznosti za 3 dny pro standardy o koncentraci 100 mg/1 (n=6)
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U koncentrace 100 mg/1 (Obrazek 24) byly vysledky vytéZnosti za 3 dny lepsi
nez u jednoho dne a jedina vytéZznost pro cinnamylalkohol byla pod dolni hranici
kritéria. Je vSak opét tieba vzit v tvahu, Ze jeho koncentrace ve vzorcich byla vyrazné

nizsi (pod 3,5 mg/1).

Opakovatelnost byla také hodnocena pro roztoky standard o koncentracich 1,
10 a 100 mg/1 ve dvou trovnich - jako intraday opakovatelnost, tedy na zédkladé péti
opakovanych méfeni provedenych béhem jednoho dne, a déle jako interday
opakovatelnost, kdy byla stejnd méfeni provedena ve tfech rtiznych dnech. V grafech
nize (Obrazek 25 a Obrazek 26) jsou zobrazeny priimérné hodnoty RSD pro jednotlivé
koncentrace v rdmci obou typti opakovatelnosti, doplnéné o smérodatnou odchylku.
Maximalni pfipustné hodnoty RSD dle kritérii AOAC International jsou na obréazcich

vyznaceny vodorovnou ¢arou odpovidajici barvé sloupce dané koncentrace.
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Obrazek 25 Intraday opakovatelnost (n=5)

Z vyse uvedeného obrazku (viz Obrazek 25) vyplyva, ze doslo k mirnému
prekroceni horni hranice u hodnot intraday opakovatelnosti pouze u kyseliny kavové

a kumarinu.
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Obrazek 26 Interday opakovatelnost (n=6)

V piipadé interday opakovatelnosti standard{i nedoslo k prekroc¢eni maximalni

hodnoty u Zaddné ze sledovanych latek.

Zavérem lze f¥ici, Ze vytéZznosti vétSiny sledovanych latek napfi¢ vSemi
testovanymi koncentracemi (1, 10 a 100 mg/1) spliiovaly akceptacni kritéria stanovena
AOAC International, a to jak pfi jednodennim, tak tfidennim méfeni. Mirna odchylka
nad horni nebo pod dolni hranici se vyskytla jen u nékolika latek, pficemz tyto
koncentrace byly v redlnych vzorcich vétsinou vyrazné nizsi. Opakovatelnost méteni
byla rovnéz vyhodnocena jako vyhovujici - zatimco u intraday meéfeni doslo k
prekroceni pripustné hodnoty RSD jen u dvou latek, interday opakovatelnost byla u
vSech analytt v pfijatelném rozmezi. Vysledky tedy potvrzuji spolehlivost pouzité

analytické metody.

4.3.22  Posouzeni stability standarda v ¢ase

Stabilita roztok(i standardd byla hodnocena s cilem ovéfit, zda béhem
skladovani nedochédzi k vyznamnému poklesu jejich koncentrace, coz by mohlo
ovlivnit pfesnost a spravnost analytickych vysledka. Pro tento tcel byly porovnany
primérné hodnoty vytéZznosti méfené béhem 1. az 3. dne s pradmérnou hodnotou
vytéznosti ziskanou po 17 dnech. Hodnoceni bylo provedeno pro koncentrace 1

al0 mg/l. Vysledky jsou graficky znidzornény na nize uvedenych obrazcich
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(Obrazek 27 a Obrazek 28), pricemZ sloupce reprezentuji jednotlivé ¢asové body.
Vodorovné réizové ¢ary v grafech oznacuji interval pfijatelnosti vytéZznosti podle

doporuceni AOAC International pro danou koncentraci analytu.
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Obrazek 27 Hodnoty pramérnych vytéznosti pro standardy o koncentraci 1 mg/1

Z vyse uvedeného obrazku je patrné, ze hodnoty priamérnych vytéznosti se
v ¢ase vyrazné nelisily. Témér vsechny hodnoty spadaji do vyznaceného rozmezi, a to
jak pro 1. az 3. den, tak i pro 17. den. Pouze u cinnamylalkoholu doslo u 17. dne u
jednoho méteni ke koeluci a plochu tedy nebylo mozné odecist, a tudiz je timto

ovlivnéna primérné hodnota a rovnéz je i smérodatna odchylka vysoka.
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Obrazek 28 Hodnoty pramérnych vytéznosti pro standardy o koncentraci 10 mg/1

U koncentrace 10 mg/l1 uz vSak vsechny hodnoty vytéznosti spliovaly
stanovené rozmezi a jejich hodnoty v case se také viditelné nelisily. V niZe uvedenych
tabulkach (Tabulka 25 a Tabulka 26) jsou stanoveny relativni rozdily praméra

koncentraci pro 1. az 3. den a také pro 17. den, které slouzi k posouzeni stability.

Tabulka 25 Pramérné koncentrace latek v ¢ase a jejich relativni rozdil (1 mg/1)

Pramérna koncentrace [mg/1]

Standard 1. a% 3. Relativni rozdil [%]
17.den
den
Protokatechaldehyd 1,1074 1,0751 3,00
Kyselina 1,0791 1,1275 4,29
chlorogenova
Kyselina kavova 1,0674 1,0812 1,28
Kyselina 0,9918 0,9907 0,11
p-kumarova
Kumarin 1,0633 1,0579 0,51
Cinnamylalkohol 0,8476 0,5066 67,32
Kyselina skoficova 1,0579 1,1000 3,82
Cinnamaldehyd 1,2508 1,2346 1,32
Eugenol 1,1165 1,1536 3,22
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Tabulka 26 Primérné koncentrace latek v ¢ase a jejich relativni rozdil (10 mg/1)

Pramérna koncentrace [mg/1]

Standard 1. a% 3. Relativni rozdil [%]
17.den
den
Protokatechaldehyd 10,6505 10,4988 1,44
N 10,3743 10,3534 0,20
chlorogenova
Kyselina kdvova 10,3602 10,4525 0,88
N 9,9730 9,8028 1,74
p-kumarova
Kumarin 10,5611 10,2454 3,08
Cinnamylalkohol 8,4543 8,3419 1,35
Kyselina skoficova 10,3300 10,4720 1,36
Cinnamaldehyd 12,2247 12,1770 0,39
Eugenol 10,7002 10,9636 2,40
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Relativni rozdily mezi stanovenymi a naméfenymi koncentracemi jednotlivych
latek v roztocich standardti se pohybovaly v rozmezi maximalné do 4,3 % (kromé
cinnamylalkoholu kvtli jeho jiz zminéné koeluci). PficemZ pro koncentraci 10 mg/1
byla patrna vyssi stabilita neZz pro koncentraci 1 mg/1. Tyto rozdily 1ze povazovat za
nizké a svédci o dobré stabilité roztokd. Z analytického hlediska jsou tyto odchylky
akceptovatelné a naznacuji, Zze béhem sledovaného obdobi nedochazelo k vyznamné

degradaci nebo ztratam analyta.

4.3.2.3  Vzorek se standardnim pfidavkem

Pro ovéfeni spravnosti metody i s vlivem matrice bylo provedeno stanoveni
koncentrace latek ve vzorku ¢. 4 s vyuzitim standardniho ptidavku. Vysledky byly
vyjadfeny jako vytéznosti (Obrazek 29), které byly spocitiny porovnadnim
naméienych koncentraci s teoretickymi hodnotami. Vzorky byly pfipraveny ve dvou
replikach a analyzovany ve dvou rtiznych dnech, pficemz kazdé replika byla méfena
dvakrat. Pro jednotlivé analyty byly vypocteny prameérné vytéznosti doplnéné
o smérodatnou odchylku. RtiZova ¢ara odpovida 100% vytéznosti a slouzi tedy pouze

jako orienta¢ni srovnani, nikoliv jako oficialni akcepta¢ni hranice dle AOAC.
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Obrazek 29 Hodnoty vytéZznosti pro vzorek ¢. 4 se standardnim pfidavkem (n=8)
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Z obrazku vyse je patrné, Ze vétSina analyth dosahuje vytéZnosti v rozmezi
90 az 100 %, ptricemZ nejvyssich hodnot bylo dosaZzeno u protokatechaldehydu,
kyseliny chlorogenové a kyseliny skotficové. Nizsi vytéznosti a vyssi rozptyl byly

zaznamenany u cinnamylalkoholu a cinnamaldehydu.

Pro posouzeni piesnosti metody s ohledem na vliv matrice byla hodnocena
interday opakovatelnost méfenim vzorku ¢. 4 s pfidavkem standardu. Vzorky byly
pfipraveny ve dvou replikach a analyzovany ve dvou rtiznych dnech, pricemz kazda
replika byla meéfena dvakrat. Pro jednotlivé analyty byly vypocteny pramérné

hodnoty RSD (Obrazek 30) jako ukazatel opakovatelnosti mezi dny.
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Obrazek 30 Interday opakovatelnost (n=8)

Z obréazku vyse je patrné, Ze u vétsiny latek se hodnoty RSD pohybovaly do 6 %.
Vyjimkou byla kyselina kdvova a kumarin, jejichZz hodnoty piesahly hodnotu 6 %.

N

Nejvyssi hodnota byla zaznamenana u cinnamaldehydu (nad 10 %).

Zavérem lze fici, ze ovéfeni spravnosti metody pomoci standardniho pfidavku
ve vzorku ¢. 4 potvrdilo jeji dobrou pifesnost a spolehlivost i pfi zohlednéni vlivu
matrice. Vétsina analyzovanych latek vykazovala vytéznosti mezi 90-100 %, pficemz
vyssi hodnoty byly zaznamendny u protokatechaldehydu, kyseliny chlorogenové a

kyseliny skoficové. Mirné nizsi vytéZnosti a vétsi rozptyl se vyskytly u
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cinnamylalkoholu a cinnamaldehydu. Interday opakovatelnost byla u vétsiny latek
vyhovujici, s hodnotami RSD do 6 %, pouze u kyseliny kdvové, kumarinu a
cinnamaldehydu byly hodnoty mirné vyssi. Celkové vysledky potvrzuji vhodnost

metody pro kvantitativni analyzu sledovanych latek ve skofici.

44 Analyza vzorka skofice

V ramci analyzy bylo zpracovano Sest vzorkt mleté skofice od rtznych znacek,
zakoupenych v bézné dostupnych supermarketech. Vsechny vzorky byly pro analyzu
pfipraveny dle postupu (viz Postup pfipravy vzorku). Nejprve byly analyzovéany
vzorky bez tepelné apravy. Déle byl sledovéan vliv teploty na obsah sledovanych latek,
pfi¢emz byly zvoleny tfi rizné teploty (120, 150 a 180 °C) a vzorky byly zahtivany po
rizné ¢asova obdobi (10, 20, 30 a 40 minut), aby bylo moZné sledovat vliv tepelného
osetfeni na obsah sledovanych latek. Tepelné apravé byl vystaven vzorek ¢. 4 a pro
porovnani také vzorek ¢. 6, ktery predstavoval cejlonskou skofici. Na nize uvedeném

obrazku (Obrazek 31) je znazornén ukazkovy chromatogram pro vzorek ¢. 4.

Pro vzorky bez tepelné tipravy skofice byla pfipravena jedna replika, ktera byla
nasledné zmeérena dvakrat. U vzork(i podrobenych zahtivani byly vzdy pfipraveny

dvé repliky, z nichZ kazd4 byla zméfena dvakrat.
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Obrazek 31 Chromatogram pro vzorek ¢. 4 (1 - protokatechaldehyd, 2 - kyselina chlorogenov4, 3 - kyselina
kavové, 4 - kyselina p-kumarova, 5 - kumarin, 6 - cinnamylalkohol, 7 - kyselina skoficovd, 8 - cinnamaldehyd, 9
- eugenol)
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4.4.1 Analyza vzork bez zahfivani

Jako prvni byly analyzovany vSechny vzorky skofice bez tepelného oSetteni.
Cilem bylo zjistit pfirozeny obsah sledovanych latek v jednotlivych vzorcich
a posoudit pfipadné rozdily mezi produkty raznych znacek. Vysledky zarovei slouZzi
jako vychozi hodnota pro porovnani s daty ziskanymi po tepelném osetfeni. Kazdy
vzorek byl pfipraven, dle jiz zminéného postupu (viz Postup pfipravy vzorku)

a pfipraveny extrakt byl dvakrat zméfen.

Pro snadnéjsi orientaci byly vysledky rozdéleny do 3 obrazké (Obrazek 32,
Obrazek 33 a Obrazek 34), jelikoz koncentra¢ni rozsahy sledovanych latek se mezi
sebou vzajemné lisily. Koncentrace jednotlivych latek v mg/g jsou uvedeny v ptiloze

(viz P¥iloha 18).
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Obrazek 32 Koncentrace cinnamaldehydu v jednotlivych vzorcich (n=2)

Vysledky analyzy ukdazaly, Ze nejvyssi koncentrace byla zaznamenana u
cinnamaldehydu, jehoz obsah ve vzorcich se pohyboval pfiblizné v rozmezi od 3 do
29 mg/g. Nasledoval kumarin, jehoZz koncentrace dosahovaly pfiblizné az 4 mg/g.
Dalsimi latkami, které se vyskytovaly v mensSich koncentracich, byly kyselina
skoticova (pfiblizné 0,3 az 0,9 mg/g) a cinnamylalkohol (pfiblizné 0,15 az 0,6 mg/g).
Kyselina kavova byla pfitomna v koncentracich od 0,1 do 0,5 mg/g, zatimco kyselina

chlorogenova se pohybovala v rozmezi 0,05 az 0,28 mg/g. Eugenol byl pfitomen v
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koncentracich od 0,04 do 0,2 mg/g a kyselina p-kumarovd dosahovala koncentraci
mezi 0,02 a 0,12 mg/g. Naopak, protokatechaldehyd byl pfitomen pouze ve velmi
nizkych koncentracich (kolem 0,02 mg/g.)
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Obrazek 33 Koncentrace kumarinu a kyseliny skoficové v jednotlivych vzorcich (n=2)
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Obrazek 34 Koncentrace latek v jednotlivych vzorcich (n=2)
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Nejvyssi koncentrace cinnamaldehydu byly zaznamendny ve vzorku ¢. 4, kde
presahovaly 28 mg/g, nasledované vzorkem ¢. 1 s koncentraci pfiblizné 23 mg/g.
Vzorky ¢. 5 a ¢ 6 vykazovaly vyrazné niz$i koncentrace cinnamaldehydu (pod
10 mg/g), coz naznacuje, Ze by se mohlo jednat o cejlonskou skofici s niz$im
aromatickym profilem. Vzorek ¢. 6, ktery byl oznac¢en jako cejlonska skoftice, skutecné
odpovidal tomuto ocekdvanému profilu. Kyselina skoficova se pohybovala ve
vzorcich ¢. 1 az €. 4 v koncentracich od 0,3 do 0,9 mg/g, zatimco ve vzorcich ¢. 5a¢. 6
byly jeji koncentrace nizs$i. U kumarinu vykazovaly vzorky ¢. 1, ¢. 3 a ¢. 4 vysoké
koncentrace (pfes 3 mg/g), pficemz vzorek ¢. 4 mél koncentraci presahujici 4 mg/g.
Tento vysoky obsah kumarinu naznacuje, Ze vzorky ¢. 1 az ¢. 4 by mohly odpovidat
skofici ¢inské, pro kterou je vysoky obsah kumarinu charakteristicky. Naopak vzorky
¢.5ac. 6 obsahovaly kumarin v zanedbatelném mnozstvi, coZ je typické pro cejlonskou
skofici.

V oblasti fenolickych sloucenin byly nejvyznamnéji zastoupeny
cinnamylalkohol, kyselina kdvovd a chlorogenova. Cinnamylalkohol dosahoval
nejvyssi koncentrace ve vzorcich €. 1 a €. 5, kde se pohyboval kolem 0,6 mg/ g. Kyselina
kavova a chlorogenova byly dominantni zejména ve vzorcich ¢. 2 az ¢. 4, zatimco
vzorky €. 5 a ¢ 6 vykazovaly nizsi koncentrace. Protokatechaldehyd byl ve vSech
vzorcich pfitomen v nizkych koncentracich, pfi¢emz jeho koncentrace se pohybovaly

okolo 0,02 mg/g.

4.4.2 Vliv teploty na obsah latek ve skofici
Jelikoz se skofice ¢asto vyuziva do recept, které zahrnuji tepelnou tpravu
(vafeni, peceni, smazeni), je na misté sledovat, jak se méni vlastnosti a koncentrace

obsazenych bioaktivnich latek pfi téchto teplotnich tpravach.

Pro tepelnou tpravu byl zvolen vzorek ¢. 4, jelikoz obsahoval vy$si koncentrace
sledovanych latek ve srovnani s ostatnimi vzorky. Pro porovnani byl také zvolen
vzorek ¢. 6 (cejlonska skotice), ktery obsahoval jiné koncentrace danych latek. Oba tyto
vzorky byly podrobeny tepelnému osetfeni v laboratorni susadrné pii rdaznych

teplotach. Vzorek ¢. 4 (¢inska skotice) byl zahtivan pfi 120, 150 a 180 °C, zatimco
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vzorek €. 6 (cejlonska skotice) pouze pti 180 °C. Vliv teploty byl sledovan po dobu 10,
20, 30 a 40 minut a pro kazdou dobu byly pfipraveny vzdy dvé repliky.

Vypoctené koncentrace analyth byly prepocitdiny na relativni koncentrace
v procentech, pficemz koncentrace ve vzorku bez tepelného osetfeni (0 minut) byla
stanovena jako vychozi hodnota odpovidajici 100 %. Tento pfistup umoZnuje snadné
porovnani zmén v obsahu jednotlivych latek. Absolutni koncentrace analytd v
jednotkdch mg/g navazky vzorku jsou uvedeny v pfiloze (viz Pfiloha 19,Pfiloha
21,Priloha 25 a Priloha 19). Taktéz jsou v piiloze uvedeny relativni koncentrace v %

(viz Ptiloha 20,Pfiloha 22,Pfiloha 24 a Pfiloha 26).
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Obrazek 35 Zména koncentrace latek v ¢ase pii zahfivani na 120 °C (vzorek €. 4, n=4)

Pfi zahtivani vzorku skofice ¢. 4 na 120 °C doslo pouze k malym ¢i zddnym
zméndm v koncentraci vétSiny sledovanych latek (viz Obrazek 35). Nejpatrnéjsi
snizeni koncentrace bylo u kyseliny p-kumarové, u které po 10 minutach zahfivani
klesla koncentrace na ptiblizné 40 %, nicméné pfi del$im zahtivani k dalsimu poklesu
nedoslo. Déle pak byla patrnd zména koncentrace u cinnamylalkoholu - po 10 a 20
minutach klesla na ptiblizné 80 %, p¥icemz po 30 a 40 minutach dosahla zhruba 70 %

pavodni koncentrace. Také v pfipadé eugenolu doslo ke snizeni koncentrace - po 10
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minutéach klesla na pfiblizné 70 %, pricemz pii delsim zahfivani k dalsimu poklesu

nedoslo.
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Obrazek 36 Zména koncentrace latek v ¢ase pii zahfivani na 150 °C (vzorek ¢. 4, n=4)

Pfi zahfivani na 150 °C bylo sniZeni koncentrace jiz vice patrné u vétsiny latek
(viz Obrazek 36), pricemz u kyseliny p-kumarové doslo k mirné vétsimu poklesu nez
pti 120 °C. Podobné u cinnamylalkoholu doslo po 20 minutach ke snizeni koncentrace
na pfiblizné 50 % a po 40 minutdch na méné nez 40 %. U eugenolu bylo snizeni
podobné jako pfi teploté 120 °C - koncentrace klesla na pfiblizné 70 %. Vyraznéjsi
snizeni bylo patrné také u cinnamaldehydu, kdy po 10 minutach klesla koncentrace na
priblizné 80 % a po 20 minutich na zhruba 60 %. Pfi delsim zahtivani uz pokles nebyl
tolik vyrazny. V pfipadé kumarinu a kyseliny kdvové byl pokles mirny a pozvolny.
Témét zadna zména koncentrace nebyla pozorovana u kyseliny skoficové, nicméné
zajimavé byla situace v pfipadé protokatechaldehydu, kde je patrné vyrazné postupné
zvyseni jeho koncentrace - po 40 minutach dosahla pfiblizné 190 % ptvodni hodnoty.
U kyseliny chlorogenové doslo ke snizeni az po 20 minutach, kdy koncentrace klesla

na zhruba 80 %.
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Obrazek 37 Vzhled skofice v ¢ase pii zahtivani na 180 °C
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Obrazek 38 Zména koncentrace latek v ¢ase pfi zahfivani na 180 °C (vzorek €. 4, n=4)

v v

Pfi zahfivani na 180 °C byly zmény oproti nizsim teplotam patrné jiz na prvni

pohled — skofice ziskala znatelné tmavsi odstin (viz Obrazek 37) a doslo také k

vyraznéjsi zméné jeji vané. Zaroven bylo pfi této teploté zaznamenano vyraznéjsi

snizeni koncentrace témét vsech sledovanych latek (viz Obrazek 38). Konkrétné u

kyseliny p-kumarové doslo po 10 minutach ke snizeni koncentrace na ptiblizné 20 %,

nicméné pti del$im zahfivani k dalsimu poklesu jiz nedoslo. Podobné u kumarinu

klesla koncentrace po 10 minutidch na pfiblizné 70 %, a déle uz byl pokles jen

minimalni. Velmi podobny pribéh mélo zahtfiviani kyseliny chlorogenové a

cinnamylalkoholu, kdy u obou latek doslo po 10 minutach ke sniZeni koncentrace na

ptiblizné 40 % a po 20 minutach na zhruba 20 % - pfi del$im zahtivani uz ke snizeni
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témér nedochazelo. V pripadeé kyseliny kdvové klesla koncentrace po 10 minutach na
méné nez 70 %, po 20 minutach na méné nez 50 %, po 30 minutach na pfiblizné 40 %
a po 40 minutach na méné nez 40 %. Podobny pribéh byl sledovan u cinnamaldehydu,
avSak zde koncentrace klesla po 10 minutach na pfiblizné 40 %, a mezi 20. a 40.
minutou se pohybovala okolo 30 %. Na rozdil od teploty 150 °C doslo ke sniZeni
koncentrace i u protokatechaldehydu, a to na méné nez 90 % po 10 minutach a na
zhruba 40 % od 30. minuty. Vyjimkou byla opét kyselina skoficov4, jejiz koncentrace

zUstavala téméf neménnd pfi vsech sledovanych teplotach.
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Obrazek 39 Zména koncentrace latek p¥i zahfivani na rtizné teploty po dobu 40 minut (vzorek ¢. 4, n=4)

Pro porovnani vlivu v8ech pouzitych teplot byl vybran ¢as 40 minut, pfi kterém
byl zaznamenan nejvétsi tbytek sledovanych latek. Jako vychozi (referen¢ni) hodnota
byla zvolena koncentrace latek ve vzorku bez zahtivani, kterd byla pro tcely srovnani
normalizovana na 100 %. Z obrazku (viz Obrazek 39) je patrné, ze u vétsiny latek
dochdzi s rostouci teplotou k vyraznéjsimu poklesu jejich koncentrace. U kyseliny

kavové, cinnamyalkoholu a cinnamaldehydu doslo se vzristajici teplotou k postup-

nému sniZeni koncentraci. Vyjimku tvofi kyselina skoficova, u niz nebyla témét zadna
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zména koncentrace pozorovédna. Podobné u protokatechaldehydu a kyseliny chloro-

genové doslo k poklesu koncentraci az pti 180 °C a rovnéZz tomu bylo také u kumarinu.

Pro porovnédni se vzorkem ¢. 4 bylo provedeno také zahtivani vzorku ¢&. 6
(cejlonska skotice) pfi 180 °C, aby bylo mozné porovnat, jestli jsou zmény

v koncentracich latek srovnatelné (viz Obrazek 40).
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Obrazek 40 Zména koncentrace latek v ¢ase pii zahtivani na 180 °C (vzorek ¢. 6 - skofice cejlonska, n=4)

Z vysledkt zahfivani cejlonské skotice (vzorek €. 6) na teplotu 180 °C vyplyva,
ze zmény koncentraci byly obdobné jako pii zahtivani vzorku ¢. 4. Nejvyraznéjsi
rozdil byl patrny u cinnamaldehydu, kdy po 10 minutach koncentrace klesla pouze na

ptiblizné 70 %, zatimco u vzorku €. 4 klesla na pfiblizné 40 %.

Pro porovnéani obou sledovanych vzorka (vzorek ¢. 4 a €. 6) byla porovnana

snizenti jejich koncentraci po 40 minutach pfi zahfivani na 180 °C (viz Obrazek 41).
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Obrazek 41 Porovnani vzorki €. 4 a 6 pro dobu ohfevu 40 minut p#i teploté 180 °C (n=4)

Z obrazku je patrné, Ze u obou vzorka doslo po 40 minutdch k podobnému
snizeni jejich koncentraci. Nejvyraznéjsi rozdil byl pozorovan u protokatechaldehydu
- u vzorku ¢. 6 koncentrace klesla na priblizné 85 %, zatimco u vzorku ¢. 4 na méné
nez 40 %. Dale byl rozdil patrny u cinnamaldehydu, kdy koncentrace u vzorku ¢&. 6
klesla na zhruba 50 %, zatimco u vzorku ¢. 4 na méné nez 30 %. Rozdil byl také u

eugenolu, avsak zde bylo sniZzeni vyraznéjsi u vzorku ¢. 6 (koncentrace klesla na méné

nez 50 %), zatimco u vzorku ¢. 4 zlistala pfiblizné na 80 %.

Z dostupné literatury vyplyvéa, Ze vystaveni skofice vysokym teplotam muze
vést jak ke zvyseni biologické aktivity, tak k degradaci nékterych latek. Napiiklad
autori [58] vyuzili mikrovinné prazeni pro skotici (840 W, 120 s) a zjistili, ze
extrahovany olej prokézal lepsi antioxida¢ni a protizédnétlivé vlastnosti a inhibi¢ni
aktivitu ACE nez olej pfipraveny z neprazené skofice a identifikovali v ném Siroky

rozsah sloucenin.

Jini autofi [79] zjistili, Ze prazeni skoficové kury na horké plotné po dobu
20 minut p#i 80 °C, 20 minut pii 100 °C a po dobu 10 minut pti 180 °C vedlo k rozvoji
organoleptickych vlastnosti pfi zachovani antioxida¢nich vlastnosti. Stejné tak pfi

prazeni po dobu 10 minut pii 180 °C doslo ke zvyseni koncentrace cinnamaldehydu.
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Dalsi autofi [80] sledovali zmény skoficového EO i jeho obsahovych latek pfi
zahtivani na razné teploty (50 - 200 °C) a zjistili, Ze cinnamaldehyd se jiz pfi nizkych
teplotach (cca od 60 °C) rozklad4d na benzaldehyd. Déle také zjistili, Ze pridani
eugenolu nebo napi. esencidlni olej ze skoticovych listdl, ktery ho obsahuje, tomuto
rozkladu zabranuje i po zahtati na 200 °C po dobu 30 minut. Tento ochranny efekt
muze byt zplisoben antioxida¢nim tucinkem eugenolu. Stejné jako eugenol, i dalsi
slozky skoficového oleje (karvon a linalool) vykazovaly stabilitu pfi zvysenych

teplotach.

4.4.3 Statistické hodnoceni vlivu teploty na obsah latek ve skofici

Pro zhodnoceni vlivu teploty ohfevu a doby zahfivani na obsah sledovanych
latek ve skofici byla pouzita dvoufaktorova analyza rozptylu s opakovanymi
méfenimi (ANOVA). Tato metoda umozZnuje posoudit, zda jednotlivé faktory (cas,
teplota) a jejich vzajemnd interakce statisticky vyznamné ovliviiuji koncentraci
sledovanych latek. V pfipadé, Ze se néktery z faktort (nebo jejich interakce) ukazal
jako statisticky vyznamny (p < 0,05), byly nasledné provedeny post-hoc testy
(Bonferroniho test), tj. pdrové porovnani mezi jednotlivymi drovnémi faktoru, které
umoznily urcit, mezi kterymi konkrétnimi skupinami (napf. mezi jakymi teplotami
nebo casy) existuji vyznamné rozdily. Pfed pouzitim ANOVA byly ovéfeny zakladni
predpoklady této metody. Normalita dat byla posouzena pomoci Shapiro-Wilkova
testu, a protoze vétsina skupin vyhovéla tomuto piedpokladu, byla ANOVA
povazovana za vhodnou. Sféricita (rovnost kovarianci mezi trovnémi opakovanych
méfeni) byla ovéfena pomoci Mauchlyho testu. Vzhledem k tomu, Ze v nékterych
pfipadech doslo k poruseni tohoto predpokladu (p < 0,05), byla u vSech vypocti
preventivné pouzita Greenhouse-Geisserova korekce. Tato korekce zajistuje
konzervativnéjsi odhad stupiiti volnosti a tim i vy$si spolehlivost vysledki
statistického testovani. V nize uvedenych tabulkach jsou uvedeny vysledky ANOVA
(Tabulka 27) a post-hoc testti (Tabulka 28 a Tabulka 29) [81-83].
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Tabulka 27 Vysledky ANOVA a vliv jednotlivych faktorti

; Faktor t Faktor T Faktor Txt
Latka
F p F p F p
Protokatechaldehyd 4,487  0,1021 4124,971 0,0000 57,208 0,0012
iyzeling 17,180 0,0055 731,549 0,0000 18,304 0,0022
chlorogenovéa
Kyselina kdvova 62,379 0,0014 380,819 0,0000 34,426 0,0000
Kumarin 59,222 00,0006 92,7161 0,0022 24345 0,0079
Kyselina

p-kumarové 122,29 0,0000 12,425 0,0302 4,245 0,0578

Kyselina skoficovd 0,292 0,7515 98,857 0,0019 8,151  0,0086
Cinnamylalkohol 208,153 0,0000 333,954 0,0000 30,596 0,0000
Cinnamaldehyd 333,566 0,0002 210,389 0,0007 50,158 0,0041
Eugenol 51,362 0,0000 4,466 0,190 3,057 0,0894

Z vyse uvedené tabulky (Tabulka 27) je patrné, Ze u protokatechaldehydu a
kyseliny skoficové se neprokézal statisticky vyznamny vliv doby zahtivani (t), coz
naznacuje, Ze délka ohfevu v testovaném rozmezi neméla zasadni vliv na mnoZzstvi
téchto latek. Je tedy mozné, Ze tyto slouceniny jsou vici teplotni expozici stabilni po
celou dobu testu, nebo Ze k vyznamnéj$im zménam dochazi mimo sledovany ¢asovy
rozsah. U kyseliny p-kumarové byla statisticky nevyznamn4 interakce mezi teplotou
a ¢asem (TXt), cozZ miZe naznacovat, Ze ac¢inky obou faktort jsou na koncentraci této
kyseliny nezavislé a aditivni - tedy ze kazda proménnd ptlisobi samostatné, bez
vzajemného zesileni nebo potlaceni acéinku. U eugenolu se jako statisticky
nevyznamné ukazaly jak teplota (T), tak i interakce mezi teplotou a ¢asem (Txt). Tento
vysledek muze svéd¢it o relativni stabilité eugenolu vici teplotnimu zatiZzeni v ramci

zvolenych experimentdlnich podminek, nebo o tom, zZe hlavnim ovliviiujicim faktorem

je spiSe ¢as zahfivani nez teplota samotna.

U téch faktord, které v ramci ANOVA vysly jako statisticky vyznamné
(p <0,05), byl nasledné proveden Bonferroniho post-hoc test. Ten slouzi k parovému
porovnéni jednotlivych trovni daného faktoru a umoZziuje urcit, mezi kterymi
konkrétnimi skupinami existuji statisticky vyznamné rozdily. Vzhledem k tomu, Ze
Bonferroniho korekce upravuje hladinu vyznamnosti podle poctu srovnani, jedna se o

konzervativni pfistup, ktery snizuje riziko falesné pozitivnich vysledkd.
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Tabulka 28 Post-hoc testy pro faktor ¢as (p-hodnoty)

Cas [min] ch{f)i’(s)egleiﬂzvé Ii};sve;i’r;a Kumarin If(}:lsmel;:ljvg- Cinnamylalkohol Cinnamaldehyd Eugenol
010 0,0046 0,0000 0,0003 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
020 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
030 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
040 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
10 20 0,4158 0,0060 0,0168 1,0000 0,0023 0,0002 1,0000
10 30 0,0721 0,0008 0,0020 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
10 40 1,0000 0,0000 0,0011 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
20 30 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,1222 0,2778 1,0000
2040 1,0000 0,0432 1,0000 1,0000 0,0070 0,1313 1,0000
30 40 0,6379 0,3884 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

Tabulka 29 Post-hoc testy pro faktor teplota (p-hodnoty)
Teplota  Protoka- Kys. Kys. Kumarin Kys. p- Kys. Cinna- Cinna-
[°C] chaldehyd chlorogenova  kavova kumarova  skoficovda mylalkohol maldehyd
120 150 0,0000 0,0476 0,0049 0,0002 0,0742 0,0035 0,0000 0,0000
120 180 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0058 0,0000 0,0000
150 180 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001 0,0252 0,0000 0,0000 0,0000

Z vyse uvedenych tabulek (Tabulka 28 a Tabulka 29) s post-hoc testy je patrné,
ze ke statisticky vyznamnym rozdilim dochazi pfedev$im mezi pocate¢nim casem
(0 minut) a del§imi dobami zahtivani (10, 20, 30 a 40 minut). Podobné byly vyznamné
rozdily pozorovany i mezi ¢asem 10 minut a del$imi ¢asy. Naopak mezi del3imi ¢asy
samotnymi (napt. mezi 20 a 30 minutami nebo mezi 30 a 40 minutami) se jiz statisticky
vyznamné rozdily nevyskytly. Tento vyvoj naznacuje, Ze vétSina zmén v koncentraci
dané latky probéhlajiz v prvnich 10-20 minutéach, po nichz se koncentrace latky zfejmé
ustalila nebo zmény byly p#ili§ malé na to, aby dosahly statistické vyznamnosti.
U teplot dochézi jsou statisticky vyznamné rozdily pro v8echny latky, kromé kyseliny

p-kumarové, pro kterou neni vyznamny rozdil mezi teplotami 120 a 150 °C.
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ZAVER

V této diplomové praci byla navrZzena, optimalizovdna a validovédna
HPLC-UV/VIS metoda pro stanoveni deviti vybranych latek obsaZenych v mleté
skofici (protokatechaldehyd, kyselina chlorogenové, kyselina kavova, kyselina
p-kumarova, kumarin, cinnamylalkohol, kyselina skoficova, cinnamaldehyd
a eugenol). Optimalizace byla zaméfena na vybér vhodnych extrakénich podminek
a chromatografickych parametr(i s cilem dosahnout co nejvyssi Gc¢innosti separace.

Validace metody potvrdila jeji vhodnost z hlediska linearity, pfesnosti, spravnosti

a mezi detekce a kvantifikace.

Cilem této prace bylo sledovat zmény ve slozeni vybranych bioaktivnich latek
ve skofici v zavislosti na teploté a délce zahfivani. Pomoci navrzené analytické metody
byl proto zkouman vliv teploty ohfevu mleté skotice na obsah sledovanych sloucenin.
Vzorky byly podrobeny teplotam 120, 150 a 180 °C po dobu 10, 20, 30 a 40 minut.
Vysledky ukazaly, Ze tepelné zpracovani ma vyrazny vliv na stabilitu a koncentraci
nékterych latek, coz je dtlezité nejen z hlediska jejich potencialnich biologickych

ucinkd, ale i pro technologické zpracovani skotice.

Pfi zahfivani na 120°C byly zmeény v koncentracich sledovanych latek
minimalni. Nejvyraznéji poklesla koncentrace kyseliny p-kumarové, zatimco u
cinnamylalkoholu a eugenolu byl pokles méné vyrazny. Tyto zmény byly patrné
predevsim po del$im zahiivani (po 30-40 minutéach). Pti teploté 150 °C byly poklesy
vyraznéjsi a s prodluzujicim se casem (20-40 minut) koncentrace vétsiny latek
postupné klesaly, pficemz vyjimku tvorily kyselina skoficovd, ktera ztistala stabilni, a
protokatechaldehyd, jehoz koncentrace s c¢asem rostla. Nejvétsi zmeény byly
zaznamenany pii 180 °C, kde doslo k vyraznému tbytku téméf vSech sledovanych
latek, pricemz poklesy byly patrné jiz po 10 minutach zahtivani. Kyselina skoticova
zlstala i pfi této teploté stabilni. Pii této vysoké teploté nastaly i vyrazné senzorické
zmény, jako je tmavsi barva a zménéna viiné skotice. U vzorku ¢. 6 (cejlonska skotice)
byly vysledky velmi podobné jako u vzorku ¢. 4, pricemz mensi rozdily se objevily u

nékolika latek (napf. protokatechaldehydu, cinnamaldehydu a eugenolu), coz
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naznacuje, Ze oba vzorky reaguji na zahtivani obdobné, s drobnymi odchylkami v mife
poklesu jednotlivych sloucenin.

Zjisténé vysledky potvrzuji, Ze tepelné zpracovani ovliviiuje chemické sloZeni
skofice, a tim mtZe ménit jeji senzorické i biologické vlastnosti. Tyto poznatky mohou
byt vyuzitelné naptiklad v potravinafstvi nebo farmaceutickém primyslu, kde je

zachovani bioaktivnich slozek zadouci.
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PRILOHY:

Pfiloha 1 Kalibra¢ni zavislost pro protokatechaldehyd
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Pfiloha 3 Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu kavovou
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Pfiloha 5 Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu p-kumarovou
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Priloha 6 Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu skoficovou
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Pfiloha 7 Kalibra¢ni zavislost pro cinnamylalkohol

80

70

60

50

40

A [mAU min]

30

20

10

y =3,3628x
R2=0,9999

10

S
Q1

15

20
¢ [mg/l]

Priloha 8 Kalibra¢ni zavislost pro cinnamaldehyd
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Priloha 9 Kalibra¢ni zavislost pro eugenol
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Priloha 10 Vztahy pouzité k vypoctim
a) Vypocet LOD a LOQ)
S — vyska piku [AU]

N — vy$ka Sumu [AU]

3
LOD =3 =
s
LOQ =10+

b) Vypocet nivratnosti
Cpamér, — Nameéfena koncentrace [mg/1]
Cskut, — SKutecna koncentrace [mg/1]

Nivratnost [%] =
Cslaut.

¢) Vypocet opakovatelnosti
s — smérodatna odchylka [mg/1]

X — pramér [mg/1]
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Priloha 11 Tabulka s hodnotami pro vypocet mezi detekce a mezi stanovitelnosti

Koncentrace = Vyska Vyska

Standard mgl]  piku(S) Sumu(®N) N
Protokatechaldehyd ~ 0,0101 0,1588 0,0200 7,94
chﬁff,egliﬁiva 0,0203 0,1146 0,0200 5,73
Kyselina kavova 0,0118 01772 0,0200 8,86
pﬁiﬁla‘rva 0,0101 0,2336 0,0200 11,68
Kumarin 0,0101 0,1475 0,0200 7,38
Cinnamylalkohol 0,0574 0,0812 0,0200 4,06
Kyselina skoficova 0,0106 0,3256 00200 1628
Cinnamaldehyd 0,0115 0,2746 00200 13,73
Eugenol 0,0504 0,1296 0,0200 6,48

Priloha 12 Tabulka s hodnotami vytéZznosti pro standardy méfené ve tfech rtiznych dnech o koncentracich 1, 10 a
100 mg/1 (n=6)

Vytéznost [%]
Standard
1 mg/l 10 mg/1 100 mgy/1
Protokatechaldehyd 107,3 + 6,11 103,2 + 1,97 101,79 + 0,91
Kyselina
chlorogenova 99,37 + 8,01 95,53 +2,21 97,77 £ 0,50
Kyselina kavova 102,44 + 4,21 99,43 + 1,00 99,97 + 0,82
Kyselina
p-kumarova 99,58 + 0,48 100,13 £ 3,12 97,32 +£1,86
Kumarin 104,65 + 0,11 103,95 + 2,38 103,03 £ 2,62
Cinnamylalkohol 83,1 +1,65 82,89 + 0,32 83,13 +1,68
Kyselina skoticova 104,54 + 1,04 102,08 + 0,71 102,39 + 2,05
Cinnamaldehyd 104,58 + 0,44 102,22 + 0,42 102,28 + 2,65
Eugenol 106,33 + 8,70 101,91 + 1,94 100,14 + 1,55
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Priloha 13 Tabulka s hodnotami vytéZznosti pro standardy méfené v jednom dni (n=5)

Vytéznost [%]
Standard
1 mg/l 10 mg/1 100 mgy/1
Protokatechaldehyd 108,19 + 4,94 105,27 + 4,61 104,11 + 3,18
Gathie 101,84 +471  99,38+557 103,57 + 4,63
chlorogenova
Kyselina kavova 102,73 +3,31 102,61+586 105,60 £ 5,40
S 101,09+0,94 101,43+4,05 8512+236
p-kumarova
Kumarin 104,65 + 1,00 105,44 +3,10 127,71 +5,83
Cinnamylalkohol 87,34 £ 0,97 84,75 +£1,67 85,43 + 2,38
Kyselina skoficova 107,94 + 1,59 103,84 + 0,87 104,40 £ 2,52
Cinnamaldehyd 104,87 + 1,64 102,69 +1,17 101,76 + 2,70
Eugenol 116,87+0,71 105,78+ 1,66 102,48 + 1,00

Priloha 14 Tabulka s hodnotami vytéznosti pro vzorek se standardnim pfidavkem (n=8)

Latka Vytéznost [%]
Protokatechaldehyd 100,31 +2,98
ch;f)ilcs)::::zvé 97,16 £3,14
Kyselina kavova 94,25 + 6,74
Kyselina p-kumarova 96,46 + 2,27
Kumarin 90,99 + 5,51
Cinnamylalkohol 79,23 +4,16
Kyselina skoficova 96,61 +2,49
Cinnamaldehyd 90,00 +7,43
Eugenol 92,37 + 4,60

100



Priloha 15 Tabulka s hodnotami vytéZznosti pro standardy o koncentraci 1 mg/1 pro posouzeni stability v ¢ase

(n=2)
Vytéznost [%]
Standard 1. az 3. den 17. den
(n=6) (n=2)

Protokatechaldehyd 107,30 £ 5,89 104,18 £ 5,70
Kyselina chlorogenova 99,37 + 7,96 103,82 £ 12,70
Kyselina kavova 102,44 + 4,63 103,77 £ 6,52

Kyselina p-kumarova 99,58 +1,72 99,47 +1,93
Kumarin 104,65 + 1,10 104,12 + 5,53
Cinnamylalkohol 83,10 + 3,65 49,67 +70,24

Kyselina skoficova 104,54 + 1,61 108,7 + 7,29
Cinnamaldehyd 104,59 + 0,55 103,23 + 4,41
Eugenol 106,33 £10,06 109,87 £ 1,58

Priloha 16 Tabulka s hodnotami vytéznosti pro standardy o koncentraci 10 mg/1 pro posouzeni stability v ¢ase

(n=2)
Vytéznost [%]
Standard 1. az 3. den 17. den
(n=6) (n=2)
Protokatechaldehyd 103,20 £ 3,19 101,73 £ 1,08
Kyselina chlorogenova 95,53 + 2,86 95,34 +1,82
Kyselina kavova 99,43 +2,80 100,31+ 0,23
+
Kyselina p-kumarova 100,13 + 3,13 el el e
Kumarin 103954236 100842073
+
Cinnamylalkohol 82,89 + 0,39 81,78 +0,57
+
Kyselina skoficova 102,07 + 0,67 103,48 + 0,05
Cinnamaldehyd 102,21 +0,44  101,81+1,39
Eugenol 101,91 £ 2,01 104,42 + 1,65
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Pfiloha 17 Tabulka s hodnotami intraday a interday opakovatelnosti pro jednotlivé koncentrace standarda

RSDintra [0/ 0] RSDinter [0/ 0]
Latka
1 mg/l 10mg/l 100mg/l 1mg/l 10 mg/l 100 mg/l
Protokatechaldehyd 4,57 4,38 3,06 5,49 3,09 3,28
Kyselina 4,63 5,61 4,47 8,01 3,00 7117
chlorogenova
Kyselina kavova 3,22 5,72 5,12 4,52 2,81 2,03
Kyselina 0,95 2,94 4,56 1,05 797 3,55
p-kumarova
Kumarin 0,93 4,00 2,78 1,72 3,13 2,97
Cinnamylalkohol 1,47 0,83 2,42 1,54 0,65 2
Kyselina skoficova 1,11 1,97 2,79 4,39 0,47 2,27
Cinnamaldehyd 1,56 1,14 2,66 0,53 0,43 2,33
Eugenol 0,61 1,57 0,98 9,46 1,98 1,49
Pfiloha 18 Tabulka s hodnotami koncentraci latek ve vzorku (n=2)
Koncentrace [mg/g]
Latka &g
Vz.é. 1 Vz.é&. 2 Vz.6.3 Vz.é. 4 Vz.6.5 Vz.¢E 6
0,0250 + 0,0221+ 0,0289+ 0,0177+ 0,0236+ 0,0206 *
Protokatechaldehyd )7 (0037 00145 00023 00029  0,0026
Kyselina 0,0949 + 0,0789 + 0,1345 0,0545+ 0,1636+ 00,2458 +
chlorogenova 0,0023 0,0114 +0,0002 0,0031 0,0030 0,0347

03480+ 04453+ 04846+ 03338+ 0,1155+ 10,2449+
0,0406 0,0271 0,0060 0,0057 0,0016 0,0298
Kyselina 0,1182+ 0,0888+ 0,1009+ 0,0840+ 0,0352+ 0,1093 +
p-kumarova 0,0218 0,0077 0,0048 0,0032 0,0025 0,0151
33017+  0,6307+ 3,2839+ 4,0458+ 0,0142+ 0,0092+
0,0672 0,0324 0,1334 0,0388 0,0010 0,0023
05703+ 02069+ 04523+ 04356+ 0,5455+ 0,4600
0,0087 0,0510 0,0168 0,0274 0,0111 0,0389
07972+ 0,5735+ 05962+ 00,8803+ 0,4195+ 00,2971+
0,0218 0,0128 0,0329 0,0052 0,0284 0,0169
23,3757+ 17,5325+ 18,9015+ 28,4857+ 3,2156+ 7,3190+
0,1121 0,1268 0,2236 0,4346 0,1830 0,5612
00366+ 00441+ 0,1345+ 00461+ 0,1887+ 0,0309 =
0,0006 0,0194 0,0190 0,0018 0,0150 0,0027

Kyselina kavova

Kumarin
Cinnamylalkohol
Kyselina skoficova
Cinnamaldehyd

Eugenol
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Priloha 19 Tabulka s hodnotami koncentraci latek ve vzorku zahffvaném na 120 °C (vzorek ¢. 4, n=4)

Koncentrace [mg/g]

Latka

0 min 10 min 20 min 30 min 40 min

0,0218+ 0,002+  0,0189+ 00218+ 0,0198 +

Protokatechaldehyd 0,0012 0,0005 0,0016 0,0017 0,0021

Kyselina chlorogenova  00048%  00527% 00759 00650 00771+
0,0054 0,0055 0,0129 0,0053 0,0139

Kyselina kivova 04237+ 03620+ 03773+ 03915+ 03773+
0,0287 0,0079 0,0255 0,0284 0,0158

Kyselina plamarovs V112 0,040 + 0,054+ 0,049+ 0,045+
0,011 0,002 0,007 0,008 0,006

Kumarin 4,210 + 4,235 + 4225+ 4045+ 4260+
0,068 0,085 0,113 0,192 0,020

E— 0,657 + 0,512 + 0526+ 0453+ 0452+
0,040 0,030 0,048 0,049 0,021

Kyselina skoficovs 0,884 + 0,881 + 0,887+ 0880+ 0,902+
0,023 0,010 0,017 0,024 0,013

T 28394+ 26605+ 25486+ 23372+ 24,983 +
1,101 1,237 0,339 1,297 0,367

Fugenol 0,0498+  0,0296+  0,0391+ 00370+  0,0381+
0,0036 0,0033 0,0015 0,0040 0,0040

Pfiloha 20 Tabulka s hodnotami relativnich koncentraci latek ve vzorku zahifvaném na 120 °C (vzorek ¢&. 4, n=4)

Relativni koncentrace [%]

Latka
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
Protokatechaldehyd 100 92,83 +597 86,97 +1024 100,23+8,06 91,09 +10,77
Lseline 100  8136+522 117,14+2149 100,25+7,93 118,91 + 28,74
chlorogenova
Kyselina kavova 100  8546+530 89,07+1030 92,40+832 89,05+ 6,89
LGt 100 3622+424 4813+884  43,47+819 39,96 +879
p-kumarova
. 100,59 +
Kumarin 100 116 100,35 £ 2,22 96,08 + 5,84 101,17 £ 1,42
Cinnamylalkohol ~ 100  77,91+678 80,09+658  6894+674 68,78 6,97
Kyselina skoficova 100  99,61+1,83 100,36 +4,06 99,55+3,63 102,00+ 3,56
Cinnamaldehyd 100 93,70+123 8976 +446  8231+776 87,99 +450
59,50 +
Eugenol 100 oo 78614280  T7422+974 76,61 +11,38
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Priloha 21 Tabulka s hodnotami koncentraci latek ve vzorku zah¥fvaném na 150 °C (vzorek ¢. 4, n=4)

Koncentrace [mg/g]

Latka

0 min 10 min 20 min 30 min 40 min

0,0218+ 00284+ 00317+ 00411+ 0,0403 +

Protokatechaldehyd ) ;) 0,0022 0,0000 0,050  0,0029

Kyselina 0,0648+  0,0747+ 00450+ 0,0485+ 0,0588 +
chlorogenova 0,0054 0,0070 0,0065 0,057  0,0069

Kyselina kivova 04237+ 03820+ 03342+ 03119+ 02962 +
0,0287 0,0248 0,0219 00236  0,0171

Kyselina plumarova  0112%  0035%  0037% 0035 00371
0,011 0,013 0,012 0,010 0,010

Kumarin 4210+ 4056+ 3387+ 3335+ 3,015+
0,068 0,163 0,272 0,123 0,482

E— 0,657+ 0398+ 0306+ 0287+ 0,219+
0,040 0,060 0,024 0,033 0,036

Kyselina skoficovs ~ VS84%  0995% 0921 0942% 0938+
0,023 0,028 0,010 0,031 0,008

T 28394+ 21,976+ 16421+ 14985+ 13,315+
1,101 0,986 2,443 0,470 3,121

Fugenol 0,0498+ 04053+ 0,287+ 0,0269+  0,0298 +
0,0036 0,0598 0,0013  0,0080  0,0070

Pfiloha 22 Tabulka s hodnotami relativnich koncentraci latek ve vzorku zahifvaném na 150 °C (vzorek ¢&. 4, n=4)

Relativni koncentrace [%0]

Latka
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
Protokatechaldehyd 100 133/’2: * 1495"35 t 15;31’2751 185:52: +
Kyselina chlorogenova 100 11155’%(;1 619’2%501 7;1"2?261 9%5;151
Kyselina kavova 100 9](_)57701 789’2921 7?;',65:; t 692,3126 s
Kyselina p-kumarova 100 3111(/)5; 336%;; 3116?;1; 3?;,%7% +
Kumarin 100  9634+315 8%’22 * 7121131 711(,)?;;
Cinnamylalkohol 100 60,62+9,68 42’22 * 4?;,7749 * 33;,2053 *
Kyselina skoficova 100 105,’22 * 10;1:;;’ es 1066’,35 + 1026’,35? +
Cinnamaldehyd 100 77404247 ° 76'33 * 521"755; * 469%?
SRR
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Priloha 23 Tabulka s hodnotami koncentraci latek ve vzorku zahffvaném na 180 °C (vzorek ¢. 4, n=4)

Koncentrace [mg/g]

Latka

0 min 10 min 20 min 30 min 40 min

0,0218+  0,0174+ 00078+ 0,0075+ 0,0078 +

Protokatechaldehyd ) 0,0008 0,0014  0,0012  0,0004

Kyselina 0,0648+ 00260+ 0,0129+ 00122+ 0,0109 +
chlorogenova 0,0054 0,0013 0,0023  0,0017  0,0038

Kyselina kivov 04237+ 02679+ 0,802+ 0,574+ 0,1331
0,0287 0,0119 0,0121 00102  0,0087

Kyselina 0112+ 0,026+ 0025+ 0,024+ 0,021+
p-kumarova 0,011 0,002 0,007 0,004 0,002
Kumarin 4210+ 2,929+ 2739+ 2703+ 2,616+
0,068 0,111 0,169 0,027 0,053

E— 0,657+ 0258+ 0126+ 0,098+ 0,094+
0,040 0,017 0,014 0,009 0,017

Kyselina skoficovs 0S54 0869%  0854%  0845:  0827x
0,023 0,030 0,016 0,010 0,008

T 28,394+ 12,026+ 8616+ 8381+ 6993+
1,101 0,181 1,085 0,276 0,155

Fugenol 0,0498+  0,0311+ 00323+ 00344+ 0,0368 %
0,0036 0,0043 0,0032  0,0024  0,0024

Pfiloha 24 Tabulka s hodnotami relativnich koncentraci latek ve vzorku zahifvaném na 180 °C (vzorek ¢&. 4, n=4)

Relativni koncentrace [%0]

Latka
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
Protokatechaldehyd 100 79,89 + 547 357’i27 + 346,,%1-% * 3‘?;2 t
Kyselina chlorogenova 100 40,14 £+ 3,68 191’,99771 1%;25i 167’,%57 +
Kyselina kavova 100 63,22 + 5,87 422’,5;; + 31’,1951 * 313’;::’1 t
Kyselina p-kumarova 100 23,51 +1,87 225’,(;2 + 21’,?(’)% + 182"69% *
Kumarin 100 69,57 +336 63’/%55 * 6‘§',2219J—f 621,,1647 -
Cinnamylalkohol 100 39,31+4,76 192',1171 141';51 * 142';?
Kyselina skoficova 100 9828408 962',69101 952',6229 * 9311,55?
Cinnamaldehyd 100 42,35+1,94 3%’%‘31 292"5029 * 2‘?‘['33;
Eugenol 100 62,40+7,32 6‘2"2;61 * 699"%% * 7%’%22 *
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Pfiloha 25 Tabulka s hodnotami koncentraci latek ve vzorku zahfivaném na 180 °C (vzorek ¢. 6, skofice cejlonska,

n=4)

Koncentrace [mg/g]

Latka

0 min 10 min 20 min 30 min 40 min

01688+ 00808+ 00994+ 01274+ 0,437+

Protokatechaldehyd ) ;, ¢ 00057 00051  0,0084 0,002

Kyselina 02490+ 01057+ 0,810+ 00500+ 0,0471+
chlorogenova 0,0246 00069 00125 0,007  0,0111

Kyselina kvovs  0270%  01295% 01083+ 00911+ 00687
0,027 00038 00060 00078  0,0134

Kyeelina 0131+ 0,052+ 0,037+ 0025+ 0,02+
p-kumarové 0,012 0,007 0,005 0,001 0,001
S 0,009+ 0,006+ 0,004+ 0005+ 0,005+
0,002 0,001 0,001 0,000 0,001

Cinnamylalkonol  0P%3%  017%  0125%  0089: 0084+
0,028 0,012 0,013 0,009 0,006

Kyselinaskoficovs "% 0316 0307: 0319+ 0321+
0,018 0,006 0,007 0,029 0,005

Cinnamaldehyd 7305+ 4921+ 3753+ 3576+ 3428+
0,498 0,224 0,073 0,387 0,043

Eugenol 00323+ 00225+ 00234+ 00215+ 0,038+
0,0023 00019 00023 0,031 0,000
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Pfiloha 26 Tabulka s hodnotami relativnich koncentraci latek ve vzorku zahfivaném na 180 °C (vzorek ¢. 6,
skofice cejlonska, n=4)

Relativni koncentrace [%]

Latka
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
58,89 + 75,48 + 85,17 +
Protokatechaldehyd 100 47,86 + 3,47 277 5,22 146
. ) 32,51 + 20,08 + 18,91 +
Kyselina chlorogenova 100 42,44 +1,47 3,68 28 6,00
. . ) 45,55 + 38,34 + 28,92 +
Kyselina kavova 100 54,49 + 6,18 6,09 3,29 3,66
. . 27,99 + 19,28 + 19,72 £
Kyselina p-kumarova 100 40,16 £5,59 277 162 288
K . 100 68,42 + 50,64 + 58,74 + 53,72 +
tmarn 13,94 23,67 15,60 19,56
. 22,60 + 16,09 + 15,21 +
Cinnamylalkohol 100 32,07 £3,52 290 242 165
. o 102,37 + 99,39 + 103,16 + 103,88 +
Kyselina skoficova 100 539 5,47 10,29 595
. 51,37 + 48,96 + 46,93 +
Cinnamaldehyd 100 67,37 £1,76 452 3,06 3,61
72,52 + 66,68 + 42,61 +
Eugenol 100 69,56 +1,18 10,90 10,21 289
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