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ANOTACE

Tato disertacni prace pojedndva o vyuziti kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie v oblasti analyzy fenolickych sloucenin. V prvni ¢asti prace bylo zjistovano
chovani fenolickych sloucenin na chromatografickych kolonach v systémech obracenych fazi.
Ve druha c¢asti prace byla optimalizovana a validovana HPLC-MS/MS metoda pro
kvantitativni analyzu vybranych fenolickych slouc¢enin. Tato metoda byla nésledné vyuzita ve
treti a Ctvrté Casti této prace, které se zabyvali stanovenim fenolickych latek u riznych typa

octa a sledovanim koncentra¢nich zmén v prubéhu prazeni kdvovych zrn.
KLICOVA SLOVA

Kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, fenolické slouceniny, ocet, kavova

ZIna

TITLE

Development of methods for the analysis of phenolic substances in plant products using liquid

chromatography and mass spectrometry
ANNOTATION

This doctoral thesis discusses the use of liquid chromatography and mass spectrometry in the
analysis of phenolic compounds. In the first part of the work, the behavior of phenolic
compounds on chromatographic columns in reversed-phase systems was investigated. In the
second part of the doctoral thesis, the HPLC-MS/MS method for the quantitative analysis of
selected phenolic compounds was optimized and validated. This method was subsequently
used in the third and fourth parts of this doctoral thesis, which dealt with the determination of
phenolic substances in different types of vinegar and the monitoring of concentration changes

during the roasting of coffee beans.
KEYWORDS

Liquid chromatography, mass spectrometry, phenolic compounds, vinegar, coffee beans
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UvVOD

Fenolické slouceniny ptedstavuji rozsahlou skupinu sekundarnich metabolitl, které se
piirozen¢ vyskytuji v rostlinnych produktech. Tyto slouceniny hraji klicovou roli v obrané
rostlin proti patogentiim a Skidctim, pficemz maji také vyznamny vliv na organoleptické
vlastnosti potravin, jako jsou chut’, barva a aroma. V poslednich desetiletich se zvysil zdjem
o fenolické slouceniny nejen kvuli jejich antioxida¢nim vlastnostem, ale také diky jejich
potencialnimu pfinosu pro lidské zdravi, vcetné protizdnétlivych, antikarcinogennich

a antimikrobialnich G¢inku.

Analyza fenolickych sloucenin je nezbytna pro pochopeni jejich biologickych funkei a pro
hodnoceni kvality a bezpecnosti potravinovych produkti. Stanoveni téchto latek v rostlinnych
matricich je vSak komplikované kvili jejich chemické rozmanitosti a nizkym koncentracim.
Mezi nejucinngjsi metody pro jejich analyzu patii kapalinovd chromatografie spojena

s detekci hmotnostni spektrometrie (LC-MS).

Kapalinova chromatografie (LC) je technika, kterd umoznuje oddé€leni jednotlivych slozek
smési na zékladé jejich interakce s mobilni a stacionarni fazi. V kontextu analyzy fenolickych
sloucenin kapalinova chromatografie poskytuje vysokou selektivitu a ucinnost pii separaci
jednotlivych fenolickych slozek z komplexnich rostlinnych extraktl. Nicméné samotna
chromatografie neni schopna jednoznacné¢ identifikovat vSechny analyty, coz ¢ini kombinaci

s hmotnostni spektrometrii nezbytnou.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika, kterda méfi pomér hmotnosti k naboji
iontll a umoznuje piesnou identifikaci a kvantifikaci slou¢enin na zaklad¢ jejich hmotnostnich
spekter. Spojeni LC-MS piedstavuje robustni a vysoce citlivou techniku, ktera umoziuje
nejen rozdéleni jednotlivych latek, ale také poskytuje informace o struktuie fenolickych

sloucenin v jednom analytickém kroku.

Cilem této disertatni prace je optimalizace a aplikace metody LC-MS pro stanoveni
fenolickych sloucenin v riznych rostlinnych produktech. Vysledky této prace piisp&ji
k hlub$imu porozuméni pfitomnosti a role fenolickych sloucenin v potravinach, stejné jako

v

k vyvoji spolehlivéjSich analytickych postupii pro kontrolu kvality potravinatskych produkti.



CIiLE PRACE

Cilem prvni ¢asti této prace bylo zhodnotit zakladni reten¢ni charakteristiky vybranych
fenolickych slouéenin v chromatografickém systému s reverznimi fazemi. Toto mélo slouzit
k lepsimu pochopeni chovani fenolickych latek v takovém systému a na zakladé dosazenych
vysledkii mély byt vybrany kolony, které by vykazovaly vysokou ucinnost a piijatelné

hodnoty ostatnich reten¢nich charakteristik vybranych zastupct fenolickych slouéenin.

Jedna z takovych kolon byla nasledné vyuzita ve druhé ¢asti této prace, jejimz cilem byl
vyvoj univerzalni, rychlé a spolehlivé LC-MS/MS metody pro kvalitativni a kvantitativni
stanoveni fenolickych sloucenin. Takovou metodu bylo potieba optimalizovat pro dosaZeni co
nejlepSich vykonovych charakteristik a nasledné validovat, aby byla ovéfena jeji spravnost,

opakovatelnost a dalsi bézné validované parametry v oblasti kapalinové chromatografie.

Univerzalnost metody méla byt ovéfena ve tieti a Ctvrté Casti této prace, které se zabyvali
porovnanim fenolického profilu rGznych typi octa, resp. sledovanim zmén V mnoZzstvi
fenolickych latek béhem prazeni kavovych zrn. Zde bylo potfeba vybrat vhodnou upravu
vzorku a také zvolit spravny pfistup pro kvantifikaci fenolickych sloucenin tak, aby byly

minimalizovany matricové efekty.

Naplnéni téchto cilii bylo mimo jiné umoznéno diky hned dvéma grantovym projektim
Grantové agentury Ceské republiky 18-14893S a 22-095568S.
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1 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE FENOLICKYCH
SLOUCENIN NA REVERZNICH FAZICH

1.1 FENOLICKE SLOUCENINY

Latky obsahujici ve své struktuie aromatické jadro S piimo navdzanou alesponi jednou
hydroxylovou skupinou jsou obecné oznacovany jako fenolické slouceniny, pfiemz V piirodé
existuje vice jak 8000 takovych struktur [1]. V literatufe se lze casto shledat s pojmem
»polyfenolické slouCeniny*, ktery oznacuje latky, obsahujici dvé a vice hydroxylovych skupin
pfimo navazané na aromatické jadro. V obou piipadech se jednd o sekundarni rostlinné
metabolity, které rostliny vyuzivaji pfevazné na ochranu pied vné&jsimi vlivy [2][3].
Konzumaci rostlinné stravy jsou pak pfijimany zvitaty a lidmi, kterym piinasi celou fadu
zdravotnich benefitd. Dietnim piijmem produkti rostlinného pivodu jsou fenolické latky
ziskavany ve tfech zékladnich formach, a to jako volné (napiiklad fenolické kyseliny
a flavonoidy), konjugované (chemicky vazané k cukrim a dal$im nizkomolekularnim latkam)
nebo vazané ke strukturnim prvkiim bunéénych stén. Vazané fenolické latky mohou byt z této
vazby vysvobozeny, a to v pribéhu traveni (pomoci mikroorganismii a enzymi) nebo
v dusledku primyslového zpracovani potravin (tepelnou tpravou, fermentaci nebo
hydrolyzou) [4][5].

1.1.1 Kilasifikace fenolickych slouc¢enin

Fenolické slouceniny lze dale délit na zaklad¢ jejich struktury, pfi¢emz lze rozlisit dvé hlavni
tiidy — flavonoidy a ostatni fenoly (v angli¢tiné flavonoids and nonflavonoids). Flavonoidy
jsou dominantni skupinou fenolickych latek v ovoci a zelenin€ a mohou tvofit az dvé tretiny
dietniho piijmu fenoll [2]. Zékladni strukturou flavonoidt je fenylbenzopyran (obrazek 1),
kdy v zavislosti na rozdilnych substituentech u pyranového kruhu rozliSujeme dalsi

podtiidy — flavony, isoflavony, flavonoly, flavanoneny, flavan-3-oly a antokyanidiny.

Obrdzek 1: Strukturni vzorec fenylbenzopyranu
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Ostatni fenolické slouceniny zahrnuji piedevsim fenolické kyseliny a dal$i podtiidy jako
lignany, chalkony, stilbeny, furanokumariny, kurkuminoidy, kapsaicinoidy a v neposledni
fadé¢ tékavé fenoly [5][6].

1.1.1.1 Flavony

Flavony jsou jednou z nejvétsich podtiid flavonoidd, do které patii vice nez 2500 latek,
véetné glykosidu [6]. V porovnani s dal§imi flavonoidy maji jednu z nejjednodussich struktur
obsahujici ketoskupinu véazanou na uhlik C4. Mezi nejznaméjsi zastupce flavonii patii
apigenin a luteolin [2]. Pfirodnimi zdroji flavont jsou nékteré byliny (napt. Hypericum
perforatum L., Scutellaria barbata D. Don.) [7], ovoce a zelenina (napf. vodni melouny

a papriky) [2].

1.1.1.2 Isoflavony

Isoflavony maji podobnou strukturu jako flavony, avSak benzenovy kruh B ma opacnou
pozici vzhledem ke kysliku pyranového kruhu [5]. Isoflavony jsou oznafovany za
fytoestrogeny, jelikoz vykazuji mirnou estrogenni aktivitu [2]. Hlavnim zdrojem isoflavont je

sOja (a sojové produkty), ktera obsahuje vys$si mnozstvi genisteinu a daidzeinu [7].

1.1.1.3 Flavonoly

Flavonoly strukturné vychéazeji z flavont, av§ak na uhliku C3 maji navazanou hydroxylovou
skupinu, diky které jsou flavonoly povazovany za jedny z nejlepSich antioxidantd. Kemferol,
kvercetin a myricetin patfi mezi nejznaméj$i zastupce. Piirodnimi zdroji je Siroké Skala bylin,

ovoce a zeleniny, jelikoz se jedna o jednu z nejrozsitengjSich podtiid flavonoidi [2][7].

1.1.1.4 Flavanony

Struktura flavanonti opét vychéazi z flavonli S tim rozdilem, ze obsahuji zcela saturovany
pyranovy kruh (chybi dvojnd vazba mezi uhliky C3 a C4) [2][5]. Znamymi zastupci
flavanonti jsou naringenin a hesperetin, jejichz dietni pfijem lze zajistit konzumaci Sirokého

spektra citrusového ovoce [7].

1.1.1.5 Flavanoly

Flavanoly nebo také flavan-3-oly na rozdil od vSech pfedchozich podtiid neobsahuji
ketoskupinu na pozici C4, postradaji dvojnou vazbu mezi uhliky C3 a C4 a na uhliku C3 je
vazéna hydroxylova skupina, ktera na rozdil od anthokyaninli miZze byt vdzana ve dvou
riznych konfiguracich. Tato strukturni rozmanitost flavanoli umoziuje tvorbu nékolika

rozdilnych konfiguraci, coz lze prezentovat na zastupcich této podtiidy — katechinu,
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epikatechinu, galokatechinu a epigalokatechinu [2][6]. Jedna se 0 jedny z nejrozsifenéjSich

flavonoidd, které se vyskytuji v ovoci a dalSich potravinach jako je ¢aj nebo ¢okolada [2].

1.1.1.6 Antokyanidiny

Podobn¢ jako flavanoly, antokyanidiny nemaji na uhliku C4 navazanou ketoskupinu, mezi
uhliky C3 a C4 chybi dvojna vazba a uhlik C3 obsahuje hydroxylovou skupinu. Unikétni
vlastnosti této podtiidy je pfitomnost pyryliového kationtu [5][6] V jejich struktufe, diky
¢emuz jsou tyto latky zndmy jako rostlinnd barviva, kterd navic méni barvu v zavislosti na pH
prostiedi. V ptirod¢ se vyskytuji vétSinou jako glykosidy — antokyany, které se podili na

barevnych projevech fady plodt, jako jsou hrozny, broskve, $vestky nebo tiesné [2].

1.1.1.7 Fenolické kyseliny

Jako fenolickou kyselinu Ize oznacit jakoukoliv fenolickou latku, kterd obsahuje ve své
struktute karboxylovou skupinu. Jedna se o nejvyznamnéjsi skupinu fenolickych sloucenin,
ktera nema zaklad ve struktufe fenylbenzopyranu. Fenolické kyseliny lze dale rozdélit na
hydroxybenzoové kyseliny a hydroxyskoticové kyseliny (obrazek 2). Mezi hydroxybenzoové
kyseliny je mozno zafadit kyselinu vanilovou, syringovou nebo galovou a jejich derivaty,
predev§im aldehydy — vanilin a syringaldehyd. Naopak do skupiny hydroxyskoticovych
kyselin patfi napfiklad kyselina p-kumarova, kavova, ferulovd, sinapova nebo kyselina
chlorgenova a cela fada jejich izomerd, které jsou jednou z hlavnich slozek kavovych zrn.

Pravidelny pfisun fenolickych kyselin lze zajistit konzumaci prakticky jakéhokoliv ovoce ¢i

zeleniny [2][8].

O OH

OH OH

Obrdzek 2: Obecny strukturni vzorec hydroxybenzoové (vlevo) a hydroxyskoricové kyseliny (vpravo)
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1.1.2 Biosyntéza fenolickych sloucenin

Jako pocatek biosyntézy fenolickych latek l1ze povazovat dvé zakladni metabolické drahy, a to
pentézofosfatovy cyklus a glykolyzu, kdy v obou piipadech je vstupni latkou glukoéza.
Hlavnim ukolem pent6zového cyklu je tvorba NADPH (hikotinamidadenindinukleotidfosfat),
avSak pro syntézu fenolickych sloucenin je dilezity jeden z meziprodukti této

drahy — erythroza-4-fosfat. Cilem glykolyzy je preména glukézy na pyruvat. Podobné jako

u pentézového cyklu ma pro biosyntézu fenoli vyznam meziprodukt tohoto

cyklu — fosfoenolpyruvat. Tyto dva meziprodukty dale spolecné vstupuji do Sikimatové
drahy, jejiz hlavni tlohou je tvorba chorismatu, ktery slouzi jako prekursor pro tvorbu
aminokyselin tryptofanu, fenylalaninu a tyrosinu. Fenylalanin je vstupni latkou do

fenylpropanoidové drahy, ve které jiz dochazi k biosyntéze tady fenolickych sloucenin

vcetné flavonoidl, hydroxyskotficovych kyselin a stilbend. Takto popsany mechanismus
vzniku rostlinnych fenold je znacné zestruénény, kazdd metabolickd drdha obsahuje fadu

enzymatickych reakci a meziprodukta [5][9].

1.1.3 Zdravotni benefity fenolickych sloucenin

Dietni ptijem rostlinné stravy, pfedevs§im ovoce a zeleniny, je V soucasné spole¢nosti jednim
z trendi zdravého zivotniho stylu, spolu s dal$imi aktivitami jako jsou dostatek pohybu,
pfijem tekutin (pfedev§im cisté vody) a kvalitni spanek. Konzumace ovoce a zeleniny je
bézné spojovana S piijmem vitaminti, minerald, vlakniny a antioxidanti. Pravé posledni
zminénou skupinu latek, resp. vlastnost lze ptifadit k fenolickym slou¢eninam. Antioxidaéni
aktivita vsak neni jedinym benefitem fenolt pro lidsky organismus [5]. Pfijmem stravy bohaté
na fenolické slouceniny lze pfedchazet fad€¢ onemocnéni, nicméné rizné latky mohou
vykazovat odliSnou biologickou aktivitu a vyc€et zdravotnich benefiti neplati univerzalné pro

vSechny zastupce této skupiny latek [10].

1.1.3.1 Antioxida¢ni aktivita

Pfirozenou vlastnosti lidského organismu je tvorba radikald, struktur s neparovym
elektronem, které jsou velmi reaktivni a mohou zptisobit poskozeni zdravych bunék, coz je
jev znamy jako oxidacni stres. Koncentrace volnych radikalt je v lidském organismu
relativné mald, nicméné diky ucinku fetézové reakce dokaze i jeden volny radikdl zpiisobit
poskozeni tisice molekul. Oxida¢ni stres je pak pfi¢inou vzniku rakoviny, zrychlené¢ho
starnuti, kardiovaskularnich a neurodegenerativnich onemocnéni [5]. Fenolické slouceniny
spolu sdalsimi biomolekulami zabranuji oxidacnimu poSkozeni bunék nékolika

mechanismy — vazbou a neutralizaci volnych radikalt, vazbou kovovych iontd, inhibici
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enzymatickych systému, které produkuji volné radikdly a zvySovanim koncentrace

endogennich antioxidanti [11].

1.1.3.2 Antimikrobiailni aktivita

Bakterie a dal$i mikroorganismy jsou pfi¢inou fady zavaznych infekénich onemocnéni, které
vykazuji stale vysokou mortalitu pfedev§im v rozvojovych zemich [12]. Fenolické slouceniny
byly identifikovany jako latky s potencialni antimikrobidlni aktivitou a v literatufe lze
dohledat celou fadu studii, které se zabyvaji touto problematikou, obvykle se zaméfenim na
konkrétni matrici [13][14][15]. Jako hlavni mechanismy ucinku se udavaji poSkozeni
bakteridlni membrany a modifikace na genové uUrovni. Kromé& samotné antimikrobidlni
aktivity mohou fenoly vykazovat pozitivni modula¢ni G¢inky na inhibi¢ni aktivitu riznych

antibiotik viéi patogennim bakteriim [12].

1.1.3.3 Protizanétliva aktivita

Zanét je jednim z projevi patofyziologickych stavll jako obrana reakce na poskozeni tkané
zpusobené mikroorganismy a dal$imi chemicko-fyzikalnimi vlivy [16]. Zanét mize byt kratce
trvajici — tzv. akutni, ktery se vyznacuje exsudaci tekutin a plazmatickych proteinti a emigraci
leukocytli. Pokud se imunitnimu systému nepodafi zanét zastavit v jeho akutni fazi, nastava
faze chronicka, kterd je spojena s pfitomnosti lymfocytli a makrofagii. PfedevSim makrofagy
produkuji nekolik prozanétlivych medidtorti, které jsou spojeny se vznikem chronickych
degenerativnich onemocnéni [17]. Pro zpomaleni zanétlivych procesi se pouZzivaji nesteroidni
alternativu 1é¢by lze povazovat konzumaci ovoce a zeleniny s vysokym obsahem fenolickych
slouCenin, které vykazuji protizanétlivou aktivitu (inhibuji prozanétlivé medidtory)

s prakticky nulovymi vedlej$imi u¢inky [18][19].
1.2 MODERNI TRENDY V KAPALINOVE CHROMATOGRAFII

Kapalinova chromatografie je jednou z nejrozsitenéjSich analytickych technik, kterou
vyuzivaji jak vyzkumné, tak i komerc¢ni laboratoie po celém svété. Za objevitele
chromatografie jako takové je povazovan M. S. Cvét, ktery pocatkem 20. stoleti Gsp&sné
separoval listova barviva [20][21]. Pravé separace slozek vzorku na zakladé distribuce analytu
mezi stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi je hlavnim principem LC,
pti¢emz mobilni faze je kapalina. Zakladni schéma kapalinového chromatografu lze popsat
nasledovné: zasobnik mobilni fdze — Cerpadlo — déavkovaci zatizeni — kolona — detektor

— pocita¢. Nicméné souCasné kapalinové chromatografy piina$i fadu dnes jiz rutinné
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pouzivanych inovaci jako je moznost ¢erpani az ¢tyti mobilnich fazi soucasné, odplynovace
mobilni faze, tlakové a tzv. ,leaking“ senzory, termostaty kolon, Sesticestné ventily se
smyCkou, automatické davkovace vzorkt (tzv. ,autosamplery) a podobné. Ackoliv
kapalinova chromatografie je jiz dobie zavedenou technikou, stile Vv této oblasti dochézi
K vyvoji a posunu, ktery je zaméfen predev$im na miniaturizace LC systémi, separace na
dvoudimenziondlni tirovni, vyuziti superkritickych tekutin a zdokonalovani stacionarnich fazi

[22].

1.2.1 Miniaturizace v kapalinové chromatografii

Jednim z aktudlnich trendl kapalinové chromatografie je miniaturizace LC systémi. Dlvoda
K miniaturizaci je hned nékolik — zkraceni doby analyzy, mensi spotfeba vzorku, mobilni
a stacionarni faze (princip zelené chemie a snizeni ceny analyzy), vyssi hmotnostni citlivost

detekce a moznost analyzy v terénu [22][23].

Prvnim pfistupem miniaturizace v kapalinové chromatografii je samotné zmenSovani rozmért
kolony (ve smyslu délky a vnitiniho priméru) a velikosti Castic. Se snizovanim vnitiniho
priméru kolony (tabulka 1) vSak vzrusta zpétny tlak systému, a proto jsou kladeny vyssi
naroky na pouzitou instrumentaci, coZ sebou piinasSi i vysSi pofizovaci cenu. Od klasické
kapalinové chromatografie se postupem casu preslo k vysokoucinné kapalinové
chromatografii (HPLC) schopné pracovat se zpétnymi tlaky do 600 barti. Sou¢asnym trendem
a jiz dobfe zavedenou technikou je ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC),
kdy je pouZita instrumentace schopna odolavat tlakim az 1500 bard. Vyhodou UHPLC
pri pouziti klasickych HPLC kolon nebo naopak pracovat za béznych prutokt, ale pii pouziti
¢astic s velikosti pod 2 um. V obou piipadech je dosazeno vyznamného urychleni analyzy. Pti
pouziti kolon s vnitinim primérem pod 0,5 mm je jiz potieba, aby cerpadla mobilni faze
produkovala velmi malé (fadové pl/min az nl/min), konstantni a reprodukovatelné prutoky

s minimalnimi pulzy [22][24][25].

Tabulka 1: Klasifikace LC kolon z pohledu vnitiniho priiméru kolony.

Vnitini primér [mm] Typ kolony
3,0-50 HPLC
<2 ,,Narrow-bore* HPLC
05—-1 Mikro LC
0,1-05 Kapilarni LC
0,01-0,1 Nano LC
0,005 —0,05 LC ,,open tubular*
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V soucasnosti se miniaturizace kapalinové chromatografie vydava smérem tzv. laboratofe na
gipu. Jedna se 0 zafizeni, které umoziiuje na velmi malé plose (fadové nékolik mm? az cm?)
spojit hned né€kolik analytickych procesti véetné dévkovani vzorku, Cerpani mobilni faze
a samotné separace slozek vzorku na koloné€, kterd se obvykle oznacuje jako separacni
kanalek. Ten mize byt naplnén pevnym sorbentem, piipadné monolitem a k zavedeni
stacionarni fadze do kandlku se pouziva fada technologii jako potazeni stény kandlku
stacionarni fazi, externi priprava stacionarni faze nebo tvorba stacionarni faze in situ [22][26].
Pro detekci separovanych latek se nejCastéji vyziva spojeni Cipu s UV/Vis (detektor
ultrafialovo-viditelné spektroskopie), fluorescenénim nebo hmotnostnim spektrometrem, kde

velmi malé pratoky mobilni faze umoznuji vysokou citlivost detekce [27].

1.2.2 Soucasné trendy ve vyvoji stacionarnich fazi

Vyssi citlivost detekce v duisledku zvySeni UcCinnosti separace lze dosdhnout pouzitim
staciondrni fidze s menSimi Casticemi. V praxi se nejCastéji pouzivaji komercné dostupné
napliiové kolony s pln¢ poréznimi ¢asticemi 0 velikosti 3 az 5 um, které jsou pouzitelné pro
bézné HPLC aplikace. V piipade pouziti ¢astic pod 3 um nariistd zpétny tlak sytému a pro
kolony s takovymi casticemi je Casto potieba pienést metodu na UHPLC systém. SniZovani
velikosti ¢astic méa vyznam pouze do urcité trovné, jelikoz pii dalSim sniZeni je dosaZeno jen
malého zlepSeni UCinnosti (v disledku vzniku teplotnich radidlnich gradientll) za cenu

vysokého tlakového odporu [22][28].

Zvysit uéinnost kolony lze pouzitim povrchové poréznich cCastic, které obsahuji pevné
neporézni jadro pokryté tenkou vrstvou staciondrni fdze. Tim je dosaZeno vyssi celkové
velikosti ¢astic, ktera se pohybuje okolo 3 um a umoznuje tak pouziti instrumentace na tirovni
HPLC. Na druhou stranu samotnd vrstva stacionarni faze je velmi tenka (b&zné
okolo 0,5 pm), ¢imz je dosazeno zlepSeni pfenosu hmoty, jelikoz analyty mohou pronikat do
omezené hloubky vrstvy stacionarni faze. Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi se tak
Z hlediska uc¢innosti podobaji kolonam s velmi malymi plné€ poréznimi ¢asticemi (pod 2 um),
ale z hlediska zpétnych tlakti pfipominaji konvenéni plné porézni ¢astice o velikosti 5 — 3 um

[28][29].

Tlakova omezeni klasickych ¢asticovych kolon vedla k rozvoji monolitickych kolon jako
dalsiho typu stacionarnich fazi. Monolit v LC lze charakterizovat jako jeden kus kompaktniho
porézniho materidlu, jehoz hlavni vyhodou je snadna pfiprava a moznost pouziti vysokych

prutokii bez vyznamné ztraty ucinnosti a zvySovani zpétného tlaku [30]. Monolitické
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stacionarni faze mohou byt zalozeny na bazi anorganickych, organickych nebo polymernich
materialti [28]. Uinnost monolitickych kolon lze srovnat s klasickymi napliiovymi kolonami
o velikosti ¢astic 5 um, avSsak monolity nemohou soupefit s kolonami o velikosti ¢astic pod

2 um, zejména pii vysokorychlostnich separacich [31].

Dal8im slibnym pokrokem V oblasti staciondrnich fazi je technika multimodalni kapalinové
chromatografie, kdy pro rozdé¢leni analytl je vyuzito dvou a vice interakénich mechanismu
vramci jedné kolony, z &ehoz vyplyva vysoka selektivita téchto fazi. Casto se vyuziva
kombinace mechanismi reverznich fazi (RPLC) améni¢d ionta (IEC) nebo RPLC
a hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), ptipadné¢ IEC a HILIC. Metoda naléza
uplatnéni pro tézko rozdélitelné analyty a pro analyzu nabitych a neutrdlnich latek v jedné

smési, avsak stale je zde prostor pro inovace, piedev§im pro analyzu realnych vzorka [32].

1.2.3 Dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie

Separaci na zdklad€ alespoii dvou interakénich mechanismi vyuZzivd rovnéz metoda
dvoudimenzionalni kapalinové chromatografie (2DLC). Na rozdil od vicemodalni
chromatografie, 2DLC vyuziva dvou riznych kolon (dimenzi), které maji odlisné selektivity.
Vyhodou (v porovnani s vicemodalni chromatografii) jsou vysledné chromatogramy, které
jsou prezentovany ve dvourozmérném provedeni, coz vede K rapidnimu zvySeny kapacity
separace a technika 2DLC je tak vhodna pro separace velmi slozitych smési. Existuji celkové
tii mozna provedeni 2DLC: nepiima (offline), frakéni (heart-cutting) a v praxi nejvykonngjsi

komprehensivni 2DLC [22][33].

V ptipadé¢ komprehensivni 2DLC je potieba dvou cerpacich systému mobilnich fazi
a vicecestného ventilu se dvéma smyckami. V prvni dimenzi je obvykle separace uskutecnéna
za nizkého pritoku na delsi koloné s malym vnitinim primérem. Frakce z prvni kolony je
sbirdna do smycky €. 1 a pfi naplnéni kapacity této smycky je jeji obsah preveden (pomoci
prepnuti vicecestného ventilu) dal§im Cerpadlem za vysokého pratoku na druhou, kratsi
kolonu. Zatimco probiha separace prvni frakce ve druhé dimenzi, na prvni koloné dochazi
k separaci druhé frakce, ktera je tentokrat sbirana do smycky ¢. 2. Tato druha frakce je pak
rovnéz prevedena na druhou kolonu, ale az po ukonceni separace frakce predchozi. Z toho
vyplyva, Ze kritickym faktorem pro UspéSné provedeni komprehensivni 2DLC je spravné
nastaveni casového programu jednotlivych cykll, rozméra obou kolon, pratokti mobilnich

fazi a objemu frakci ve smyckach [34][35].
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1.2.4 Superkriticka fluidni chromatografie

Na konci 20. stoleti byla obnovena myslenka vyuziti mobilni faze v nadkritickém stavu pro
aplikace v separac¢nich technikach, zejména jako mozna nahrada za plynovou chromatografii.
Pozdé&jsi vyvoj superkritické fluidni chromatografie (SFC) vsak dospél do takové urovné, zZe
v dnesni dobé SFC wvyuziva obdobnou instrumentaci a software jako kapalinova
chromatografie. Mobilni fazi je nejcastéji oxid uhli¢ity v jeho nadkritickém stavu (nad
kritickou teplotou 31 °C a tlakem 7,38 MPa). Oxid uhli¢ity je vSak malo polarni a pouzitelny
pro eluci spiSe nepolarnich analytli. Pro zvyseni polarity se tak vyuziva riznych aditiv (napf.
metanol), kterda umoziuji eluci i polarnich latek. Z hlediska stacionarnich fazi lze pouzit
prakticky stejné faze jako v LC snormalnimi fazemi, vcetn¢ silikagelu modifikovaného
kyano- nebo amino- skupinou. V porovnani s HPLC ma SFC fadu vyhod — vyssi vykonost
a rychlost analyz, kratsi ekvilibrace, nizsi provozni naklady, nizké zpétné tlaky a ekologicka

nezavadnost [36].

1.2.5 Charakterizace kolon pro separace fenolickych slou¢enin

Pro analyzu fenolickych sloucenin v rostlinném materialu se nejcastéji vyuziva techniky LC,
ptipadné plynové chromatografie (pro analyzu tékavych fenolickych sloucenin). V kapalinové
chromatografii probihaji separace nejcastéji v moédu obracenych (reverznich) fazi (RP), za
vyuziti kolon s nepolarni stacionarni fazi. Mobilni faze je nejcastéji smés vody a organického
rozpoustédla (acetonitrilu nebo metanolu) nejcastéji s ptidavkem kyseliny octové (piipadné
mravenci) pro potlaceni ionizace analytd (zejména fenolickych kyselin) [37]. V literatufe 1ze
dohledat i aplikace metody hydrofilni interakéni chromatografie, ktera vyuziva polarnich
staciondrnich fazi (jako v médu s normdlnimi fazemi), ale mobilni faze je v drtivé vétSing
aplikaci smés vodnych pufrid s vysokym obsahem acetonitrilu [38][39]. Vzhledem ke

slozitosti rostlinnych materialli, uplatnéni v této oblasti nasla rovnéz technika 2DLC [40][41].

1.2.5.1 Retencni faktor

Cilené lze chromatografické kolony, resp. stacionarni faze, charakterizovat hned z né€kolika
hledisek. Prvnim takovym parametrem a zaroveinl jednou ze zakladnich veli¢in v separacnich
technikdch je reten¢ni faktor, ktery vyjadiuje miru zadrZzovani dané latky na koloné. Pro
zjisténi reten¢niho faktoru k (rovnice 1) je zapotiebi znalosti retenéniho casu analytu
tr a tzv. mrtvého Casu tm, ktery je roven reten¢nimu cCasu latky, kterd neni na koloné
zadrzovédna. UrCeni tm, reps. Vm (mrtvého objemu) vSak mize byt problematické napft.

vV HILIC moédu, kde je potfeba brat v uvahu mnozstvi adsorbované vody na povrchu
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stacionarni faze [42]. Cim vétsi je hodnota reten¢niho faktoru, tim je latka vice zadrzovana na

kolon¢. Naopak hodnoty blizké nule znaci, ze latka eluuje v blizkosti mrtvého objemu kolony.

Rovnice 1: Vypocet retencniho faktoru.

1.2.5.2 Selektivita separace

Stacionarni faze Ize hodnotit i z hlediska selektivity. Selektivita a je vyjadiena jako pomér
retencniho faktoru vice zadrZzované latky ko a reten¢niho faktoru méné zadrzované
latky ki (rovnice 2). Selektivita je pocitana pro konkrétni dvojice latek a pokud je jeji hodnota
rovna jedné, znamena to, ze latky za danych podminek eluuji v totozném reten¢nim case.

ko

a:k—l

Rovnice 2: Vypocet selektivity dvojice ldtek.

1.2.5.3 Symetrie pikii

Dal$im parametrem, kterym lze charakterizovat jednotlivé kolony je symetrie, resp. asymetrie
As (rovnice 3) jednotlivych pikt. V kapalinové chromatografii je snaha dosahnout idealni
symetrie (tzv. Gaussova rozd¢€leni), kterd je rovna jedné. V praxi vSak dochazi
K tzv. chvostovani (faktor asymetrie >1), resp. frontovani (faktor asymetrie <1) pikl

(obrazek 3), coz mize vyrazné zhorSovat rozdéleni jednotlivych latek.

\\-—_

Obrdzek 3: Typy pikové symetrie. Zleva: pik s idedlni symetrii, frontujici pik, chvostujici pik.
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7 b
T a
Rovnice 3: Vypocet asymetrie piku. Hodnoty a a b jsou Sirky piku prvni, resp. druhé poloviny piku
v 5 % jeho vysky.
1.2.5.4 U&innost separace
Uginnost separace nebo také pocet teoretickych pater N (rovnice 4) je bezrozméra veli¢ina,
ktera charakterizuje miru rozsifovani elu¢ni zony analytu na koloné. Hodnota ucinnosti je

charakteristicka pro konkrétni latku a danou kolonu a K jejimu vypoctu je zapotiebi znalosti

retenéniho Casu latky tr a $itky piku (resp. $itky piku v poloving jeho vysky wos).
t
N = 5,545 x (—)2
Wo,5

Rovnice 4: Vypocet ucinnosti.
Pokud zndme hodnotu ucinnosti N a délku chromatografické kolony L, je dile mozné
vypocitat vyskovy ekvivalent teoretického patra H (rovnice 5).

H=—
N

Rovnice 5: Vypocet vyskoveho ekvivalentu teoretickeho patra.

Z van Deemterovy rovnice pro vypocet H (rovnice 6) vyplyva, ze rozsifovani piku analytu na
koloné je dano tfemi hlavnimi ptispévky — vifivou difuzi (¢len A), molekularni difuzi (¢len B)
a odporu proti pfevodu hmoty (¢len C). Pfispévek ¢lenu B klesa, a naopak piispévek ¢lenu C
roste se zvySujici se linearni rychlosti toku mobilni faze u. Jednotlivé ¢leny rovnice se zjist'uji
experimentalné na zakladé tzv. H — u kiivky (zavislosti H na u), z jejihoz minima lze rovnéz

stanovit optimalni hodnotu pritoku mobilni faze pro zachovani nejvyssi mozné ucinnosti.
B
H=A+ E +CXu

Rovnice 6: Van Deemterova rovnice pro vypocet vyskového ekvivalentu teoretického patra.
1.3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem prvni experimentalni casti bylo porovnat retenéni chovéani vybranych fenolickych
sloucenin na riznych RP kolonach na zakladé symetrii pikd, reten¢nich faktort, selektivit
a parametri van Deemterovy rovnice. Ktomu byla pouzita technika HPLC s detekci

diodového pole (HPLC-DAD). K porovnani byly vybrany nasledujici dvojice latek:

30



Kapalinovéa chromatografie fenolickych sloucenin na revreznich fazich

eskulin — eskuletin (glykosid — volna forma), epikatechin — katechin (epimery), kyselina
syringova — syringaldehyd (kyselina — aldehyd) a kyselina p-kumarova — kyselina
m-kumarova (p- a m- izomery). Pro porovnani bylo vyuzito izokratickych analyz fenolickych

sloucenin a vybranych alkylbenzenti.

1.3.1 Kolony

Bylo vybrano osm ruznych kolon (tabulka 2) ur¢enych pro separace v médu reverznich fazi.
Ctyii kolony byly naplnény povrchové poréznimi asticemi, zbylé &tyii byly plnény plné
poréznimi casticemi. Ve vsech ptipadech byla zachovana délka kolony a to 150 mm, lisil se

v$ak vnitini primér a velikost ¢astic.

Tabulka 2: Seznam testovanych kolon a jejich vnitrni pruméry a velikosti cdstic.

Vnitini Velikost ¢astic ~ Priitok mobilni

Kolona Typ ¢astic prumér [mm] [pm] faze [ml/min]
Luna Omega Polar C18 PIné pérovité 3 3 05

Luna Omega PS C18 PIné pérovité 3 3 05
Evosphere Diphenyl PIné pérovité 3 3 0,5

ACE 3 C18-PFP Plné porovité 3 3 0,5
Kinetex C18 Povrchové porovité 3 2,6 0,577
Kinetex EVO C18 Povrchove porovité 3 2,6 0,577
Kinetex Biphenyl Povrchové porovité 2,1 2,6 0,283
Ascentis Express C8 Povrchové porovité 3 2,7 0,556

1.3.2 Pouzité standardy
Veskeré pouzité standardy latek byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Eskulin (>97%) Benzen (>99%)
Eskuletin (98%) Toulen (>99,5%)
(+)-Katechin hydrat (>97%) Ethylbenzen (99,8%)
(-)-Epicatechin (>90%) Propylbenzen (98%)

Kyselina syringova (>98%)
Syringaldehyd (98%)
Kyselina p-kumarova (>98%)

Kyselina m-kumarova (99%)
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1.3.3 HPLC-DAD analyza

Analyzy byly provedeny za vyuziti HPLC systému Agilent 1200 s detektorem diodového pole
(DAD) (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Jako mobilni faze A byla pouzita deionizovana
voda (produkovana systémem Milli-Q, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) s ptidavkem
0,1 % (v/v) kyseliny octové (Cistota pro LC-MS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
a mobilni fazi B byl acetonitril (¢istota pro HPLC, Sigma-Aldrich) s ptidavkem 0,1 % (v/v)
kyseliny octové. Teplota kolony byla nastavena na 40 °C a davkovany objem byl pouzit 3 pl.
Detekce byla uskuteénéna pii vinovych délkach 280 nm (epikatechin, katechin, p-kumarova,
m-kumarova a syringova kyselina) a 330 nm (eskulin, eskuletin, syringaldehyd). Koncentrace
kazdého standardu ve smési byla 10 mg/l, v¢etné ,,markeru* mrtvého objemu — thiomoc¢oviny

(>99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Pro ucely porovnani selektivity, pikové symetrie a retence byly pouzity prutoky mobilni faze

odpovidajici tabulce 2 pfi izokratické analyze 15 % mobilni faze B.

Ke zjisténi ucinnosti a parametrG van Deemterovy kiivky byl pratok volen v rozmezi
0,03 — 0,8 ml/min v zavislosti na parametrech kolony a tlakovych limitech systému. Ve
vétsing piipada bylo pouZito celkoveé 17 rozdilnych hodnot prittokd, nejméné pak 10 v ptipadé
kolony Kinetex Biphenyl. Separace byly uskute¢nény v modu izokratické eluce pii 20 % B

pro fenolické slouceniny a 75 % B pro alkylbenzeny.
14 VYSLEDKY A DISKUZE

1.4.1 Porovnani reten¢nich faktori

Vybrané kolony byly testovany pro ovéteni retence vybranych fenolickych latek. Pro tyto
ucely byla zvolena bezrozmérnd veli¢ina — retenéni faktor. Na zaklad¢ vysledki
v tabulce 3 lze konstatovat nasledujici skutecnosti. Pti izokratické analyze byly latky

zadrzovany nejvice na koloné Evosphere Diphenyl, a naopak nejméné na koloné Kinetex

EVO C18.
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Tabulka 3: Hodnoty retencnich faktorii vybranych fenolickych sloucenin na riiznych kolondch v modu
reverznich fazi (n = 3).
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Kolona 8 8 o E == > <& DFE
Luna Omega Polar C18 0,80 1,87 1,80 1,14 2,10 3,92 3,82 5,06
Luna Omega PS C18 0,84 2,24 2,34 1,44 2,82 4,93 5,27 7,79
Evosphere Diphenyl 1,05 2,89 3,67 2,21 3,47 6,59 5,83 7,62
ACE 3 C18-PFP 0,85 2,23 2,23 1,37 2,46 5,15 4,40 6,67
Kinetex C18 0,59 1,69 1,65 1,05 1,92 3,95 3,83 5,66
Kinetex EVO C18 0,54 1,49 1,50 0,97 1,80 3,29 3,48 4,98
Kinetex Biphenyl 0,74 1,73 1,67 1,15 1,87 4,27 2,97 4,10
Ascentis Express C8 0,54 1,60 1,31 0,86 1,85 4,01 3,71 5,79

Retence se zpravidla snizovala v nasledujicim pofadi: Evosphere Diphenyl — Luna Omega
PS C18 — ACE 3 C18-PFP — Luna Omega Polar C18 — Kinetex Biphenyl — Kinetex C18
— Ascentis Express C8 — Kinetex EVO C18. Toto potadi vSak neplati univerzalné pro
vSechny latky, ale bylo vyhodnoceno na zakladé vétsiho poétu latek v daném potadi. Kolony
naplnéné plné poréznimi ¢asticemi vykazovaly vyssi retenci pro fenolické latky neZ kolony

plnéné Casticemi povrchoveé poréznimi.
1.4.2 Porovnani symetrie piku

Bylo provedeno testovani vybranych kolon na symetrii, resp. asymetrii pikd jednotlivych

latek. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4: Hodnoty symetrii pikii vybranych fenolickych sloucenin na riznych kolondch v modu
reverznich fazi (n = 3).
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Kolona 8 8 & g 2Lz > <& O DE
Luna Omega Polar C18 1,14 2,09 1,18 1,21 1,10 1,06 1,06 1,04
Luna Omega PS C18 1,05 0,87 0,92 1,03 0,96 0,87 0,87 0,88
Evosphere Diphenyl 0,98 0,96 0,83 0,90 1,23 1,48 0,88 0,87
ACE 3 C18-PFP 1,13 1,25 1,04 1,11 1,06 1,05 1,04 1,02
Kinetex C18 1,10 1,60 0,92 1,10 0,87 0,73 0,70 0,63
Kinetex EVO C18 1,12 1,07 0,95 1,06 0,92 0,81 0,80 0,74
Kinetex Biphenyl 1,44 1,20 1,15 1,28 1,33 1,16 1,26 1,12
Ascentis Express C8 1,15 1,20 1,11 1,20 1,11 1,03 1,02 0,99
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Z vysledku jednotlivych analyz je patrné, ze latky mély tendenci spise chvostovat na kolonach
Luna Omega Polar C18, ACE 3 C18-PFP, Kinetex Biphenyl a Ascentis Express C8. Na
ostatnich kolonach dochézelo ve vétsin€ pripada ke frontovani pika. Z toho vyplyva, ze typ

¢astic (pln€ porézni x povrchové porézni) nemél vliv na tvar pika z hlediska typu asymetrie.

Dale byly vysledky porovnany z hlediska celkové asymetrie, vyjadiené jako primér hodnot
odchylek jednotlivych latek od idedlni symetrie na dané kolon¢€, pficemz hodnoty mensi nez
1 vtabulce 4 byly pro tcéely vypoctu brany jako pievracené. NejlepSich vysledkt bylo
dosazeno na kolonach ACE 3 C18-PFP (pramérna odchylka = 0,09), Luna Omega PS C18
a Ascentis Express C8 (primérna odchylka = 0,10). Naopak nejhorsi vysledky byly zjistény
u kolon Kinetex C18 (primérna odchylka = 0,30), Luna Omega Polar C18 a Kinetex
Biphenyl (primérna odchylka = 0,24).

1.4.3 Porovnani selektivity vybranych dvojic latek

Vybrané dvojice (eskulin —  eskuletin; epikatechin —  katechin;  kyselina
syringova — syringaldehyd; kyselina p-kumarova — kyselina m-kumarova) byly podrobeny
ovéteni selektivit a na testovanych kolonéch.

Tabulka 5: Hodnoty selektivit pro vybrané dvojice fenolickych latek na riznych kolonach v modu
reverznich fazi (n = 3).

eskulin epikatechin kyselina syringova kyselina p-kumarova
Kolona eskuletin katechin syringaldehyd kyselina m-kumarova
Luna Omega Polar C18 2.33 1.57 1.86 1.33
Luna Omega PS C18 2.68 1.63 1.75 1.48
Evosphere Diphenyl 2.75 1.66 1.90 1.31
ACE 3 C18-PFP 2.64 1.63 2.10 1.52
Kinetex C18 2.85 1.57 2.05 1.48
Kinetex EVO C18 2.75 1.56 1.83 1.43
Kinetex Biphenyl 2.34 1.46 2.28 1.38
Ascentis Express C8 2.95 1.52 217 1.56

Z tabulky 5 vyplyva, Ze selektivita vybranych dvojic byla dostate¢na na vSech pouzitych
kolonach pro reverzni faze. Zaroven nebyly zjiStény vyrazné rozdily mezi jednotlivymi
kolonami. Vzhledem k tomu, Ze selektivita zavisi na pouzité mobilni fazi (zejména poméru
voda — organicka slozka), dané vysledky jsou platné pouze pro konkrétni podminky analyzy

a zménou mobilni faze mohlo dojit k zasadnim zmé&nam selektivit.
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1.4.4 Porovnani ¢leni van Deemterovy rovnice

Pro porovnani ucinnosti vybranych kolon, resp. ptispévkl jednotlivych ¢leni A, B a C
k celkovému vySkovému ekvivalentu teoretického patra byla provedena série analyz
fenolickych sloucenin pii riznych pritocich mobilni faze. Platnost van Deemterovy rovnice je
omezena v zakladnim tvaru na piky s ideélni symetrii (Gaussovym priabéhem) a vzhledem ke
chvostovani, resp. frontovani jednotlivych fenolickych latek (viz. kapitola 1.4.2) byly na

kazdé koloné rovnéz provedeny analyzy alkylbenzent, jejichz symetrie pika se blizi k jedné.

1.4.4.1 Van Deemterova rovnice pro fenolické slouc¢eniny

Analyzou fenolickych latek a thiomocoviny pii rlznych pritocich byly sestrojeny
H — u ktivky (zavislosti vyskového ekvivalentu teoretického patra na linearni rychlosti toku
mobilni faze) pro jednotlivé latky a kolony v rozmezi prutok 0,03 — 0,8 ml/min, pficemz
spodni hranice priitoku byla dana schopnosti systému spolehlivé erpat mobilni fazi pfi velmi

malych pritocich a horni hodnota byla déna tlakovym limitem systému.

Na obrazcich 4 a 5 jsou znazornény dvé typické situace, kterych bylo dosazeno analyzami
fenolickych slouéenin. V prvnim piipadé (obrazek 4) byly ziskany relativné uspokojivé
zavislosti, jelikoz z takovychto tvari H — u kiivek lze urcit vSechny tfi ¢leny van Deemterovy
rovnice. Krom¢ syringaldehydu byly podobné zavislosti ziskany pro kyselinu syringovou,

p- a m-kumarovou (ptilohy 1 — 3).

0,04 )
Syringaldehyd
0,03
Luna Omega Polar C18
E _
£, 0,02 Evosphere Diphenyl
T —— Kinetex C18
0,01 = — ACE 3 C18-PFP
Luna Omega PS C18
0 Ascentis express C8
0 50 100 150 200

. ) ) ——Kinetex Biphenyl
Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min]

Obrdzek 4: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linearni rychlosti toku mobilni
faze (u) pro syringaldehyd na testovanych kolondch (n = 1).

Druhd moznd situace je znazornéna na obrazku 5. V tomto ptipadé¢ prubéh ziskanych
H — u neumoznoval spolehlivé urceni ¢lenu B. Obdobné zavislosti jako u epikatechinu byly

ziskany pro katechin, eskulin a eskuletin (pfilohy 4 — 6).
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0 Ascentis express C8
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. . . —— Kinetex Biphenyl
Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min]

Obrazek 5: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linearni rychlosti toku mobilni
faze (u) pro epikatechin na testovanych kolonach (n = 1).

Z vysledkl je patrné, ze H — u kiivky fenolickych latek dosahuji svého minima pii velmi
nizkych linearnich rychlostech toku mobilni faze, resp. pratocich. Na zékladé hodnot H pro
jednotlivé analyzy lze tvrdit, Ze dobré ucinnosti pro vétSinu vybranych fenolickych latek bylo
dosazeno na kolonach ACE 3 CI18-PFP a Ascentis express C8. Naopak jako nejhorsi

z hlediska uc¢innosti se jevi kolony Kinetex Biphenyl a Kinetex C18.

1.4.4.2 Van Deemterova rovnice pro alkylbenzeny

Vzhledem k vyse diskutovanym prabéhim H — u kiivek fenolickych sloucenin z hlediska
urCeni jednotlivych ¢lenli van Deemterovy rovnice byly pro tyto ucely provedeny také
analyzy homologické série alkylbenzend. Vychazelo se z pfedpokladu, ze kinetické aspekty
separace zavisi zejména na velikosti molekul analyti. Pro charakterizaci kolon z hlediska
¢lentt van Deemterovy rovnice byl tak pouzit tento pfistup, jelikoz obé skupiny latek jsou
relativné malé molekuly. Pro ukazku priib&hu H — u kiivek byl zvolen propylbenzen (obrazek
6), jelikoz jeho molekulova hmotnost je nejblize vybranym fenolickym latkam. Ostatni

zavislosti alkylbenzent jsou uvedeny v piilohach 7 — 9.
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Obrazek 6: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linearni rychlosti toku mobilni
faze (u) pro propylbenzen na testovanych kolondach (n = 1).

Pro urceni ¢lentt A, B a C van Deemterovy rovnice byly ziskané hodnoty zpracovany v online

statistickém softwaru Desmos (Desmos, Inc., San Francisco, CA, USA), pti¢emz byl pouzit

< 1 b v s . . ,
matematicky model ve tvaru y; = a + -t Xx cozje ekvivalent rovnice 6. Vysledkem
1

byly hodnoty jednotlivych ¢lend a, b, c, resp. A, B a C a pribéh dané zavislosti, véetné
rezidualnich hodnot (obrazek 7).

H [mm]
—

.
# * # ¥ %0 175 200 225 250

Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min]

Obrazek 1: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedrni rychlosti toku mobilni
faze (u) pro propylbenzen na koloné ACE 3 CI8-PFP. Cervené body — experimentalné zjisténé
hodnoty, modrd linie — prithéh matematického modelu, zelené body — hodnoty rezidui (n = 1).

Byl vypracovan ptehled vlivu vifivé difuze alkylbenzent pro jednotlivé kolony na celkovou
ucinnost kolony (tabulka 6). Z vysledki je ziejmé, Ze nejmensi vliv na ucinnost separace méla
vifiva difuze na kolonach s povrchové poréznimi Casticemi. Vyrazn€ niZ§i hodnoty byly
zjistény pro kolonu Kinetex Biphenyl, ktera jako jedind z testovanych kolon méla vnitini
primér 2,1 mm. Se zvySujici se molekulovou hmotnosti rostl ptispévek clenu A k celkové

ucinnosti a snizoval se rozdil mezi povrchové a plné€ poréznimi ¢asticemi.
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Tabulka 6: Hodnoty virivé difiize (clen A) alkylbenzenii pro jednotlivé kolony. Kolony s povrchové
poreéznimi ¢asticemi jsou zvyraznény modre.

Benzen Toulen
A [pm] A [um]
Kinetex Biphenyl -18.05 Kinetex Biphenyl -16.05
Ascentis express C8 -5.69 Ascentis express C8 -4.16
Kinetex C18 -5.52 Kinetex C18 -3.20
Kinetex EVO C18 -4.90 Kinetex EVO C18 -2.96
ACE 3 C18-PFP -3.09 ACE 3 C18-PFP -1.90
Luna Omega PS C18 -3.06 Luna Omega PS C18 -1.26
Luna Omega Polar C18 -2.05 Luna Omega Polar C18 -0.63
Evosphere Diphenyl -0.35 Evosphere Diphenyl 0.70
Ethylbenzen Propylbenzen
A [pm] A [pm]
Kinetex Biphenyl -13.78 Kinetex Biphenyl -11.82
Ascentis express C8 -2.69 Ascentis express C8 -1.29
Kinetex C18 -1.44 ACE 3 C18-PFP -0.35
Kinetex EVO C18 -1.22 Luna Omega Polar C18 0.09
ACE 3 C18-PFP -0.95 Kinetex C18 0.29
Luna Omega Polar C18 -0.51 Kinetex EVO C18 0.49
Luna Omega PS C18 0.20 Luna Omega PS C18 1.63
Evosphere Diphenyl 1.78 Evosphere Diphenyl 1.99

Vliv molekularni difaze (¢len B) alkylbenzent je shrnut v tabulce 7. Rozdily v molekularni
difizi na rGznych kolondch nebyly pfiili§ veliké (vyjimkou byla opét kolona Kinetex
Biphenyl) v porovnani s vifivou difzi, kde rozdily mezi jednotlivymi kolonami byly v mnoha
ptipadech vice jak dvojnasobné. S rostouci molekulovou hmotnosti klesal piispévek

¢lenu B k celkové ucinnosti kolon. Nizkych hodnot ¢lenu B bylo dosazeno na kolonach Luna

Omega Polar C18, Evosphere Diphenyl a Kinetex EVO C18.
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Tabulka 7: Hodnoty molekuldrni difiuze (¢len B) alkylbenzenii pro jednotlivé kolony. Kolony
s povrchové poréznimi ¢asticemi jsou zvyrazneny modre.

Benzen Toulen
B [um?/min] B [um?/min]
Luna Omega Polar C18 367.5 Luna Omega Polar C18 330.1
Evosphere Diphenyl 375.4 Evosphere Diphenyl 343.4
Luna Omega PS C18 391.3 Kinetex EVO C18 357.9
Kinetex EVO C18 395.0 Luna Omega PS C18 367.6
Kinetex C18 421.7 Kinetex C18 391.7
ACE 3 C18-PFP 422.8 ACE 3 C18-PFP 400.9
Ascentis express C8 4425 Ascentis express C8 419.8
Kinetex Biphenyl 716.0 Kinetex Biphenyl 662.7
Ethylbenzen Propylbenzen
B [um?/min] B [upm?/min]
Evosphere Diphenyl 309.1 Kinetex EVO C18 307.2
Kinetex EVO C18 3274 Evosphere Diphenyl 313.3
Luna Omega Polar C18 335.1 Luna Omega Polar C18 314.1
Luna Omega PS C18 343.7 Luna Omega PS C18 332.1
Kinetex C18 369.8 Kinetex C18 359.9
ACE 3 C18-PFP 374.4 ACE 3 C18-PFP 369.0
Ascentis express C8 395.7 Ascentis express C8 384.3
Kinetex Biphenyl 584.9 Kinetex Biphenyl 531.4

Poslednim ¢lenem van Deemterovy rovnice je odpor proti pievodu hmoty (¢len C), jehoz
hodnoty pro jednotlivé kolony jsou shrnuty v tabulce 8. Z vysledki vyplyva, ze piispévek
odporu proti pfevodu hmoty byl vétsi (v priméru o zhruba 40 % pii vynechdni kolony
Kinetex Biphenyl) u kolon spovrchové poréznimi casticemi. Nejniz$i hodnoty
¢lenu C vykazovala kolona ACE 3 C18-PFP, naopak jako nejhor$i se ukazaly byt kolony
Kinetex EVO C18 a Kinetex Biphenyl. S rostouci molekulovou hmotnosti dochazelo ke

snizovani prispévku ¢lenu C K celkové ucinnosti.
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Tabulka 8: Hodnoty odporu proti prevodu hmoty (clen C) alkylbenzenii pro jednotlivé kolony. Kolony
s povrchové poréznimi ¢asticemi jsou zvyrazneny modre.

Benzen Toulen
C C
[Minx10%] [minx103]
ACE 3 C18-PFP 0.136 ACE 3 C18-PFP 0.105
Evosphere Diphenyl 0.141 Luna Omega Polar C18 0.117
Luna Omega Polar C18 0.151 Luna Omega PS C18 0.119
Luna Omega PS C18 0.154 Evosphere Diphenyl 0.122
Ascentis express C8 0.187 Ascentis express C8 0.149
Kinetex C18 0.201 Kinetex C18 0.159
Kinetex EVO C18 0.222 Kinetex EVO C18 0.181
Kinetex Biphenyl 0.386 Kinetex Biphenyl 0.359
Ethylbenzen Propylbenzen
C C
[minx10%] [minx10%]
ACE 3 C18-PFP 0.084 Luna Omega PS C18 0.064
Luna Omega PS C18 0.090 ACE 3 C18-PFP 0.065
Luna Omega Polar C18 0.094 Luna Omega Polar C18 0.071
Evosphere Diphenyl 0.102 Ascentis express C8 0.084
Ascentis express C8 0.116 Evosphere Diphenyl 0.090
Kinetex C18 0.129 Kinetex C18 0.100
Kinetex EVO C18 0.146 Kinetex EVO C18 0.110
Kinetex Biphenyl 0.320 Kinetex Biphenyl 0.285

Na zdklad€¢ téchto vysledkli lze konstatovat, Ze vliv typu castice na jednotlivé cleny
van Deemterovy rovnice klesal v nasledujicim pofadi: vitiva difize — odpor proti pfevodu
hmoty — molekularni difuze. Z praktického hlediska a pro zvoleni kolony s nejlepsimi
kinetickymi aspekty separace, bylo potieba piepocitat ¢leny B a C na konkrétni hodnotu
prutoku, resp. linearni rychlosti toku mobilni faze (tabulka 9). V praxi se bézné jako prvni
volba pouziva pritok 0,5 ml/min pro kolony o rozmérech 150 x 3 mm.

Tabulka 9: Hodnoty vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) a dalsich clenii van Deemterovy
rovnice prepocitané na konkrétni hodnotu pritoku 0,5 ml/min pro propylbenzen.

Alpm] B/u[pm] Cxu [pm] H [pm]
ACE 3 C18-PFP -0.353 3.257 7.417 10.322
Luna Omega Polar C18 0.089 2.892 7.700 10.681
Luna Omega PS C18 1.632 2.747 7.751 12.130
Ascentis Express C8 -1.285 2.967 10.914 12.596
Evosphere Diphenyl 1.996 2.981 9.437 14.414
Kinetex C18 0.285 2.692 13.369 16.346
Kinetex EVO C18 0.492 2.261 14.929 17.682
Kinetex Biphenyl -11.819 3.911 38.666 30.757
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Nejlepsich kinetickych aspekti separace (pro propylbenzen) pii pritoku 0,5 ml/min bylo
dosazeno na kolonach ACE 3 C18-PFP a Luna Omega Polar C18. Naopak nejhorsich
vysledku z hlediska t¢innosti bylo dosazeno na kolonach Kinetex Biphenyl a Kinetex EVO
C18. Z tabulky 9 je patrné, ze nejvétsi vliv na celkovou ucinnost mél odpor proti prevodu
hmoty, ndsledovany molekularni difuzi. Témér zanedbatelny, a v mnoho piipadech i zaporny,

byl ¢len A, tedy prispévek vitivé difuze.
1.5 SHRNUTI

V prvni experimentdlni ¢asti bylo porovnéno retencni chovani vybranych fenolickych
sloucenin na osmi riznych kolonach uréenych pro separace v systému obracenych fazi. Pro
tyto ucely byly vybrany jak kolony S plné poréznimi ¢ésticemi, tak i kolony s povrchové
poréznimi ¢asticemi. Kolony byly hodnoceny z hlediska retence, pikové symetrie a selektivity
vybranych dvojic latek. Uéinnost kolon byla ovéfena na zakladé H — u kiivek, pfi¢emz pro
tyto ucCely byly dodatecné provedeny experimenty zahrnujici homologickou sérii
alkylbenzenti. Na zékladé dosazenych vysledkti byly jako nejvhodnéjsi pro analyzu

fenolickych latek vybrany kolony ACE 3 C18-PFP a Luna Omega Polar C18.
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2 LC-MS/MS STANOVENI FENOLICKYCH SLOUCENIN

2.1 SPOJENI KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE A HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometr je v soucasné dobé jednim z nejvykonngjSich detektorti v oblasti
analytické chemie. Jeho zakladnim principem je ionizace analytli, separace ziskanych ionti
a jejich nésledna detekce. K ionizaci analyti dochazi v iontovém zdroji, pfi¢emz existuje cela
fada ionizacnich technik jako elektronova ionizace, chemicka ionizace, elektrosprej nebo
ionizace za atmosférického tlaku. Volba ioniza¢ni techniky zavisi na povaze cileného analytu
(zejména na molekulové hmotnosti a polarité), pfipadné na pouzité separacni technice. lonty
ziskané ziontového zdroje jsou dile vedeny do hmotnostniho analyzatoru, jehoz hlavni
ulohou je separace ziskanych iontli na zakladé poméru hmotnost iontu m a naboje z. Na trhu
je hned nékolik hmotnostnich analyzatori, které se 1isi zdkladnim principem a v neposledni
fad¢ i samotnou vykonnosti a cenou. Za velmi jednoduchy, ale pfesto velmi oblibeny, je
povazovan kvadrupolovy analyzator (Q). Dalsimi relativné jednoduchymi analyzatory jsou
iontova past (IT) a analyzator doby letu (TOF). NejlepSich detek¢énich parametrti dosahuji
analyzatory Orbitrap nebo iontova cyklotronova rezonance (ICR), v sou¢asné dob¢ jsou vsak
stale velmi cenové ndkladné. Aktudlnim trendem je spojeni vice hmotnostnich analyzéatori za
sebou (napf. Q-g-Q nebo Q-g-TOF), diky ¢emuz je dosazeno velmi vysokych selektivit
analyz. Pouziti samotného hmotnostniho spektrometru pro analyzu slozitych smési (napf.
rostlinného materialu) je velmi omezené a pro identifikaci a kvantifikaci co nejvétSiho
mnozstvi latek je potfeba spojit hmotnostni spektrometr se separa¢ni technikou (LC-MS,

Vv ptipadé tandemové hmotnostni spektrometrie HPLC-MS/MS)) [22][43].

V druhé poloviné 20. stoleti doslo k vyraznému posunu v oblasti separacnich technik, jelikoz
se na trhu objevilo prvni spojeni plynové chromatografie (GC) a hmotnostniho detektoru.
Spojeni téchto dvou technik bylo relativné jednoduché, jelikoz podminky (jako napt. t€¢kavost
a tepelna stabilita analytd nebo maly objem plynu v porovnani s kapalinou) byly pro GC a MS
zejména z divodu nutnosti propojovaciho rozhrani obou technik, jehoz hlavnim acelem bylo
odstranéni prebytku mobilni faze. Dnes je spojeni LC-MS zcela béZnou zaleZitosti a pfinasi

fadu vyhod jako je identifikace a kvantitativni stanoveni separovanych latek, vysoka
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selektivita a citlivost, nizké detekéni limity a zejména moznost identifikovat latky, které nelze

rozdé€lit pomoci LC [22][43].
2.2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem druhé experimentalni ¢asti bylo optimalizovat a validovat HPLC-MS/MS metodu pro
analyzu 48 standardi béznych fenolickych sloucenin. Pozadavkem bylo vytvofit metodu
s dobrou selektivitou, kratkou dobou jedné analyzy, nizkymi detekénimi limity, vysokou
pfesnosti, spravnosti a opakovatelnosti. Jednim z dalSich pozadavkti byla univerzalnost
metody pro ucely stanoveni fenolickych latek v rostlinnych materialech, coz bylo pfedmétem

tieti a Ctvrté Casti této prace.

2.2.1 Pouzité standardy
Standardy latek byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Aldehydy Flavonoidy Kys. chlorgenova (95%)
4-hydroxybenzaldehyd (98%) 7-hydroxyflavon (AS) Kys. kavova (>98%)
Koniferyl aldehyd (96%) (-)-Epikatechin (>90%) Kys. m-kumarova (99%)
Vanilin (99%) Hesperetin (95%) Kys. p-kumarova (>98%)
Protokatechovy aldehyd (>97%) (+)-Katechin (>97%) Kys. protokatechova (>97%)
Syringaldehyd (98%) Kvercetin (99%) Kys. salicylova (>99%)
Alkylfenoly Myricetin (>96%) Kys. sinapova (AS)
4-methylkatechol (>95%) (+)-Naringenin (95%) Kys. syringova (>98%)
4-ethylkatechol (95%) Naringin (>95%) Kys. vanilova (>97%)

4-vinylfenol (10% v PG)
Benzentrioly

Pyrogallol (AS)
Kumariny
4-hydroxykumarin (98%)
Skopoletin (AS)

Eskulin (>97%)

Taxifolin (AS)
Rutin (90 %)

Methoxybenzeny

Homovanilyl alkohol (99%)

Koniferyl alkohol (AS)

Vanilyl methyl keton (96%)

Fenolické kyseliny
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Eskuletin (98%) Kys. p-hydroxybenzoova (99%)

Estery Kys. ferulova (99%) Ptibuzné slouceniny

Ethyl galat (>96%) Kys. galova (>98%) Kys. trans-skoticova (>99%)
Ethylester kys. kavové (N) Kys. gentisova (AS) Tryptofol (97%)

Ethyl vanilat (AS) Kys. homovanilova (AS)

Vyznam zkratek pro Cistoty nékterych standardnich latek: AS — analyticky standard, N — neuvedeno,
PG — polyethylen glykol.

2.2.2 HPLC-MS/MS analyza

Pro separace fenolickych slou¢enin byl vyuzit HPLC systém Agilent 1260 (Agilent, Santa
Clara, CA, USA). Separace byly uskute¢nény na kolon¢ Luna Omega Polar CI18
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) o rozmérech 150 x 3 mm a s velikosti ¢astic 3 um. Byla
pouzita gradientova eluce analytd s mobilnimi fazemi A (voda + 0,1 % (v/v) kyseliny octové)
a B (acetonitril + 0,1 % (v/V) kyseliny octové). Cistota a ptivod pouzitych chemikalii
odpovida kapitole 1.3.3, vyjma &istoty acetonitrilu, ktery byl ur¢ena pro LC-MS aplikace.
Gradientovy profil finalni metody byl nasledujici: 0 min — 15 % B; 12 min — 51 % B;
12.01 min — 100 % B; 14 min — 100 % B. Po ukonéeni analyzy prob&hlo ustaleni podminek
na pocatecni hodnoty 15 % B po dobu 4 minut. Separace probihali pti teploté 40 °C, pritoku

mobilni faze 0,5 ml/min a davkovany objem ¢inil 3 pl.

Pro detekci latek byl LC systém pfipojen k hmotnostnimu spektrometru QTrap 4500 od firmy
AB Sciex LLC (Framingham, MA, USA). Tonizace fenolickych slouc¢enin byla uskute¢néna
elektrosprejem Vv negativnim modu. Zaznam analyzy probihal v . médu MRM (sledovani
mnoha reakci) s optimalizovanymi parametry DP (deklastracni potencidl), CE (kolizni
energie) a CXP (vystupni potencial kolizni cely). Zdznam kazdého MRM piechodu probihal
po dobu 90 sekund (tzv. schedule mod).

Zasobni roztoky fenolickych slouc¢enin o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny navdzenim
ptisluiného mnozstvi na analytickych vahach (SARTORIUS, Usti nad Labem, Ceska
republika) a rozpusténim v metanolu (Cistota LC-MS) od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).
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2.3 VYSLEDKY A DISKUZE

2.3.1 Optimalizace podminek MS/MS detekce

Vzhledem ke slozitosti rostlinnych materiali byla pro detekci latek zvolena technika MS/MS
Vv MRM modu, ktera vykazovala vysokou selektivitu pro sledované analyty. Hmotnostni
spektrometr QTrap 4500 vyuzival tii za sebou sefazenych kvadrupold (Q-g-Q uspotadani),
pficemz prvnim kvadrupolem byly vybrany ionty s definovanou hodnotou m/z (prekurzorovy
iont), které byly nasledn¢ vedeny do druhého kvadrupdlu (tzv. kolizni cely), kde byly

roz§tépeny a vybrané produktové ionty byl izolovany tretim kvadrupolem, odkud byly vedeny
k detekci.

Samotna optimalizace probihala v mdédu pfimého néstiiku pti priatoku 7 pl/min. Kazdé latka
byla podrobena optimalizaci individualné. Jako rozpoustédlo byla pouzita smés acetonitrilu
a vody Vv objemovém poméru 1:1 a vychozi koncentrace kazdého standardu byla 0,1 mg/I.
V ptipadé pfili§ nizké ¢i vysoké odezvy byla koncentrace upravena na piijatelnéjsi hodnoty.
Mezi optimalizacemi jednotlivych latek byl hmotnostni spektrometr promyvan metanolem pti

pratoku 20 pl/min po dobu 15 minut.

Vystupem optimalizace pro detekci fenolickych sloucenin byly konkrétni hodnoty
prekurzorovych a produktovych iontt (tzv. MRM piechody) a dale hodnoty parametrii DP,
CE a CXP (priloha 10). Pfechody s nejvyssi intenzitou byly vybrany jako tzv. kvantifikatory
QT (urCené pro kvantitativni analyzu), MRM ptechody s druhou nejvyssi intenzitou byly
vybrany jako tzv. kvalifikdtory QL (uréené pro ovéfeni identifikace latky). Nicméné pfti
optimalizaci podminek HPLC separace bylo zjisténo, ze QL pro nékteré latky vykazovaly pii
spojeni HPLC-MS/MS nulovou odezvu a v takovém piipadé byla identifikace latek zaloZena

pouze na QT a shodném reten¢nim ¢asu piku standardu a piku v realném vzorku.

2.3.2 Optimalizace podminek HPLC separace

2.3.2.1 Volba chromatografického systému

Na zakladé dostupnych zdroju [44][45][46][47][48] byla pro separace fenolickych slou¢enin
zvolena technika kapalinové chromatografie v moédu reverznich fazi s gradientovou eluci.
Jako mobilni faze A byla pouzita deionizovana voda a jako organicka slozka B byl zvolen
acetonitril. Pro zabranéni ionizace fenolickych kyselin byly obé& slozky mobilni faze
okyseleny piidavkem 0,1 % (v/v) kyseliny octové. Na zakladé kapitoly 1.4.4.2 byla pro

separaci fenolickych latek vybrana kolona Luna Omega Polar C18, jelikoz vykazovala
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pfijatelné hodnoty retence, selektivity a pikovych symetrii (vyjma eskuletinu). Zaroven pfi
prutoku mobilni faze 0,5 ml/min dosahovala (spolu s kolonou ACE 3 C18-PFP) nejnizsich

hodnot vyskového ekvivalentu teoretického patra pro propylbenzen.

2.3.2.2 Volba teploty, pritoku a davkovaného objemu

Prakticky veSkeré LC separace probihaji pii konstantni teploté, jelikoz teplota ma vliv na
retenci a selektivitu latek. U vétSiny C18 kolon 1ze provadét separace az do teploty 60 °C (pii
vysSich teplotach jiz dochazi k degradaci stacionarni faze), v praxi jsou vSak nejcastéji
pouzivany (pro prodlouzeni zivotnosti kolony) teploty v rozmezi 25 — 40 °C. Pfi pouziti vyssi
teploty je dosazeno urychleni analyz, zisku uzSich pikii a v neposledni fad¢ také nizSich
zpétnych tlakd systému. Proto byla pro separaci fenolickych latek v této praci zvolena teplota
40 °C.

Pouzity prutok mobilni faze byl 0,5 ml/min, ackoliv z kapitoly 1.4.4.1 je patrné, Ze nejvyssi
uc¢innosti pro fenolické slouceniny je dosazeno pii prutocich okolo 0,1 — 0,2 ml/min. Takto
nizké pratoky vsak vedou k citelnému prodlouzeni analyz, coz je Vrozporu s jednim
z pozadavkt pro finalni metodu. V ptipad¢ alkylbenzeni bylo v oblasti prutokd 0,5 ml/min
dosazeno minim H — u kiivek a tudiz Ize ptedpokladat, Zze pti tomto pritoku bylo dosazeno

uspokojivych kinetickych aspektli separace.

Dévkovany objem byl na pocatku tvorby metody zvolen 3 pl a tento objem byl zachovan az
do finalni podoby metody. V ptipadé potteby snizeni detekénich limitd by bylo mozné pouzit
vy$$i objem davkovani, pravdépodobné za cenu zhorSeni separace vlivem rozSifovani

eluénich zon.

2.3.2.3 Optimalizace gradientového profilu

Spojeni LC-MS/MS pfind§i nezmérnou vyhodu v moZznosti spolehlivé identifikovat
a kvantifikovat latky, které nejsou rozdéleny v priibéhu separace na chromatografické koloné.
Z tohoto d@vodu nebylo nutné dosdhnout béhem optimalizace profilu gradientové eluce
separace vSech 48 standardl fenolickych sloucenin, ale pouze kritickych dvojic, coz byly
latky se stejnymi prekurzorovymi a produktovymi ionty. Pokud dvé latky mély stejny
prekurzorovy iont (stejnou molekulovou hmotnost), ale zcela odlisné byly produktové ionty,
bylo mozZné tyto latky stanovit i v piipad€, Ze byly jejich retencni Casy stejné. Jako kritické
dvojice (tabulka 10) byly identifikovany: kyselina p-hydroxybenzoova — kyselina salicylova;
vanilyl methyl keton — koniferyl alkohol; kvercetin — hesperetin; tyrosol — protokatechovy
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aldehyd; katechin — epikatechin; kyselina gentisova — kyselina protokatechova;

kyselina m-kumarova — kyselina p-kumarova; kyselina veratrova — kyselina homovanilova.

Tabulka 10: Rozliseni R vybranych kritickych dvojic fenolickych latek ziskané analyzami pri trech
riiznych profilech gradientové eluce (n = 3).

Nazev slouc¢eniny

R (gradient 1) R (gradient 2) R (gradient 3)
Kyselina p-hydroxybenzoova 417 926 912
Kyselina salicylova
Vanilyl methyl keton 161 177 144
Koniferyl alkohol
Kvercetin 1.93 2.34 1.76
Hesperetin
Tyrosol 0.14 0.15 0.11
Protokatechuovy aldehyd
Katechin 3.68 3.15 4.60
Epikatechin
Kyselina gentisova 091 133 1.07
Kyselina protokatechuova
Kyselina m-kumarovéa 248 208 276
Kyselina p-kumarova
Kyselina veratrova 10.74 11.32 10.97
Kyselina homovanilova
Celkovy produkt rozliSeni* 161 813 379

*celkovy produkt rozliSeni vypocitin jako soucin rozliSeni vSech kritickych dvojic v ramci daného

gradientu

Bylo ptipraveno celkem 5 HPLC vialek (smési 0 koncentraci 1 mg/l), kdy kazda vialka
obsahovala ptiblizn¢ 10 standardt fenolickych latek, ptic¢emz kritické dvojice a latky s velmi
blizkou molekulovou hmotnosti byly cilené¢ umistény do odlisnych vialek. Byl vytvofen
prvotni profil gradientové eluce: 0 min — 3 % B; 15 min — 60 % B (gradient 1) a byly
provedeny analyzy jednotlivych smési (ptiloha 11). Na zakladé téchto analyz bylo zjisténo
relativné uspokojivé rozdéleni kritickych dvojic (vyjma dvojice tyrosol — protokatechovy
aldehyd) avsak vétsina latek eluuovala mezi 8. a 14. minutou. Aby bylo vyuzito ,,prazdnych*
mist pfedev§im na poc¢atku chromatogramu, byl gradientovy profil upraven nasledovné: 0 min
—15 % B, 15 min — 60 % B (gradient 2). Timto doslo k efektivngjsimu vyuziti volného mista
vV chromatogramu, jelikoZ vétSina latek eluovala mezi 2. a 10. minutou a zaroven doslo ke
zkraceni doby celé analyzy. Dodate¢né byl testovan gradientovy profil: 0 min — 7 % B,
15 min — 75 % B (gradient 3). Vysledkem téchto analyz bylo zhorSené vyuziti volného mista

V chromatogramu za cenu jen velmi mirného urychleni separace (ptiloha 12).
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Z tabulky 10 je patrné, Ze ani v jednom z testovanych gradientd nedoslo k rozdéleni dvojice
tyrosol — protokatechovy aldehyd. Tato dvojice ma piitom velmi blizké kvantifikaéni MRM
piechody (137/106 resp. 137/108), coz miize byt problematické u hmotnostnich spektrometrii
s nizkym rozliSenim. Proto byl kazdy tento standard zméfen individualné (gradientem 3) pti
zaznamu MRM piechodu téchto dvou latek. Z téchto analyz bylo zjisténo, ze ob¢ latky sdili
pouze kvalifikacni MRM piechod tyrosolu (137/119), coz je tieba brat vuvahu pfii

identifikaci sloucenin v realnych vzorcich.

Vzhledem k dobrému rozdéleni kritickych dvojic a vysokému celkovému produktu rozliseni,
vyuziti relativné celého prostoru chromatogramu a uspokojivému retenénimu ¢asu posledni
eluované latky (7-hydroxyflavon — 12,01 min) byl gradient 2 zvolen jako finalni profil
gradientové eluce (obrazek 8). Metoda byla zkracena (byla zachovana strmost gradientu 2)
a upravena do finalni podoby: 0 min — 15 % B, 12 min — 51 % B, 12,01 min — 100 % B,
14 min — 100 % B. Pfidani kroku se 100 % mobilni faze B po dobu 2 minut slouZilo pro eluci
siln¢ zadrzovanych latek v ptipadé realnych vzorkli a podle potieby tento Cas muze byt
prodlouzen nebo zkracen. Zaznam kazdého MRM prechodu probihal pouze po urcitou dobu

(tzv. schedule mod) v oblasti eluéniho ¢asu piku dané latky.
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Obrazek 8: Chromatogram analyzy 48 fenolickych sloucenin (koncentrace 0,1 mg/l, schedule mod) za
podminek findlniho gradientu 2 pri zdznamu pouze kvantifikacnich MRM prechodii. Oznaceni
latek — 1 — kyselina galova; 2 — pyrogallov; 3 — kyselina protokatechova; 4 — eskulin; 5 — kyselina
gentisova; 6 — Katechin; 7 — kyselina chlorgenovd, 8 — tyrosol; 9 — protokatechovy aldehyd;
10 — kyselina p-hydroxybenzoova, 11 — homovanilyl alkohol; 12 — epikatechin; 13 — kyselina
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homovanilova; 14 — eskuletin; 15 — kyselina kavova; 16 — kyselina vanilova; 17 — kyselina syringova;
18 — 4-hydroxybenzaldehyd; 19 — ethyl galat; 20 — koniferyl alkohol; 21 — 4-methylkatechol;
22 —vanilin; 23 — kyselina p-kumarova; 24 — vanilyl methyl keton; 25 — syringaldehyd; 26 — kyselina
salicylova; 27 — rutin; 28 — kyselina ferulovd; 29 — taxifolin; 30 — skopoletin; 31 — kyselina
m-kumarovda; 32 — kyselina sinapovd, 33 — kyselina veratrova, 34 — naringin; 35 — koniferyl aldehyd;
36 — tryptofol; 37 — 4-hydroxykumarin; 38 — 4-ethylkatechol; 39 — myricetin; 40 — resveratrol;
41 — kyselina trans-skoricova; 42 — kvercetin; 43 — ethylester kyseliny kavové; 44 — 4-vinylfenol;
45 — ethyl vanilat; 46 — naringenin; 47 — hesperetin; 48 — 7-hydroxyflavon.

2.3.3 Validace HPLC-MS/MS metody

Vytvofena metoda byla podrobena validaénim zkouSskam pro ovéfeni spravnosti,
opakovatelnosti, pracovniho rozsahu, linearity a limiti detekce a kvantifikace. Dosazené
vysledky byly porovnany s vybranymi publikacemi, které se zabyvaji LC-MS/MS stanovenim
fenolickych latek. Prvni takovou studii uskute¢nil Jun-Ge Song a kol. [49], ktefi vytvofili
HPLC-MS/MS metodu pro analyzu 12 fenolickych slou¢enin v fepkovém oleji za vyuziti
QUECHhERS (rychla, jednoducha, nizkonakladova, efektivni, robustni a bezpecna) extrakce.
Myrtsi a kol. [50] metodu HPLC-MS/MS pouzili pro kvantitativni analyzu 32 fenolickych
latek v hroznech a vinnych produktech. Pro Upravu vzorkli vyuzili techniku extrakce
Vv ultrazvukové lazni. Tieti z porovnavanych studii byla provedena Barnabou a kol. [51], kteti
pro upravu vzorku zvolili online SPE (extrakce pevnou fazi) extrakéni metodu a vytvofenou

UHPLC-MS/MS metodou analyzovali celkem 56 raznych fenolickych sloucenin.

2.3.3.1 Spravnost

Spravnost metody vyjadiuje shodu mezi experimentalné zjiSténou koncentraci latky a jeji
referen¢ni hodnotou [52]. Pro ovéfeni spravnosti byly pfipraveny tii smési standardnich
roztoki fenolickych sloucenin na odlisnych koncentra¢nich trovnich — nizka (0,01 mg/l),
sttedni (0,05 mg/l) a vysoké (0,3 mg/l). Spravnost byla vyhodnocena pomoci rovnice 7 na

zaklad¢ kalibracnich kiivek v rozmezi linearity, jak je uvedeno Vv tabulce 11.

Ckal.
Cref.

X 100

Spravnost [%] =

Rovnice 7: Vypocet spravnosti metody (cxa.— koncentrace latky zjisténa z kalibracni kiivky,;

Creor. — referencni hodnota koncentrace latky)

Z tabulky 11 vyplyva, ze spravnost metody dosahovala velmi uspokojivych vysledkt na
sttedni a vysoké koncentra¢ni urovni. Primérnd spravnost na stfedni koncentracni urovni
¢inila 100,74 % v intervalu 90,16 — 108,79 %. V ptipad¢ vysoké koncentracni urovné byla
pramérna spravnost 102,18 % a interval hodnoty byl 98,68 — 105,35 %. ZhorSené spravnosti

bylo dosaZeno v piipadé nizké koncentracni urovné€, kdy primér spravnosti byl 76,19 %
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a hodnoty se pohybovaly vintervalu 44,2 — 110,11 %. Pro dosazeni lepSich vysledka
spravnosti na této koncentra¢ni urovni by bylo zapotiebi snizit pracovni rozsah metody, coz

by vedlo ke snizeni univerzalnosti metody.

Porovnavané studie dosahovaly na stfednich koncentracnich hladinach (2 mg/kg; 0,3 mg/l
a 1 mg/l) primérnych spravnosti 90,1; 90,9 a 96,6 % pii intervalech 74,5 — 103,9;
73,4 —-121,9 a 73 — 116 %. Spravnosti u zminénych studii byly ziskany na zédklad€ navratnosti
standardnich ptidavkl ke konkrétni matrici vzorku, coz muze byt pfi¢inou relativné horSich

vysledki v porovnani s hodnotami v této praci [49][50][51].

2.3.3.2 Opakovatelnost

Presnost metody charakterizuje rozlozeni nahodnych chyb jednotlivych analyz za konkrétnich
podminek méteni [52]. Piesnost metody byla zjistovana jako opakovatelnost ziskanych dat
v ramci jednoho dne, tzv. intradenni opakovatelnost (pocet analyz n = 7) a ve tfech dnech
jdoucich po sob¢, tzv. mezidenni opakovatelnost (pocet analyz n = 3 x 6). Opakovatelnost,
resp. relativni smérodatna odchylka RSD, byla vypocitana na zékladné rovnice 8 a pfi
koncentracich latek ve smési 0,1 mg/1.

100 x S

RSD [%] = —

Rovnice 8: Vypocet opakovatelnosti metody (S — smérodatnd odchylka ploch pikii, P — priumér ploch
pikit).
Priimérna relativni smérodatna odchylka intradenni opakovatelnosti €inila 2,03 %. Hodnoty
RSD vétsi nez 5 % v ptipadé intradenni opakovatelnosti byly zjistény pouze u myricetinu.
Primérna hodnota RSD mezidenni opakovatelnosti byla zjisténa 3,37 %. Pro myricetin
a homovanilyl alkohol byly hodnoty RSD vétsi nez 10 % a kvantifikace téchto sloucenin
v ramci n€kolika dnli by mohla byt zatizena mensi ¢i vétsi chybou se zna¢nou smérodatnou
odchylkou vysledkii. Lze konstatovat, ze metoda dosahuje dobrych intradennich
1 mezidennich opakovatelnosti, vyjma myricetinu, pro jehoz zlepSeni hodnot RSD lze vyuzit
vnitiniho standardu (latku s podobnou strukturou a rete€nim chovanim), ktery by korigoval

vychylky odezvy hmotnostniho spektrometru.

Primérné mezidenni RSD Vv porovnavanych studiich dosahovaly na danych koncentracnich
urovnich (2 mg/kg; 0,25 mg/l a 0,1 mg/l) hodnot 8,1 a 5,6 %. Barnaba a kol. uvadi, zZe
velikost mezidenni RSD byla u vSech latek mensi nez 10 % [49][50][51].
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2.3.3.3 Limity detekce a kvantifikace

Limity detekce LOD a limity kvantifikace LOQ jednotlivych latek byly vypocitany na zakladé
kalibracnich ktivek a velikosti Sumu odezvy detektoru podle rovnic 9 a 10. Tyto limity urcuji,
od jakych koncentrac¢nich urovni je mozné spolehlive identifikovat, resp. kvantifikovat danou
latku [52].

3Xh,
m

LOD =

Rovnice 9: Vypocet limitu detekce metody (hn — velikost Sumu detektoru pro konkrétni MRM prechod,

m — smérnice kalibracni kiivky dané latky).

10 X h,,
LOQ =

Rovnice 10: Vypocet limitu kvantifikace metody (hn — velikost Sumu detektoru pro konkrétni MRM

prechod, m — smérnice kalibracni kiivky dané latky).

Limity detekce, resp. limity kvantifikace se pohybovaly v rozmezi 0,06 — 40,45 pg/l, resp.
0,21 — 134,84 pg/l. Primérny limit detekce byl zjistén 1,69 pg/l a primérny limit kvantifikace
byl 5,63 pg/l, coz lze povazovat za velmi uspokojivé a dostate¢né pro spolehlivou identifikaci

a kvantifikaci majoritnich, ale i méné vyznamnych fenolickych latek v rostlinnych matricich.

Pramérné limity kvantifikace u srovnavacich studii ¢inily 51,1; 144 a 13 pg/l. Hodnoty LOQ
se pohybovaly v rozmezi 7 — 267; 22,6 — 479,8 a 0,1 — 117 pg/l. Nejlepsich vysledki tak
dosahovala studie provedena Barnabou a kol., jejichz limity kvantifikace jsou srovnatelné

s hodnotami LOQ v této praci [49][50][51].

2.3.3.4 Linearita a pracovni rozsah
Kalibra¢ni kiivka kazdé¢ latky byla dale vyuzita pro ureni rozmezi linearity, tedy pracovniho
rozsahu koncentraci, pfi kterém je nejistota méfeni v pfijatelnych mezich [52]. Rozmezi

-----

hodnot koeficientll determinace R?, resp. linearity metody.

Za uspokojivé lze povaZzovat 1 hodnoty pracovnich rozsahl (a jejich odpovidaji linearity),
které se pohybovaly v rozmezi 0,001 — 1 mg/l, pficemZ teoretickd spodni hodnota daného
intervalu by mohla byt rozSitena az ke konkrétnim hodnotdm LOQ dané latky. Linearita

metody se pohybovala v rozmezi 0,9970 — 0,9996, pticemz pramérna hodnota byla 0,9988.
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Srovnévaci studie dosahovaly pramérnych linearit 0,9948 a 0,9996 v rozmezi hodnot 0,9902
—0,9984 a 0,9988 — 0,9999. Barnaba a kol. ve své praci neuvadi konkrétni hodnoty linearit
pro jednotlivé latky. Nicméné uvadi, ze pro vétSinu latek byla zjisténa linearita vEtsi nez

0,9900 (v piipadé péti fenolickych latek byla linearita nizsi nez 0,9900) [49][50][51].
2.4 SHRNUTI

Ve druhé experimentalni ¢asti byla vyvinuta HPLC-MS/MS metoda pro analyzu
48 fenolickych sloucenin, v¢etné zastupcu flavonoidt, fenolickych kyselin a aldehydu. Byly
optimalizovany podminky detekce a dale byly stanoveny podminky separace, pro dosazeni
dobrého rozliseni kritickych dvojic latek pfi zachovani relativné kratké doby jedné analyzy.
Metoda byla dale validovana v ramci spravnosti, opakovatelnosti, linearity, rozmezi linearity
a limith detekce a kvantifikace. Dosazené vysledky byly porovnany s tfemi publikovanymi
pracemi z oblasti HPLC-MS/MS stanoveni fenolickych slouc¢enin. Vyvinuta metoda bude
slouzit jako efektivni nastroj pro rychlou a spolehlivou analyzu latek i1 S minoritnim

zastoupenim v ptirodnich matricich.
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Tabulka 11: Vysledky validace metody HPLC-MS/MS pro stanoveni 48 fenolickych sloucenin.

Opakovatelnost ~ OPakovatelnost Rozmezi Limit Limit
Nizev slouceniny Spravnost nizka  Spravnost stfedni  Spravnost vysoka Den 1[%] (0,1 Den1—3[%] Linearita linearity detekce kvantifikace
[%] (0,01 mg/L)  [%] (0,05 mg/L)  [%] (0,3 mg/L) mg/L) (0,1 mg/L) [mg/L] [ng/L] [ng/L]
4-ethylkatechol 88,34 99,69 102,08 0,77 0,81 0,9996 0,001-1 0,32 1,05
4-hydroxybenzaldehyd 49,52 102,24 103,87 0,99 3,12 0,9983 0,005-0,5 1,18 3,94
4-hydroxykumarin 77,95 108,67 98,68 0,64 2,23 0,9972 0,001-0,3 0,07 0,24
4-methylkatechol 83,31 97,54 101,92 1,24 1,37 0,9996 0,005-0,5 0,90 3,00
4-vinylfenol 71,23 90,16 101,75 4,23 4,66 0,9986 0,005-0,5 1,18 3,92
7-hydroxyflavon 51,29 104,68 105,35 0,53 0,95 0,9970 0,001-0,5 0,13 0,42
Epikatechin 87,23 96,48 101,62 2,01 2,71 0,9994 0,005-0,5 1,53 511
Eskuletin 57,88 106,38 104,23 2,01 1,88 0,9979 0,001-0,5 0,54 1,79
Eskulin 75,23 102,17 101,89 2,51 2,02 0,9990 0,001-0,5 0,06 0,21
Ethyl galat 84,07 105,43 99,02 1,14 1,89 0,9984 0,001-0,3 0,12 0,41
Ethyl vanilat 55,09 94,87 103,69 2,44 2,52 0,9993 0,001-1 0,85 2,83
Ethylester kys, kavové 85,32 105,15 99,13 0,87 0,79 0,9988 0,001-0,3 0,19 0,62
Hesperetin 75,78 101,45 102,81 0,69 0,92 0,9992 0,001-0,5 0,09 0,31
Homovanilyl alkohol - - 104,52 4,57 10,65 0,9973 0,1-1 40,5 134,8
Katechin 64,53 99,07 103,13 2,44 3,24 0,9983 0,005-0,5 1,36 4,53
Koniferyl aldehyd 78,52 100,52 103,28 0,94 1,58 0,9990 0,001-0,5 0,96 3,20
Koniferyl alkohol 66,51 99,02 102,56 2,19 2,94 0,9982 0,005-0,5 2,36 7,85
Kvercetin 78,13 103,10 102,59 2,80 8,79 0,9990 0,001-0,5 0,53 1,76
Kys, p-hydroxybenzoova 75,85 98,71 101,43 1,99 2,07 0,9993 0,005-0,5 1,44 4,80
Kys, ferulova 80,75 101,65 103,15 2,69 2,97 0,9990 0,001-0,5 0,18 0,60
Kys, galova 105,17 101,95 - 1,08 2,46 0,9993 0,001-0,1 0,15 0,48
Kys, gentisova 90,15 98,95 100,99 1,96 1,85 0,9992 0,001-0,5 0,11 0,36
Kys, homovanilova 81,01 99,65 101,86 2,54 2,34 0,9995 0,005-0,5 2,04 6,80
Kys, chlorgenova 79,28 101,04 102,89 1,16 1,63 0,9992 0,001-0,5 0,59 1,98
Kys, kavova 79,37 108,79 98,83 1,25 1,37 0,9977 0,001-0,3 0,24 0,80
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Kys, m-kumarova 70,88 102,18 103,36 2,04 2,00 0,9988 0,001-0,5 0,41 1,37
Kys, p-kumarova 66,63 104,30 102,24 3,13 2,46 0,9986 0,001-0,5 0,20 0,68
Kys, protokatechova 59,20 106,28 104,21 1,10 1,35 0,9975 0,001-0,5 0,19 0,63
Kys, salicylova 77,96 97,91 102,82 1,21 2,14 0,9988 0,005-0,5 0,75 2,51

Kys, sinapova 78,75 99,54 102,35 1,84 1,98 0,9991 0,001-0,5 0,19 0,64

Kys, syringova 90,07 100,53 99,92 1,40 1,69 0,9997 0,001-0,5 0,31 1,04

Kys, trans-skoficova 90,32 98,99 102,20 1,71 2,16 0,9996 0,001-0,5 0,57 1,89
Kys, vanilova 69,23 99,05 102,63 2,12 2,10 0,9988 0,005-0,5 1,57 5,24

Kys, veratrova 66,40 98,13 103,05 2,56 2,30 0,9990 0,005-0,5 0,57 1,91
Myricetin 110,11 89,39 103,41 7,55 38,26 0,9990 0,005-1 0,93 3,11
Naringenin 69,12 104,20 103,09 0,48 0,54 0,9988 0,001-0,5 0,09 0,31
Naringin 91,16 97,79 102,09 2,33 2,52 0,9995 0,001-0,5 0,41 1,35
Protokatechovy aldehyd 44,20 103,35 103,04 2,52 2,55 0,9984 0,005-0,5 091 3,02
Pyrogallol 52,30 102,78 102,92 2,09 6,56 0,9988 0,005-0,5 0,63 2,11
Resveratrol 90,23 98,46 101,54 0,87 1,11 0,9996 0,001-0,5 0,21 0,71

Rutin 77,32 96,71 103,84 4,33 4,10 0,9988 0,001-1 0,69 2,31

Skopoletin 84,81 106,18 99,20 1,51 1,94 0,9989 0,001-0,3 0,30 0,98
Syringaldehyd 89,53 99,42 101,46 2,22 3,25 0,9997 0,001-0,5 0,67 2,22
Taxifolin 52,22 108,24 103,85 2,23 2,40 0,9973 0,001-0,5 0,49 1,62

Tryptofol 82,10 97,52 102,38 1,90 3,06 0,9993 0,005-0,5 1,12 3,73

Tyrosol 66,47 99,38 98,91 2,25 3,20 0,9988 0,01-0,5 3,32 111

Vanilin 69,53 98,31 103,90 1,63 3,30 0,9987 0,005-0,5 1,77 5,90

Vanilyl methyl keton 105,75 98,71 98,97 2,88 3,05 0,9993 0,01-0,5 721 24,0
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3 FENOLICKY PROFIL RUZNYCH TYPU OCTA

3.1 OCET

Ocet lze povazovat za tradi¢ni potravinaisky produkt, jehoz historie saha az do obdobi
3 000 let pf. n. 1. Je velmi dobie znamo, Ze pusobenim kvasinek na cukry pfitomné
v rostlinnych plodech dochézi k tzv. alkoholovému kvaseni, tedy preméné cukrii na etanol a
oxid uhlic¢ity. Tento proces dal vzniku alkoholovym néapojim, které jsou popularni po celém
sveéte a stavaji se nedilnou soucasti kazdé spoleCenské udalosti. Paklize se do alkoholu
dostanou bakterie rodu Acetobacter, dojde k jeho oxidaci na kyselinu octovou. Tento proces
se nazyva octové kvaseni, které chemickou rovnici poprvé popsal némecky chemik

J. W. Ddobereiner ve dvacatych letech 19. stoleti [53].

Vyznamné svétové organizace pouzivaji pro ocet rizné definice, nicméné obvykle se shoduyji,
ze ocet vznikd dvojim kvasenim rostlinnych produkti zemédélského plvodu, je urceny pro
lidskou spotiebu a obsahuje nejméné 4 % kyseliny octové [54][55][56]. Ocet nelze povazovat
za potravinu v pravém slova smyslu, nejedné se ani o napoj. SpiSe jej lze klasifikovat jako
dochucovadlo, podobné¢ jako kofeni. Vzhledem k vysokému obsahu kyseliny octové jej 1ze
pouzit i1 jako konzervaéni €inidlo, ¢ehoZ je vyuZivano napf. pii zavafovani okurek. Naléza
vyuziti 1 v kosmetickému primyslu, mediciné nebo v domacnostech pro odstranéni vodniho

kamene [57].

Vychozi surovinou pro vyrobu octa miiZze byt prakticky jakykoliv rostlinny material
obsahujici pfislusné sacharidy, které Ize kvasinkami pifeménit na etanol. Tradi¢nimi
surovinami pro vyrobu octa jsou jablka, vinna réva, ryze, Skroby, pivo, hrusky a riizné druhy
bobuli od malin po borivky. Aby byla produkce octli co nejlevnéjsi, pouzivd se obvykle
ovoce niz§i kvality, vedlejSich produkti vyroby potravin nebo odpadniho rostlinného
materidlu. Existuji vSak produkty, u kterych si producenti zakladaji na vysoké kvalité
pouzitych surovin a pro které je pouzivano specifického procesu vyroby, tak aby bylo
dosazeno co nejlepsich nutri¢nich parametrti, chuti a aroma. K octim mohou byt pfidana
rizna aditiva, takové octy jsou oznacovany jako ochucené a pro tyto Gcely l1ze vyuZit esnek,

med, skofici, hiebi¢ek, matu a dalsi byliny [57].
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3.1.1 Zakladni zpiisoby vyroby octa
V zasad¢ rozliSujeme tii hlavni metody pro vyrobu octa (obrazek 9), nicméné existuji i dalsi,

unikatni zplsoby, které jsou specifické napt. pro balzamikové octy.

Sbér a ¢éiténi ovoce
Extrakce ovocné $tavy
Filtrace
Pasterizace

Chlazeni

|

Michani

Kvasinky Alkoholové kvaseni (anaerobni)

Separace / filtrace

Bakterie rodu dcefobacter

Octové kvaseni (aerobni) «—— Kyslik

Filtrace
i

Redéni

Pasterizace a baleni

Obrazek 9: Obecné schéma vyroby octa. Prevzato a upraveno z [58]
Jednim z vibec nejstarSich a nejtradicnéjSich zplsobu vyroby octa je povrchova, rovnéz
znama jako Orleanska metoda, podle mista ptivodu. Vyroba miize probihat v sudech o objemu
200 I, pticemz do tohoto sudu je prvné pfidan nadbytek octa, k némuz se pfida mensi podil
vina (v pfipadé vyroby vinnych octl). V intervalu jednoho tydne jsou piidavany dalsi
ptidavky vina a po uplynuti zhruba 4 tydnti mtze byt ze sudu odebran prvni podil octa
v objemu odpovidajici jednomu pifidavku vina. Toto je opakovano kazdy tyden, jedna se tedy
o kontinualni proces [59]. Bakterie rodu Acetobacter jsou pfitomny v podobé¢ biofilmu
plovouciho na povrchu obsahu sudu (odtud nazev povrchova metoda), kde je nejvyssi
koncentrace kysliku [60]. Aby nedoslo k poruSeni povrchového biofilmu, vino je dopliiovano
pomoci sklenéné trubice, kterd je zavedena na dno sudu. Vyroba probihd za pfistupu vzduchu

a pti teploté okolo 29 °C [61].

Hlavni nevyhodou povrchové metody je jeji nizkd rychlost, proto byla vyvinuta metoda
rychlého octafstvi, rovnéZ znama jako hoblinova technologie nebo generatorova metoda.
V piipad¢ této metody jsou bakterie imobilizovany na bukovych hoblinach, které jsou
zachyceny na roStu. Takovy systém je umistén do nadrze, kterd je nasledné¢ naplnéna napf.

vinem S ptidavkem urcitého mnozstvi kyseliny octové a vyzivy pro bakterie. Pfistup vzduchu
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je zajistén skrz perforované dno a otvory na bocich nadrze. Cely systém je doplnén chladicim
zafizenim, jelikoz béhem kvaseni vina dochéazi ke zvyseni teploty, coz by mélo za nasledek
usmrceni bakterii. Po uplynuti 10 dni je ocet nahromadén na dné nddrze, odkud je sbiran

k dal$imu zpracovani [59][61].

V soucasnosti nejpouzivanéj$i je submerzni metoda, kterd na rozdil od generatorové
a povrchové metody vyuziva bakterii volné rozptylenych v celém objemu kapaliny [62].
Obsah nadrze je michan za pfisunu Zivin a vzduchu a udrZzovan pii teploté 26 az 38 °C.
Takovy systém, kterému se fikd obvykle ,,acetator, dokaze alkohol pfeménit na ocet béhem

né¢kolika hodin [61]

3.1.2 Klasifikace octii

Zatimco na definici octa se jednotlivé svétové organizace vice ¢i méné shoduji, spolecny
pohled na jeho klasifikaci je jiz do urc¢ité miry odliSny, pfestoze jednotliva déleni jsou si ¢asto
velmi podobna. Obvykle se pouziva déleni na zékladé vychozi suroviny. FDA (Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv) rozliSuje 8 zakladnich skupin octl — jable¢ny cider ocet, vinny ocet,
sladovy ocet, cukerny ocet, glukozovy ocet, lihovy ocet, ocet vznikly misenim lihového
a cider octa a ocet vyrobeny z jablek [55]. Toto déleni vSak zcela ignoruje octy vyrobené
¢lenéni z pohledu Evropské unie — vinny ocet, ovocny ocet, jable¢ny cider ocet, lihovy ocet,
obilny ocet a posledni skupinou jsou ostatni octy, kam patii napf. octy syrovatkové, pivni,

sladové nebo medové [54].

Objasnéni z hlediska klasifikace octa neptinasi, bohuzel, ani odborna literatura, ve které jsou
Casto navic samostatné rozliSovany octy specifické pro konkrétni geografickou oblast. Takové
¢lenéni Ize nalézt v knize ,,Vinegars of the world®, ve které jsou octy déleny kombinované na
zakladé vychoziho materidlu a geografického umisténi — ryzové octy, sladové a lihové octy,
vinné octy, tradi¢ni balzamikové octy, Jerez octy, jable¢né cider octy, africké octy,
tchajwanské ovocné octy, obilné octy, syrovatkové octy a octy vyrobené z dalsiho tropického

ovoce [57].

Vzhledem Kk této rozmanitosti a nesouladu v klasifikaci octt, v této praci bude dale podrobné
diskutovano $est zakladnich skupin octa, které jsou b&zné dostupné a popularni v ramci Ceské
republiky — lihové octy, jabletné octy, ryzové octy a rizné vinné octy (bilé, Cervené,

balzamikové).
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3.1.2.1 Lihové octy

Na otazku ,Ktery ocet je na svét€¢ nejpopularnéjsi?* lze jen téZzko najit jednoznacnou
odpovéd’. Pristup k takovym datim je omezeny a dalSim faktorem jsou kulturni rozdily
Vv ramci jednotlivych regiont, tedy balzamikovy ocet se bude t&sit vysoké popularité v zemich
Stiedozemniho mote, ryZovy ocet bude zas oblibeny na Dalném vychodé. V Ceské republice
jsou nedilnou soucasti kazdé kuchyné octy lihové, nejsou vSak k dispozici relevantni data pro
zjisténi procentualniho podilu tohoto typu octa na tuzemském trhu. V roce 2002 byl podil

lihovych octti na celkovém evropském trhu 65 % [57].

Jako vychozi surovina pro vyrobu lihového octa se pouZiva rafinovany lih, ktery se ziskava
rafinaci surového lihu. Surovy lih se nejcastéji vyrabi z obilnin, bramborového skrobu nebo
melasy, ktera je odpadnim produktem pii zpracovani cukrové fepy [63][59]. Na zakladé
vyhlasky ¢. 248/2018 Sh. je kvasny lihovy ocet definovan jako produkt vyrobeny kysanim
kvasného lihu pochazejiciho ze Skrobnatych nebo cukernych surovin. Vyhlaska zaroven
umoznuje barveni takového octa a jeho pouziti pro vyrobu (resp. fedéni) ostatnich typd octa
(napf. ovocnych), pficemz mnozstvi kyseliny octové pochézejici z kvasného lihového octa

nesmi vV takovém vyrobku piesahovat 49 % [64].

Je zakdzano pouzivat k vyrob& lihového octa synteticky lih. Byla navrZena celd fada
indikatorti pro hodnoceni autenticity lihového octa. Grégrova a kol. [65] ve své studii uvadi
analyzu tékavych latek za vyuziti plynové chromatografie jako dobrou metodu pro odliSeni
lihovych octil z rafinovaného a syntetického lihu, jelikoZ autentické octy obsahovaly urcité
mnozstvi etanolu a ethylacetatu, coz nebylo prokdzano v pfipadé octli vyrobenych ze
syntetického lihu. Autofi déale uvadi fakt, Ze hodnoceni autenticity lihovych octil je znatelné
téz8i nez v ptipadé naptf. ovocnych octil, jelikoz rafinovany lih obsahuje jen velmi malé

mnozstvi latek charakteristickych pro vychozi material.

3.1.2.2 Jablecné octy

V literatufe se lze shledat s oznacenim ,jablecné octy“, ale také ,cider octy“, pfipadné
»jablecné cider octy”. Cider je alkoholicky napoj ziskany c¢aste€nou fermentaci Stavy
z Cerstvych jablek, koncentratu jablecné stavy nebo jejich smési. Na zéklad¢ dat zvefejnénych
organizaci AIVC (The European Cider and Fruit Wine Association) patfi Ceska republika
mezi nejrychleji rostouci trhy cider alkoholickych népojl spolu s fadou zemi jihovychodni

Evropy. Cider se t€si nejvétsi popularité v zapadni Evropé, predevsim ve Velké Britanii [66].
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Z téchto skutecnosti se 1ze domnivat, Ze vyraz jable¢ny cider ocet (nebo pouze cider ocet) je

pouzivan piedevs§im v anglicky mluvicich zemich.

V obou piipadech jsou vychozi surovinou jablka, resp. jableéna $t'ava ¢i jeji koncentrat, ze
kterého musi nejprve alkoholovym kvasenim vzniknout cider a az poté (octovym kvasenim)
ocet. Pti tradicnim zplisobu vyroby jable¢ného octa probiha alkoholové i octové kvaSeni
V jednom a tom samém dievéném sudu. Vyrobit ocet tradicnim zptsobem trva 5 — 6 mésic,

proto se dnes nejcastéji pouziva submerzni metoda, ktera cely proces mnohonasobné urychli

[57][67].

Za hlavni bioaktivni slou€eniny v jable¢nych octech lze oznacit kyselinu octovou a fenolické
slouceniny. V jablecnych octech se dale nachdzi urcit¢é mnozstvi organickych kyselin
(jantarova, askorbova, citronova, mravenci), pektin, vitaminy skupiny B a malé mnozstvi
minerdll. Byla hldSena a zkoumdéna celd fada zdravotnich benefitli jablecného octa. Jablecné
octy pomahaji snizovat krevni tlak a cholesterol, udrzovat rovnovahu pH prostfedi organismu,
v boji proti cukrovce a obezité. Antioxidacni aktivita tohoto octa mlze navic slouzit jako

prevence pied rozvinutim Alzheimerovy choroby [68][69].

3.1.2.3 RyzZové octy

V jihovychodni Asii, zejména v Cing, Japonsku a Koreji, jsou velmi popularni ryZové octy,
které se vyrabi fermentaci ryzového vina, znamého také jako saké. Na trhu se lze setkat se
tfemi hlavnimi typy ryzového octa — bily (také oznacovan jako jantarovy), ktery se pouziva
zejména ve sladko-slané kuchyni, Cerveny, podavany s vafenymi kraby a Cerny, ktery je
znamy pro své zdravotni benefity. Jednotlivé druhy se liS§i typem pouzité ryze, barvou,
procesem fermentace, kyselosti a oblibenosti v ramci regionu. Narazit Ize i na ocet Kasuzu,

ktery se vyrabi tradi¢ni povrchovou metodou ze saké kalii a je popularni v Ciné a Japonsku
[57][70].

Bilé ryZové octy jsou charakteristické svym jantarovym zabarvenim a jsou méné kyselé
V porovnani s lihovymi octy. Existuji urcité rozdily mezi bilymi ryzovymi octy pivodem
z Ciny a Japonska. Cinské octy jsou kyselej§i a uplatnéni nalézaji v piipravé jiz zminénych
sladko-slanych jidel. Japonské bilé ryzové octy (znamé také jako Komesu) jsou typické svoji
konzervativngjsi chuti a jsou vhodné zejména v kombinaci se sushi. Pro alkoholové kvaseni je

pouzita bila (loupand) ryZe, octové kvaSeni muZe probihat povrchovou metodou, kterd je

vvvvvv
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Cerveny ryzovy ocet, oblibeny zejména v Cing, je vyrabén zryze koji a vykazuje az
dvojnasobné vyssi kyselost v porovnani s octy bilymi a ¢ernymi. Charakteristické Cervené
zbarveni tohoto octa a vyraznd chut’ je zplisobena plisni Monascus purpureus, ktera je
piirozenou soucasti ryze koji. Fermentace je tradicné uskutecnéna povrchovou metodou, kdy

finalni produkt mtze zrat vice jak 3 roky [57][72].

Pro vyrobu ¢ernych ryzovych octi (znamych jako Kurosu) je pouzivana ryze neloupana [57],
diky ¢emuz tyto octy obsahuji vice nutri¢né prospésnych latek, a proto jejich konzumaci Ize
predejit fadé onemocnéni, véetnd rakoviny [73][74]. Cerné ryzové octy maji charakteristickou
tmavou barvu, podobné jako octy balzamikové [71]. Pro jejich produkci se nejcastéji vyuziva
tradiéni povrchové metody V keramickych nédobach, nékteii vyrobci vSak davaji prednost

rychlej$i submerzni metod¢. Tradiéni metodou lze ziskat ocet jiz po 6 mésicich fermentace

[57].

3.1.2.4 Vinné octy

Velmi oblibené vramci jizni a stfedni Evropy jsou octy vyrobené z bilého, piipadné
¢erveného vina. Tradi¢ni povrchovy zplsob vyroby probihal v dfevénych sudech,
V soucasnosti se vinné octy vyrabi zejména submerzni metodou a pro produkci téch
nejkvalitngjSich vinnych octil jsou pouzivany odridy vinné révy Champagne, Sherry nebo
Pinot Grigio. Vyjimkou jsou balzamikové octy z italské Modeny nebo Spanélské octy Jerez
(znamé také jako Sherry), které si zachovavaji tradi¢ni zptsob vyrob a jsou tak oznacovany

jako vysoce kvalitni, cemuz odpovida i jejich cena [57].

Vinna Alkoholové a octové Fialni
réva kvaseni produkt

2N 1Y i
| ST TN

1 100ml

¢ [\_‘\

Vaieni vinného Zrani octa v direvénych sudech
mostu

Obrdzek 10: Schéma vyroby tradicniho balzamikového octa z Modeny.
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Na pocatku 21. stoleti ziskaly tradi¢ni balzamikové octy od Evropské unie chranéné oznaceni
pivodu, diky kterému produkce octi oznaCenych jako ,balzamikovy ocet z Modeny*
(resp. z Reggio Emilie) a ,tradi¢ni balzamikové octy z Modeny* (resp. z Reggio Emilie)
muze probihat pouze v téchto dvou zminénych italskych provinciich a zvinné révy
pochazejici z téchto provincii [75]. Zaroven jsou kladeny pozadavky na zpisob vyroby
takovych octl. Vyroba balzamikovych octli z Modeny spo¢ivd v michani vinného mostu
S vinnym octem S moznosti piidavku karamelu jako barviva. Pravidla pro vyrobu tradi¢nich
balzamikovych octi z Modeny jsou piisnéjsi (obrazek 10) a mimo alkoholové a octové
kvaSeni zahrnuji zrani obvykle v5 — 7 dievénych sudech z rizného typu dieva po dobu
minimalné 12 let. Vysledkem takového procesu je vysoce husty, tmavy ocet se sladkou,

kyselou a ovocnou chuti [76].

Kvalita, chemické slozeni a fyzikdlné-chemické parametry vinnych octl zavisi na tfech
hlavnich parametrech — na jakosti pouzité vinné révy, na zvoleném fermenta¢nim systému
a na ptipadném zrani v dievénych sudech. Byla navrzena cela fada parametrt, které jsou
vyuzivany (nebo maji potencial vyuziti) pro hodnoceni kvality a autenticity vinnych octa.
K takovym 0céelim slouzi napiiklad stanoveni obsahu 5-hydroxylmethylfurfuralu, chiralnich

aminokyselin, fenolickych slouc¢enin, polyalkoholt a dalsich t€kavych sloucenin [77][78].

3.1.2.5 Fenolické latky v octech

Byla provedena cela fada studii (tabulka 12), jejichz pfedmétem byl obsah fenolickych latek
v riznych typech octa. Ktomuto ucely byla nejcastéji pouzita technika kapalinové
chromatografie v kombinaci s detekci diodového pole nebo hmotnostnim spektrometrem.
Dosavadni prace vtomto oboru jsou obvykle omezeny na konkrétni typ octa a pocet
sledovanych analyti je ve vétSin€ piipadl relativné nizky. Vyvinuté metody se vzajemné
odlisuji typem detekce, zvolenou chromatografickou kolonou, resp. mobilni fazi, zptisobem
upravy vzorku a v neposledni fadé také celkovou dobou jedné analyzy. Nejvétsi pozornost
byla v minulosti vénovana vinnym a jableénym octlim, naopak existuje jen omezeny pocet

studii charakterizujici fenolicky profil ryZzovych a lihovych octi.
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Tabulka 12: Studie vyuzivajici techniku LC pro charakterizaci fenolického profilu riznych typii octa.

Fenolicky profil riznych typt octa

Uprava
Typ octa Kolona Detekce vzorku Analyty Ref.
., . . . Fenolické kyseliny, flavonoly,
Vinny Kromasil C18 UV/IVis Filtrace naringenin (celkem 8 litek) [79]
Vinny Eclipse XDB-C18 DAD Neuvedeno Ruzné (celkem 19 latek) [80]
Vinny éerveny Acclaim C18 UV/Vis Filtrace Fenolické kyseliny [81]
Vinny a balzamikovy Waters C18 MS/MS Online - SPE Ruzné (celkem 56 latek) [51]
— . , Fenolické kyseliny, tyrosol
Vinny a balzamikovy BEH C18 DAD Neuvedeno (celkem 7 litek) [82]
Fenolické kyseliny, katechin,
Balzamikovy Atlantis C18 DAD SPE vanilin, myricetin (celkem 10
latek) [83]
S « - . Fenolickeé kyseliny, katechin
Vinny a jable¢ny Luna C18 DAD Filtrace (celkem 6 latek) [84]
Fenolické kyseliny, katechiny,
Vinny a jable¢ny Hypersil Gold UV/Vis Filtrace myricetin, rutin (celkem 15
latek) [85]
Vinny a jablecny Luna C18 DAD-MS/MS Filtrace Rizné (celkem 27 latek) [86]
_ . Extrakce Fenolické kyseliny, naringenin,
Jable¢ny Nucleosil 100 C18 DAD ultrazvukem myricetin (celkem 5 litek) (87]
e Fenylova RP . Extrakce Fenolické kyseliny, katechin,
Ryzovy kolona UVIVis ethylacetatem rutin (celkem 11 latek) [88]
o . Fenolické kyseliny, katechin
Celkem 15 druht Luna C18 DAD Filtrace (celkem § latek) [89]

Metody vyuzivajici pro detekci DAD, piipadné UV/Vis detektorti jsou charakteristické

relativné dlouhou dobou jedné analyzy (az vyS$i desity minut), zatimco separace spojené

s hmotnostni detekci jsou uskuteénény obvykle do dvaceti minut. SpiSe, neZ charakterizaci

profilu fenolickych latek byla pozornost vénovana stanoveni celkového obsahu fenolickych

latek a antioxidaéni aktivity oct [90][91][92][93][94][95].

3.2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem tieti experimentalni Casti bylo vyuzit vytvorenou HPLC-MS/MS metodu (kapitola

2.2.2) pro charakterizaci a rozliSeni riznych typl octa na zakladé jejich profilu fenolickych

latek. K tomuto ucelu bylo vybrano Sest zakladnich typt octa, které jsou bézn€ konzumovany

v ramci Ceské republiky — lihovy, jable¢ny, ryzovy, vinny bily, vinny éerveny a balzamikovy.

3.2.1 Vzorky octi

Vzorky octti byly zakoupeny v ¢eskych kamennych prodejnach nebo na ¢eskych e-shopech.

Pro kazdy typ octa byly zakoupeny 3 aZ 4 vzorky od riznych vyrobci.

Lihové

e Gurmen, Ocet kvasny lihovy

e K-Classic, Ocet
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e Tesco, Ocet
Jable¢né

e Benita, Ocet kvasny jable¢ny
e KAND, Ocet jable¢ny zlaty

e Bzenecky ocet, Jable¢ny kvasny
Ryzové
e Pearl River Bridge, Rice vinegar

e Tokyoto, Rice vinegar for sushi

e Heng Shun, Sushi vinegar
Vinné bilé
e De Nigris, White wine vinegar

e K-Classic, Italiano Bianco

e KAND, Ocet vinny bily

e Bzenecky ocet, Vinny ocet kvasny z bilého vina

Vinné Cervené

e Casa Rinaldi, Aceto di vino rosso

e Varvello, Aceto di vino rosso

Fenolicky profil riznych typt octa

e Bzenecky ocet, Vinny ocet kvasny z ¢erveného vina

Balzamikové

e Mengazzolim, Balzamikovy ocet z Modeny IGP BIO

e Cascina San Giovanni, Aceto Balsamico di Modena IGP

e San Fabio, Aceto Balsamico di Modena IGP

e Ophellia, Balzamikovy ocet

3.2.2 HPLC-MS/MS analyza

Popis pouzité HPLC-MS/MS metody, v¢etné chemikalii a standardi odpovida kapitole 2.2.2,

resp. kapitole 2.2.1. Vzorky octi byly centrifugovany v Eppendorf mikrozkumavkach

a nasledné filtrovany skrz PTFE (polytetrafluorethylenovy) strikackovy filtr. Takto upravené

vzorky byly skladovany v lednici do doby analyzy.
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Kazdy vzorek (dvakrat fedény deionizovanou vodou) byl nejprve proméien HPLC-MS/MS
metodou pii zaznamu QT a QL MRM piechodt. Na zakladé vysledkl téchto analyz byla
provedena identifikace latek a bylo zvoleno fedéni jednotlivych vzorka. Vinné bilé, ryzové
a lihové octy byly fedény dvakrat, vinné Cervené, jablecné a balzamikové octy pétkrat. Pro
kvantifikaci latek s vysokym obsahem byl kazdy vzorek dodatecné fedén stokrat (vyjma octl

lihovych).

Po identifikaci latek byly z HPLC-MS/MS metody vytazeny QL MRM piechody pro dosazeni
vyssich intenzit odezvy QT MRM piechodii. Aby bylo dosazeno limitace matricovych efektu,
byl pro kvantitativni analyzu pouzit ptistup standardnich ptidavka 48 fenolickych sloucenin
na dvou koncentracnich urovnich — 0,01 a 0,1 mg/l pro latky s minoritnim obsahem,
resp. 0,1 a 0,4 mg/l pro latky s vyssim obsahem. Veskeré vzorky, véetné vzorkl se

standardnimi piidavky byly HPLC-MS/MS metodou prométeny ve tiech opakovanich.
3.3 VYSLEDKY A DISKUZE

Byly provedeny HPLC-MS/MS analyzy vybranych vzorka octa. Na zakladé vysledka analyz
lze konstatovat, ze jednotlivé skupiny octi se od sebe vyrazné¢ odliSuji zastoupenim
a mnozstvim fenolickych latek. Nicméné€, u vSech vzorkl byla zjiSténa relativné vysoka
koncentrace tyrosolu a v ramci dané¢ho vzorku patfil tyrosol ve vétSing ptipadd k latkam
s majoritnim obsahem. Jeho pfitomnost je charakteristicka pro potravinaiské produkty, které
jsou zpracovany alkoholovym kvasenim (vino, octy atd.), jelikoz k jeho vzniku dochézi
v ramci Ehrlichovy metabolické drahy postupnou enzymatickou pieménou aminokyseliny
L-tyrosinu pasobenim kvasinek [96][97]. V ramci jednotlivych skupin byly zjistény vyrazné
rozdily v koncentraci tyrosolu, kdy se hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,06 — 23,4 mg/I.

Ve vsech typech octa byly dale identifikovany kyselina protokatechova, p-hydroxybenzoova,
vanilova, p-hydroxybenzladehyd a vanilin (obrazek 12). Tim vSak vycet spoleénych latek
charakteristickych pro ndmi vybrané druhy octli konci, zejména z divodu malé riznorodosti
lihovych a ryzovych octt, kde bylo identifikovano az 7 resp. 19 fenolickych latek. Co do
poctu bylo nejvice fenolickych latek identifikovano v ramci skupiny jable¢nych (35)

a vinnych bilych octl (35), nasledovaly octy vinné ¢ervené (30) a balzamikové (29).
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Obrazek 11: Venniiv diagram shrnujici pocet charakteristickych latek (latek pritomnych alespon ve
trech vzorcich daného typu octa) pro jednotlivé skupiny octii. Vzorky lihovych octii nebyly do

diagramu zahrnuty vzhledem k jejich nizkému poctu fenolickych latek a pro zachovani symetrie
obrazce.

Z Vennova diagramu (obrazek 11) je patrné, ze vyjma ryzovych (a lihovych) octi existuje
alesponl jedna specificka latka pro kazdou skupinu. Nejvice specifickych latek pak obsahuje
skupina vinnych bilych octi. Zaroven z diagramu vypliva, ze 10 fenolickych latek lze

identifikovat v kazdém typu octa.
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Obrazek 12: Vysledné chromatogramy analyz jednotlivych vzorkii octa. Vysledky jsou prezentovany
jako bublinovy graf, kdy velikost bubliny urcuje koncentraci dané latky. Kazdy radek predstavuje
konkrétni skupinu octa a zdroven na kazdém vadku dochazi k prekryvu 3 — 4 vzorkii octa v ramci
prisluiné skupiny. Vyznam zkratek: L — lihovy; R — ryzovy; J — jablecny,; B — balzamikovy; VC — vinny
Cerveny; VB — vinny bily ocet.
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Z hlediska obsahu fenolickych latek dosahovala nejvyssich hodnot skupina balzamikovych
octli (primérna celkova koncentrace fenoll Ciotar = 71,1 mg/l). Nésledovala skupina octl
vinnych cervenych (Ciota = 39,6 mg/l), jablecnych (Ciota = 38,4 mg/l) a vinnych bilych

a lihové (Ctota = 0,3 mg/l).

3.3.1 Octy lihové

Vzhledem ke své charakteristice a zplisobu vyroby byl pfedpokladan zanedbatelny ¢i nulovy
obsah fenolickych sloucenin ve vzorcich lihového octa. Diky vysoké citlivosti a nizkym
detekénim limitim metody HPLC-MS/MS byla zjisténa pfitomnost malého mnozstvi
vanilinu, tyrosolu, p-hydroxybenzaldehydu, Kkyseliny vanilové, 4-hydroxybenzoové
a protokatechové (obrazek 13 a ptiloha 13). Jeden vzorek navic obsahoval velmi malé
mnozstvi kyseliny chlorgenové. V porovnani s ostatnimi octy jsou lihové octy velmi chudé co

do poctu a obsahu fenolickych latek.
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Obrazek 13: Chromatogramy analyz fenolickych latek lihovych octi, prezentované jako bublinové
grafy, kdy velikost bubliny znacni koncentraci ldatky. Vyznam zkratek: T — tyrosol,
p-HB — p-hydroxybenzaldehyd, V — vanilin.

Lihové octy dosud nebyly predmétem zadné studie a dosazené vysledky tak nelze porovnat
s Zzadnou dostupnou publikaci. Jelikoz rafinovany lih v tuzemskych podminkach pochazi
nejcastéji z bramborového Skrobu nebo cukerné melasy, 1ze se zaméfit na fenolicky obsah
Vv téchto matricich. Chen a kol. [98] pomoci ultrazvuku extrahovali fenolické latky z melasy
a ziskané extrakty podrobili HPLC-DAD-MS/MS analyze. Jako vyznamné fenolické
slouCeniny autofi wurcili wvanilin, kyselinu ferulovou, galovou, 4-hydroxybenzoovou,

syringovou a katechin. Extrakci za pomoci ultrazvuku rovnéz vyuzili Riciputi a kol. [99],
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kteti zjiStovali obsah fenolickych latek ve vedlejSich produktech brambor. Autofi uvadi
chlorgenovou kyselinu a jeji izomery jako hlavni fenolické latky v téchto produktech. Ke
stejnému zavéru dosli i Navarre a kol. [100]. Tyto skute¢nosti by vysvétlovaly pfitomnost
malého mnozstvi kyseliny chlorgenové ve vzorku lihového octa Tesco. Nicméné z vysledka
je patrné, Ze v pribéhu primyslové vyroby lihového octa dochazi ke znacnym ztratdm

fenolickych sloucenin.

3.3.2 Octy ryzové

Vysokéd koncentrace tyrosolu byla zjisténa v piipadé¢ vzorku ryzového octa Heng Shun
(>7 mg/l), u dalsich vzorki a ostatnich latek identifikovanych v ryzovych octech byla
koncentrace mens$i nez 1 mg/l. Kromé& tyrosolu byly ve vSech vzorcich identifikovany
kyseliny  ferulovd, vanilova, p-hydroxybenzoova,  protokatechova,  syringova,
p-hydroxybenzaldehyd, syringaldehyd, protokatechovy aldehyd a vanilin
(obrazek 14 a piiloha 14). Tyto latky lze povazovat za charakteristické pro ryzové octy, ale
nelze z nich jednozna¢né vy¢lenit latku, ktera by poslouzila pro odliSeni ryzovych octt od
ostatnich typd. V ryzovém octu znacky Pearl River Bridge bylo nalezeno malé mnozstvi
4-vinylfenolu, coz je latka specificka pro vinné bilé octy. Zarovenn zde byla pod mezi
kvantifikace identifikovana kyselina galova, coz by mohlo naznacovat, ze k tomuto octu mohl
byt pfidan vinny bily ocet. Tento vzorek byl zaroven jedinym octem vibec, ve kterém byl

nalezen koniferyl aldehyd a kyselina homovanilova.
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Obrazek 14: Chromatogramy analyz fenolickych latek ryzovych octii, prezentované jako bublinové
grafy, kdy velikost bubliny znacni koncentraci latky. Vyznam zkratek: KP — kyselina protokatechova,
T —tyrosol, Kp-HB — kyselina p-hiydroxybenzoovda, p-HB — p-hydroxybenzaldehyd, V — vanilin.
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Zhang a kol. [88] stanovili jako hlavni fenolické slouceniny ryzovych Zhenjiang octl
katechin (36.74 + 1.46 mg/l), kyselinu p-hydroxybenzoovou (24.74 + 2.38 mg/l) a kyselinu
vanilovou (15.22 + 3.90 mg/l). Zatimco ob¢ kyseliny byly identifikovany i v naSich vzorcich
na riaznych koncentracnich trovnich, katechin nebyl identifikovan v zadném vzorku ryzového
octa. Zaroven u naSich vzorki byl zjistén vyrazné nizsi obsah fenolickych latek. Divodem
téchto odlisnosti mize byt zplisob vyroby a zrani Zhenjiang octa po dobu 10 let. Autofi
zminéné studie se zaméfili 1 na ryzoveé octy, které zraji podstatné kratSi dobu, pro tyto vzorky
vSak neuvadi obsahy ani profil fenolickych latek. Katechin byl identifikovan jako jedna
z hlavnich fenolickych sloucenin ryZzového vina [101]. Pro objasnéni nepiitomnosti katechinu

u nasich vzorkl ryzového octa by bylo zapotiebi dalSich studii.

3.3.3 Octy jable¢né

V ramci skupiny jableénych octi byly zjistény velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky
(obrazek 15 a ptiloha 15). Z pohledu fenolického profilu se jevil nejchudsi vzorek od znacky
Benita s celkovou koncentraci fenolickych latek 8,5 mg/l, naopak nejbohatsi co do poctu
a obsahu fenold byl vzorek od znacky Bzenecky ocet, u kterého byla celkova koncentrace
fenolt >75 mg/l. Za hlavni fenolické latky v jableénych octech lze na zakladé vysledki
povazovat tyrosol a kyselinu chlorgenovou, kterd miZe slouZit pro odliSeni jable¢nych octl
od ostatni typi octa. U vSech tii vzorkil byla koncentrace téchto dvou latek vyssi nez 1 mg/l,
vzorek jable¢ného octa znatky KAND dokonce obsahoval pies 23 mg/l kyseliny chlorgenové.
Dalsi latkou charakteristickou pro jable¢né octy byl rutin, ktery byl dale pfitomen pouze
u dvou vzorkl octil vinnych bilych. Pro odliSeni jablecnych octl od ostatni typl lze rovnéz
pouzit kyselinu galovou, ktera neni typické pro ryZoveé a lihové octy a zaroven u octll vinnych

je jeji koncentrace vyrazné vyssi nez u octl jable¢nych.

U vzorku Bzeneckého octa byla zjisténa velmi vysoka koncentrace 4-ethylkatecholu
(>38 mg/l), coz je latka produkovana pievazné¢ mikroorganismy a ma negativni dopad na
senzorické vlastnosti potravin [102]. 4-ethylkatechol byl dale identifikovan u nékterych
vzorkli vinnych octli (vCetné¢ balzamikovych), avSak jeho koncentrace nedosahovala tak
vysokych hodnot. Tato latka je zaroven charakteristicka pro vina, kde je jeji koncentrace

obvykle vyrazné nizs§i nez 1 mg/1 [103].

68



Fenolicky profil riznych typt octa

3-CQA E
T 4-EK

©Benita
oKAND
@ Bzenecky ocet

e 1 mg/l

Vzorek

Retencni ¢as [min]

Obrazek 15: Chromatogramy analyz fenolickych latek jablecnych octu, prezentované jako bublinové
grafy, kdy velikost bubliny znacni koncentraci latky. Vyznam zkratek: 3-CQA — kyselina chlorgenovad,
T — tyrosol, E — epikatechin, 4-EK — 4-ethylkatechol.

Kelebek a kol. [86] ve své studii ur¢ili jako hlavni fenolickou latku jable¢nych octl kyselinu
chlorgenovou, jejiz koncentrace se pohybovala v rozmezi 2,96 — 16,29 mg/l v ramci 8 vzorkd,
coz je v souladu s nasimi vysledky. Jako dal$i vyznamnou fenolické kyselinu autofi uvadi
kyselinu protokatechovou, jejiz koncentrace byla u vSech vzorki vyssi jak 1 mg/l. Kyselina
protokatechova byla rovnéz identifikovana v nasi praci, kdy u dvou vzorku jeji koncentrace
ptesahovala 1 mg/l. Hned v nékolika studiich [84][85][86] bylo nalezeno relativné vysoké
mnozstvi katechinu na rtiznych koncentraénich tirovnich v rozmezi 0 — 27,11 mg/I. Katechin
byl v pfipadé nasi studie pfitomen pouze u vzorku Bzenecky ocet, kdy jeho koncentrace byla

mirné vyssi nez 1 mg/l.

3.3.4 Octy vinné bilé

Vinné bilé octy jsou relativné dobrym zdrojem fenolickych latek (obrazek 16 a priloha 16),
avsak jak je patrné z vysledku, na trhu 1ze objevit i vzorky, jejichZ obsah fenold 1ze povazovat
za neuspokojivy (vzorek znacky De Nigris). Jako hlavni fenolické latky ve vinnych bilych
octech byly identifikovany kyselina galova, p-hydroxybenzoova, kavova, protokatechova
a tyrosol. Vyjma vzorku znacky De Nigris, vSechny vzorky bilych vinnych octti obsahovaly
4-vinylfenol, ktery se zd4a byt latkou charakteristickou pfevazné pro tento typ octd.
Od balzamikovych a vinnych Cervenych octi se vinné bilé octy lisily zpravidla nizsi

koncentraci kyseliny galové.
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Obrazek 16: Chromatogramy analyz fenolickych latek vinnych bilych octii, prezentované jako
bublinove grafy, kdy velikost bubliny znacni koncentraci latky. Vyznam zkratek: KG - kyselina galova;
KP - kyselina protokatechovd, T - tyrosol, Kp-HB - kyselina p-iydroxybenzoovd, KK — kyselina
kdvova.

Cejudo-Bastante a kol. [82] provedli analyzu vybranych fenolickych slouc¢enin u 11 vzorkt
ochucenych vinnych bilych octi. Tyrosol a kyselinu galovou autofi oznacili za hlavni
fenolické latky bilych vinnych octt, coz je v souladu s nami dosazenymi vysledky. Kyselina
galova nebyla neidentifikovana v zadném ze tii vzorkd vinného bilého octa ve studii
Liu a kol. [104]. Naopak relativné vysoky obsah kyseliny galové tito autofi stanovili v piipadé
octi vinnych cervenych a balzamikovych, u kterych bylo zjisténo, v ramci nasi studie,

vyrazn€ vy$si mnozstvi kyseliny galové v porovnani s vinnymi bilymi octy.

3.3.5 Octy vinné ¢ervené

Z vysledku analyz vinnych ¢ervenych octti (obrazek 17 a piiloha 17) je patrna dobra shoda
Vv profilu a mnozstvi fenolickych latek individudlnich vzorkli. Za majoritni slouceniny lze
oznacit tyrosol a kyselinu galovou. Za zminku stoji i dal§i fenoly s vyS$im obsahem

v ¢ervenych vinnych octech — kyselina vanilova, protokatechova, syringova a ethyl galat.
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Obrazek 17: Chromatogramy analyz fenolickych latek vinnych cervenych octii, prezentované jako
bublinove grafy, kdy velikost bubliny znacni koncentraci latky. Vyznam zkratek: KG - kyselina galova;
KP - kyselina protokatechova, T - tyrosol, KV — kyselina vanilova, KS — kyselina syringovd,
EG — ethylgalat.

Vzorky znacek Casa Rinaldi a Varvello obsahovali relativné vysoké mnozstvi pyrogallolu.
Ten se ptirozené vyskytuje v nékterych rostlinach jako Emblica officinalis L. [105] nebo
Terminalia chebula L. [106]. Nicméné je dobie znamo, ze pyrogallol vznika mikrobialni ¢i
tepelnou degradaci kyseliny galové, pfipadné kyseliny tfislové, a tudiZ jeho vyssi obsah ve
vinnych octech miize souviset S procesem fermentace nebo vafeni vinného mostu v piipadé
balzamikovych oct [107][108]. Pyrogallol nebyl identifikovan u v§ech vzorkl vinnych octt,
naopak byl pfitomen v nékterych jable¢nych octech, které neobsahuji tak vysoké mnozZstvi
kyseliny galové, tudiz pro objasnéni pivodu pyrogallolu v octech by bylo zapotiebi dalSich
studii. Ve vSech vzorcich vinného cerveného octa byl identifikovan katechin a epikatechin,
¢imz se vinné Cervené octy odliSovaly od balzamikovych octl, u kterych nebyla pfitomnost

téchto dvou latek potvrzena v Zadném z testovanych vzorkda.

Cerezo a kol. [109] se zaméfili na vliv typu dievénych sudi na kompozici fenolickych
sloucenin Vv pribé¢hu produkce octa tradi¢ni povrchovou metodou. Koncentrace kyseliny
galové v octech zrajicich v akatovych, tfesnovych a dubovych sudech se pohybovala okolo
30 mg/l, naopak vyrazné vyssi hodnoty byly zjistény u sudt z kastanového dieva a produkce
octi v sudech z tohoto typu dfeva muze vyrazné piispivat k celkovému obsahu kyseliny
galové. Mnozstvi tyrosolu nebylo vyraznéji ovlivnéno typem pouzitého sudu a jeho
koncentrace se pohybovala v rozmezi 13,3 — 20,08 mg/l, coz je v souladu s nasimi vysledky.
Cruz a kol. [81] provedli analyzu vybranych fenolickych kyselin u 7 vzorkd vinného

¢erveného octa, nicmén¢ kyselina galova nebyla predmétem jejich studie. Vyssich hodnot

71



Fenolicky profil riznych typt octa

koncentraci dosahovaly kyselina syringova (¢ = 5,17 + 1,37 mg/l) a kyselina kavova
(¢ = 3,43 £ 1.26 mg/1). Autoii dale identifikovali ve vétSiné vzorkd kyselinu protokatechovou,
kyselinu chlorgenovou a kyselinu p-kumarovou. Z téchto kyselin dosahovaly v nasi studii

nejvyssich koncentraci kyselina syringova, protokatechova a kdvova.

3.3.6 Octy balzamikové

Raznorodost  zhlediska koncentrace fenolickych sloucenin  vykazovala skupina
balzamikovych octli (obrazek 18 a piiloha 18). Nejchudsi, co do obsahu fenold, byl vzorek
zna¢ky Ophellia, ktery byl jako jediny ptivodem z Recka a nemusel splitovat pozadavky pro
vyrobu balzamikovych octll s chranénym oznacenim pivodu. U dalSich tii vzorka, které jiz
pochazely z italské Modeny a nesly tak chranéné oznaceni ptuvodu, byl zjistén vysoky obsah
fenolickych latek v porovnani s ostatnimi skupinami octti, coz pravdépodobné souvisi s jejich

unikatnim zpisobem vyroby a zranim v dievénych sudech.

Za hlavni fenolické slouceniny balzamikovych octii Ize oznalit kyselinu galovou, tyrosol
a kyselinu protokatechovou. VysSich hodnot koncentraci u nékterych vzorkli dosahovaly
rovnéz kyselina kdvova a kyselina p-kumarova. Specifickou latkou pro balzamikové octy byl
eskulin, coZ je v podstaté eskuletin navazany na molekulu glukézy. Na rozdil od eskulinu,
byla jeho volnd forma (eskuletin) identifikovana 1 v dalSich vinnych octech. Eskulin je
pravdépodobné do balzamikovych octi extrahovan z dfevénych sudli béhem zrani octa,

jelikoz se jedna o jeden z hlavnich kumarinti dubového dieva [110].
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Obrdzek 18: Chromatogramy analyz fenolickych latek vinnych cervenych octii, prezentované jako
bublinové grafy, kdy velikost bubliny znacni koncentraci latky. Vyznam zkratek: KG - kyselina galova;
KP - kyselina protokatechovd, T - tyrosol, KK — kyselina kdavova, Kp-C — kyselina p-kumarova.
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Barnaba a kol. [51] ve své rozsahlé studii urcili u 8 vzorki balzamikového octa jako hlavni
fenolické latky kyselinu galovou (¢ = 12,4 + 11,8 mg/l), kyselinu protokatechovou
(¢ = 6,11 + 7,14 mg/l) a protokatechovy aldehyd (¢ = 6,41 £+ 8,35 mg/l). Nicmén¢ tyrosol,
ktery byl v nasi praci vyhodnocen jako jedna z hlavnich fenolickych latek balzamikovych
octu, pattil v jejich studii k latkam s minoritnim zastoupenim S koncentraci niz$i nez 1 mg/I.
Odlisného vysledku dosahli Natera kol. [111], kde pramérna koncentrace tyrosolu 6 vzorka
balzamikového octa byla stanovena na 109,4 mg/l. Tyto dvé porovnavané studie se rovnéz
rozchazeji v mnozstvi katechinu, kdy Barnaba a kol. urcili primérnou koncentraci katechinu
Vv balzamikovych octech <0,051 mg/1, zatimco Natera a kol. identifikovali katechin jako jednu
z hlavnich fenolickych latek balzamikovych octi s primérnou koncentraci 28,5 mg/l.
Katechin nebyl nalezen v nasi praci v zadném ze vzorkl balzamikového octa. Takové rozdily
mohou byt zplsobeny v prvni fad¢ odliSnostmi v ramci vybranych vzorki, ale také ve

vykonnosti a spolehlivosti analytickych metod.
3.4 SHRNUTI

Tteti experimentdlni Cast se zabyvala uréenim fenolického profilu riznych druhti octa
s ohledem na kvalitativni, tak 1 kvantitativni odliSnosti mezi jednotlivymi skupinami. Za
prakticky nulovy lze oznadit obsah fenolickych latek u lihovych octli. Ryzové octy rovnéz
nelze povazovata za dobry zdroj téchto latek (v porovnéani s ovocnymi octy), avSak je potieba
brat v uvahu, Ze tato prace se soustfedila na stanoveni pouze vybranych fenolickych
sloucenin, a tudiz celkovy realny profil mize byt odlisny. U jablecnych octd byly zjistény
rozdily v ramci zakoupenych vzorki, nicméné co do poctu i obsahu je Ize povazovat za dobry
zdroj fenolickych latek. Pro vinné octy bylo charakteristické Siroké spektrum fenolickych

sloucenin a vysoky obsah zejména fenolickych kyselin, pfedev§im u octii balzamikovych.
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4 ZMENY FENOLICKEHO PROFILU V PRUBEHU
PRAZENI KAVOVYCH ZRN

4.1 KAVA A KAVOVE ZRNO

Kazdodenni konzumace kavy se stala nedilnou soucasti dne mnoha z nas. Kavu si po celém
svéte dopravaji lidé nejen kvili jeji chuti a aroma, ale také pro jeji stimulac¢ni u€inky. Tradi¢ni
zpusob pfipravy kavy spocivda v namleti kédvovych zrn a jejich zaliti horkou vodou.
Ve skutecnosti jsou kavova zrna semeny ploda (kavovych tfesni) kavovniku, ktery fadime do
rodu Coffea, pfi¢emz nejvétsi vyznam maji kavovnik arabsky (Coffea arabica L.) a kavovnik
statny (Coffea canephora P.), zjejichz plodu jsou ziskdvana kavova zrna arabika,

resp. robusta [112].

Kavova tiesen (obrazek 19) je tvotfena vngjsi slupkou (exokarp), tenkou vrstvou buniéiny
(mezokarp) a pektinovou vrstvou (parenchym). Uvnitt této struktury jsou ulozena dvé kavova
zrna, kterd jsou pokryta pergamenovym obalem (endokarp) a dodate¢né dalsi tenkou stiibtitou

blankou (epidermis).

/mo

Epidermis
Endokarp )

Parenchym

Mezokarp

Exokarp

Obrazek 19: Struktura kavového zrna. Prevzato a upraveno z [112].

Hlavnimi slozkami zelenych kavovych zrn jsou rozpustné sacharidy (pfevazné sacharoza, ale
I mono- a poly- sacharidy), nerozpustné sacharidy (celuléza, hemiceluldza), organické
kyseliny (citronova, jable¢na, chinova), fenolické slouceniny (pfedevsim kyselina
chlorgenovd a jeji izomery), dale minerdly, lipidy a dusikaté slouceniny (volné
aminokyseliny, bilkoviny a kofein). Zrna kavy arabika pak obsahuji vice lipidd, a naopak

mén¢ kofeinu nez zrna kavy robusta [113].

74



Zmény fenolického profilu v pribéhu prazeni kdvovych zrn

4.1.1 Produkce a spotieba

Podle ICO (Mezinarodni kavové organizace) bylo v minulych letech roéné vyprodukovano
vice jak 160 miliona pytlt kavovych zrn (standardni vaha jednoho pytle je 60 kg). Nejvétsi
podil na produkci ma Jizni Amerika, kde je rocné vyprodukovano na 80 miliond pytld,
nasleduje Asie a Ocedanie s rocni produkci okolo 50 milionti pytld. Zhruba 20 miliont pytla
kavovych zrn je vyprodukovano v oblasti Stiedni Ameriky a stejného pocétu dosahuje
produkce v Africe. Mezi nejvétsi konzumenty kavy patii Evropané (>50 miliond pytlt ro¢né),
obyvatelé Asie a Ocednie (>40 miliontl pytlti ro¢n¢) a Severni Ameriky (okolo 30 miliond
pytl roéng) [114]. Na zakladé dat CSU (Cesky statisticky tfad) byla roéni spotieba kavovych
zrn v tuzemsku mezi lety 2013 — 2022 obvykle vyssi jak 2 kg na jednoho obyvatele, tedy
okolo 350 000 pytlu kavovych zrn ro¢né [115].

4.1.2 Zpracovani zelenych kavovych zrn

Zpracovani kavovych zrn za€ind sbérem kavovych tfesni, které severné od rovniku probihé
mezi prosincem a unorem, na jih od rovniku pak mezi kvétnem a srpnem. Plody jsou
z plantazi transportovany do zpracovatelského zavodu, kde mohou byt dale zpracovany

suchou nebo mokrou cestou [113].

V piipadé suchého zpisobu jsou tie$né suseny na slunci, dokud nedojde k oddéleni vnéjsi
¢asti plodu od endokarpu. Strojove€ jsou pak oddéleny zbylé kryci vrstvy od samotnych zrn,
ktera jsou tfidéna dle velikosti a balena do pytli [113][116].

V piipadé mokrého zpisobu dojde nejprve v rozvlaknovaci k oddéleni slupky a duziny od
semene, které zistdva pokryto parenchymem a dalSimi wvnitinimi vrstvami. Slizova
(pektinovd) vrstva je enzymaticky odstranéna fermentaci ve fermentacnich nadrZzich.
Nasleduje promyti vodou a suSeni. Zrna, kterd jsou stale jeSté pokryta pergamenovou vrstvou
a stfibfitou blankou, jsou dale zpracovana stejnym zplUsobem, jako v pfipad¢ suchého
zpusobu, tedy strojovym loupanim a balenim do pytla [113][117].

Suchy zptisob je povazovan za ptirodné€jsi a Setrnéjsi k ptirodé, jelikoz nedochédzi k vysoké
lidské pracovni sily, avSak spotfebovava velké mnozstvi vody [113]. Kéava zpracovana
mokrym zplsobem je obvykle povazovana za kvalitn€jsi a vzhledem k dal§im vyhodam je

V praxi upfednostiiovan tento zptisob zpracovani [116].
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4.1.3 Prazeni kavovych zrn

Zelena kavova zrna zbavena veSkerych obalovych vrstev jsou transportovana do praziren po
celém svété, kde dochazi kjejich prazeni. Prazeni probiha v prazickach (nejcastéji
V bubnovém uspotadani), které jsou v prvnim kroku vyhiaty na teplotu 100 — 200 °C,
v zavislosti na nastaveném programu. Zelend kavova zrna jsou nasypana do bubnu, ¢imz
dojde k rapidnimu poklesu teploty jeho stén. Tento pokles trva az do bodu zlomu, ve kterém
dojde k ustanoveni rovnovahy mezi teplotou stén bubnu a teplotou kavovych zrn. Nasleduje
postupné zvySovani teploty az k hodnotam nad 200 °C. V prvni fazi prazeni dochazi ke
snizeni celkové hmotnosti zrna o zhruba 10 % v disledku ztraty vody a ke zmén¢€ barvy zrna
ze zelené na zlutou. Tato faze trva obvykle okolo 2 — 5 minut. Samotné prazeni zacina, kdyz
zrna dosahnou teploty nad 180 °C. V tento moment dochézi k celé fadé chemickych reakei,

kdy nejvétsi vyznam maji Maillardova reakce a pyrolyza (obrazek 20) [118].

Prvni prasknuti

Teplota

Obrdzek 20: Obecnd kiivka prazeni kavovych zrn.

Maillardovy reakce jsou zodpovédné za vznik charakteristického aroma, chuti a barvy
kavovych zrn, resp. kavy. Jednd se o reakce aminokyselin a redukujicich cukrt za vzniku
melanoidid s typicky tmavym zbarvenim. Pokud prazeni trva del§i dobu, dochazi rovnéz ke

karamelizaci cukrt [119].

Pyrolyza je definovana jako degradace a dehydratace sachardzy vlivem vysoké teploty.
Béhem pyrolyzy dochdzi k uvolnéni oxidu uhli¢itého a vodnich par, coz ma za nasledek
zvySeni objemu a tlaku uvnitf zrna. Pfi pfekonani urcitého tlaku dochazi k tzv. prvnimu

prasknuti, coz je doprovazeno piislusSnym zvukovym jevem. V ptipad¢ pokracujiciho prazeni
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dochdzi k dal§imu uvoliovéani oxidu uhli¢itého az do tzv. druh¢ho prasknuti. Kéva prazena az
do dosazeni druhého prasknuti mé zna¢né hotkou chut, proto je prazeni obvykle ukonceno

mezi prvnim a druhym prasknutim [118].

Po ukonceni prazeni jsou kdvovéd zrna ochlazena vzduchem nebo vodou, ¢imz dojde ke
kondenzaci aromatickych latek uvnitt zrna. Ktivku prazeni (také profil prazeni) lze definovat
jako zavislost teploty na case. Prazeni mtize probihat od 3 do 20 minut v zavislosti na pouzité
instrumentaci a zvoleném tvaru kiivky [118]. Nejlepsi prazirny maji vyvinuté vlastni unikatni
profily, ziskané na zaklad¢ senzorickych a chemickych analyz, ¢imz dosahuji jedinecné chuti

a aroma.

4.1.4 Fenolické latky kavovych zrn

V literatufe lze dohledat hned né&kolik studii, které se zabyvaly stanovenim obsahu
fenolickych latek v kavovych zrnech, resp. v kaveé. Tyto studie byly obvykle zaméfeny na
charakterizaci kyseliny chlorgenové (a celé fady jejich izomert), ktera je jednou z hlavnich
slozek kavovych zrn a je zodpovédna za ptfevaznou Cast jejich antioxidacni kapacity. Na
druhou stranu Ize dohledat jen relativné malo studii, které vénovaly pozornost ostatnim
fenolickym sloucenindm. Zaméfeni jednotlivych praci je rizné, predmétem zajmu byla
obvykle zména fenolického profilu v pribéhu prazeni kavy (tabulka 13), vyuziti fenolickych
latek pro ur¢eni ptvodu zelenych kavovych zrn [120][121][122] a porovnani riznych technik
pro extrakci fenolickych sloucenin z kavovych zrn [123][124][125][126][127]. Pro vSechny
tyto ucely byla nejcastéji vyuzita technika kapalinové chromatografie v modu reverznich fazi
ve spojeni se spektrofotometrickymi nebo hmotnostnimi detektory.

Tabulka 13: Vybrané studie, vyuzivajici techniku LC pro charakterizaci zmén fenolického profilu
V pritbehu prazeni kavovych zrn.

Pocet stupiiii prazeni Detekce Uprava vzorku Analyty Ref.
3 stupné UV/Vis extrakce vrouci vodou Flavonoidy a nechlorge:nove kyseliny
(celkem 12 latek) [128]
. extrakce 70% etanolem + Ruzné fenolické kyseliny a ostatni
3 stupné MS/MS hydrolyza (celkem 23 litek) [129]
Zelené + 3 stupné DAD extrakce vrouci vodou Chlorgenové kyseliny (celkem 3 latky) [130]
Zelené + 3 stupné DAD extrakce horkou vodou Chlorgenové kyseliny (pocet neuveden) [131]
. < Rizné fenolické kyseliny (celkem 10
Zelené + 3 stupné DAD extrakce horkou vodou latek) [132]
Zelené + 4 stupné UV/Vis extrakce vrouci vodou Chlorgenové kyseliny (celkem 7 latek) [133]
. . ) extrakce 40% metanolem +  Chlorgenové a dalsi fenolické kyseliny
Zelené + 6 stupfit DAD - MS hydrolyza (celkem 21 litek) [134]
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4.1.4.1 Chlorgenové kyseliny

Jako chlorgenové kyseliny (CGA) oznacujeme celou fadu izomerd, vzniklych esterifikaci
mezi hydroxyskoticovymi kyselinami a kyselinou chinovou [135]. Jednotlivé izomery jsou
obvykle déleny (na zaklad¢ identity, pozice a poctu acylovych zbytkil) do 4 hlavnich
skupin  — caffeoylchinové kyseliny (CQA), feruoylchinové kyseliny (FQA),
p-coumaroylchinové kyseliny (pCoQA) a dicaffeoylchinové kyseliny (diCQA) [135][136],
pfiCemz rozeznavame vice jak 70 moznych struktur [137]. Vyznamnym zdrojem
chlorgenovych kyselin jsou kavova zrna, ovoce (napf. jablka, Svestky, tfesn¢), zelenina (jako

brambory, mrkev, rajcata) a nékteré 1é¢ivé byliny [131][133][138][139][140][141][142][143].

Bylo popsano hned nékolik moznych osudt chlorgenovych kyselin v souvislosti s prazenim
kavovych zrn. Takové procesy zahrnuji kompletni destrukci; hydrolyzu (na vychozi
hydroxyskofické kyseliny a kyselinu chinovou); zaclenéni do melanoidind; izomeraci;

dehydrataci (za tvorby laktont a derivat kyseliny Sikimové) a epimerizaci [144][145][146].

4.1.4.2 Ostatni fenolické kyseliny

Jednou z nejznaméjsich hydroxyskotficovych kyselin je kyselina kavova, ktera je piirozenou
slozkou celé fady rostlin a rostlinnych produktd [135]. Kyselina kavova vykazuje, podobné
jako ostatni fenolické latky, antioxidacni aktivitu, kterd je dokonce vyssi, neZ u ptislusnych

chlorgenovych kyselin [147].

Dalsi dobte popsanou fenolickou slouceninou je kyselina ferulova, jejiz pfirodnimi zdroji jsou
slupky je¢mene, kukufice ¢i pSenicné otruby [148][149][150]. Kyselina ferulova muze byt
biotransformovana fadou mikroorganismi na dal$i vyznamné fenolické latky jako je vanilin,

kyselina vanilova, kyselina kavova nebo kyselina p-kumarova [151].

Kyselinu kumarovou Ize v pfirodnich zdrojich nalézt ve tfech riznych izomerech — ortho,
meta a para. Nejcastéji se tato kyselina vyskytuje jako kyselina p-kumarova, jejimz zdrojem
jsou napft. obilniny, hrusky nebo Siroka skala hub [152][153][154]. VSechny tfi izomery pak
byly  identifikovany v borivkach  snasledujicim  zastoupenim  —  kyselina

p-kumarova > kyselina m-kumarova > kyselina o-kumarova [155].

Kyselina kavova, kyselina ferulova a kyselina p-kumarova jsou zapojeny do biosyntézy
ligninu, jakoZto jedné z hlavnich strukturnich komponent rostlinné biomasy [156]. Zaroven se
jedna o prekurzory biosyntézy chlorgenovych kyselin, a proto je lze identifikovat v kavovych
zrnech s relativné vysokym obsahem, i kdyZ v porovnani s chlorgenovymi kyselinami jde
spise o latky s minoritnim zastoupenim [134].
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4.1.4.3 Hydroxybenzaldehydy
Jednou ze zakladnich latek ze skupiny hydroxybenzaldehyda je p-hydroxybenzaldehyd,
nachazejici se v rostlinach, zejména pak ve Vanilla planifolia L., kde je jeho biotransformace

spojena s vanilinem, jednou z hlavnich slozek této rostliny [157][158].

Vanilin je charakteristickou slozkou rostlin rodu orchideji, které jsou rovnéz znamy pod
nazvem vanilkovniky. Nicmén¢, vanilin 1ze najit v mensSim mnozstvi i v fad¢ dalSich rostlin
a rostlinném materidlu, vcetné¢ kavovych zrn. Vanilin nachazi S$iroké uplatnéni

V potravinaiském primyslu, zejména diky svému pfijemnému aroma [158][159].

Dalsim béznym fenolickym aldehydem je protokatechovy aldehyd, ktery je jednim
z meziproduktii biosyntézy vanilinu z kyseliny skoficové [160]. Ptirodnimi zdroji tohoto

aldehydu mohou byt kakaové boby, konopi nebo Salvia miltiorrhiza L. [161][162][163].

4.1.4.4 Alkylfenoly

4-methylkatechol je znamym metabolitem kvercetinu a mizeme se Snim shledat u fady
potravin a napoju jako je napft. vino, lihoviny nebo octy [51]. Strukturné piibuznou latkou je
4-ethylkatechol, kterd je vzhledem ke svému nepfijemnému aroma nechténou slozkou
potravin a je pfi¢inou chutovych defektd pii produkci vina [164][165][166]. Prazenim
kavovych zrn dochazi ke vzniku téchto dvou alkylfenoltl z kyseliny kavové a zbytkl kyseliny

chlorgenové [167].

4-vinylfenol je t€kava fenolickd latka bézné pritomna ve vinech, kde je syntetizovana
z kyseliny p-kumarové pisobenim kvasinek [168]. Tato latka byla identifikovana v prazenych
araSidech a araSidovém oleji [169][170]. Zaroven bylo zjisténo zvySeni obsahu tohoto

alkyfenolu v priubéhu zahtivani ostruzin [171].
4.2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem posledni experimentalni casti bylo vyuzit optimalizovanou a validovanou metodu
(kapitola 2.2.2) pro identifikaci latek ve vzorcich zelenych a prazenych kavovych zrn
a nasledné modifikovat tuto metodu tak, aby byly zaznamendvany pouze kvantifikacni MRM
pfechody identifikovanych latek. Kvantifikatni metodou pak byly prométfeny vzorky
kavovych zrn arabika a robusta v riznych stadiich prazeni. Dale bylo cilem vyvinutou metodu
revalidovat pro vzorky kavy Vvramci spravnosti, resp. navratnosti standardnich ptidavkt

a urcit velikost matricovych efekti.
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4.2.1 Vzorky kavovych zrn

Kévova zrna v riznych stadiich prazeni byla ziskana ve spolupraci s pardubickou prazirnou
ZRNO44. Zrma kavy arabika (pivodem z Brazilie) byla béhem prazeni odebirana
Vv nasledujicich intervalech — zelena zrna; 4; 6; 8; 10 a 12 minut. Zrna kavy robusta (ptivodem
z Indie) byla odebirana v intervalech prazeni — zelena zrna; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16 a 17
minut. U obou vzorki 1ze povazovat jako finalni dobu prazeni 12 minut, vzorek kavy robusta
byl prazen cilen¢ del$i dobu pro objasnéni dalsiho osudu fenolickych latek pfi pieprazeni
kavovych zrn. Obdrzené vzorky byly rovnéz vyuzity pro sledovani zmén obsahu vybranych
furanickych latek, coz bylo pfedmétem diplomové prace M. Zimové [172], na které se autor

této disertaéni prace podilel jako konzultant.

4.2.2 Uprava vzorki

Obdrzené vzorky kavovych zrn byly namlety pomoci elektrického kdvového mlynku ETA
Magico (Praha, Ceska republika). Namleta kavové zra byla pfesypana skrz b&zné kuchyiské
sito, ¢imz byl ziskan material o velikosti mensi nez oko sita. Namleté a pfesivané vzorky byly

dale suseny ve tmé a pii pokojové teploté.

Z takto upravenych vzorkl byly fenolické slouceniny extrahovany pomoci metody extrakce
Vv ultrazvukové lazni. 0,5 g namletych kavovych zrn bylo extrahovano 20 ml rozpoustédla,
kterym byl 50% (v/v) metanol. Extrakce probihala za kontrolované teploty 40 °C a po dobu
10 minut. Ziskané extrakty byly centrifugovany a filtrovany skrz PTFE stiikackové filtry
a skladovany v lednici do doby analyzy.

4.2.3 HPLC-MS/MS stanoveni ostatnich fenolickych slou¢enin

Popis metody pro identifikaci latek, vcetné pouZzitych chemikalii a standardl odpovida
kapitole 2.2.2, resp. kapitole 2.2.1. Pro kvantifikaci ostatnich fenolickych latek byly u vychozi
metody vyfazeny MRM piechody latek, které nebyly identifikovany u zelenych, resp.
prazenych kavovych zrn. Dale byly vyfazeny QL MRM piechody identifikovanych latek.

Stanoveni ostatnich fenolickych sloucenin probihalo bez ftedéni pfisluSnych extrakth
a s pridavkem kyseliny m-kumarové o koncentraci 0,1 mg/l jako vnitiniho standardu. Kazdy
extrakt byl proméfen HPLC-MS/MS metodou ve tiech opakovani. Kvantitativni vyhodnoceni
ostatnich ~ fenolickych  sloucenin  probihalo na  zakladé  kalibracni  kiivky
(v rozsahu 0,001 — 1 mg/l, pocet bodu = 7), ziskané piidavky smési standardnich latek
k extraktu kavovych zrn robusta (8 min) a odeétenim pfislusnych ploch pikti od ploch pro

samotny extrakt bez ptidavku.
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4.2.4 HPLC-MS/MS stanoveni chlorgenovych kyselin

Standardy kyseliny kryptochlorgenové (4-CQA, >98%) a kyseliny neochlorgenové
(5-CQA, >98%) byly dodate¢né zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pavod
a Cistota standardu kyseliny chlorgenové (3-CQA) odpovida kapitole 2.2.1.

Analyza chlorgenovych kyselin byla uskute¢néna za vyuziti stejné instrumentace a mobilni
faze jako analyza ostatnich fenolickych sloucenin. Pro separaci chlorgenovych kyselin byla
pouzita kolona Luna Omega PS C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 um) (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). Analyza byla provedena v médu gradientové eluce s nasledujicim
profilem gradientu: 0 min — 10 % B; 6 min — 34 % B; 6,01 min — 100 % B; 9 min — 100 % B.
Po ukonceni analyzy probéhlo ustaleni podminek na pocateéni hodnoty 10 % B po dobu
4 minut. Dal$i parametry jako teplota, davkovany objem a pratok mobilni faze odpovidaji
kapitole 2.2.2. Detekce 4-CQA a 5-CQA probihal pii zdznamu stejnych MRM piechodt
a detek¢nich parametrt jako v piipadé 3-CQA.

Extrakty byly pied samotnou HPLC-MS/MS 1000x fedény 50% (v/v) metanolem a byl k nim
ptidan piidavek vnitiniho standardu kyseliny galové o koncentraci 0,1 mg/l. Vzhledem
K vysokému fedéni a predpokladu zanedbatelnych matricovych efekti bylo kvantitativni
vyhodnoceni chlorgenovych kyselin zaloZzeno na metod¢ externi kalibra¢ni kiivky pfipravené

v 50% (v/v) metanolu.
4.3 VYSLEDKY A DISKUZE

4.3.1 Volba extrak¢énich podminek

Pro extrakci fenolickych slou¢enin znamletych a suSenych kavovych zrn byla zvolena
metoda extrakce v ultrazvukové lazni. Pfi tvorbé této metody se vychazelo zjiz diive
dostupnych a optimalizovanych postupd s uréitymi Gpravami [173][174]. NavrZzena metoda
extrakce (kapitola 4.2.2) nebyla dale optimalizovana, jelikoz cilem této prace nebylo ziskat
maximalni mozny vytéZzek extrakce, nybrz objasnit zmény Ve fenolického profilu kdvovych

zrn v prubéhu jejich prazeni.

4.3.2 Uprava a revalidace HPLC-MS/MS metody

Kromé volby extrakéni metody bylo pfed vlastni analyzou vzorkd potfeba upravit vychozi
HPLC-MS/MS metodu (kapitola 2.2.2) a revalidovat ji vramci navratnosti pridavkl
a matricovych efekti. Pro tyto ucely byla provedena identifikace latek u zelenych

a vybranych prazenych kévovych zrn vychozi HPLC-MS/MS metodou pii zdznamu vSech
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48 latek, vcetné jejich kvalifikacnich MRM piechodi. Na zéklad¢ vysledkl téchto analyz
byly z vychozi metody vyfazeny MRM prechody latek, které nebyly identifikovany v zadném
ze vzorklu. Pro dosazeni vyssi intenzity odezvy detekce a pro zjednoduSeni vyslednych
chromatogramti byly z vychozi metody rovnéz odstranény QL MRM piechody latek

identifikovanych ve vybranych vzorcich.

Takto upravenou kvantifikaéni metodou byla proméfena externi kalibracni kiivka standardt
v rozpoustédle, kterym byl 50% (v/v) metanol. Pti stejném koncentracnim rozsahu byla
prométena interni kalibracni kiivka, ziskand konkrétnimi ptidavky smési standardi ke vzorku
robusta (8 min) a odectenim plochy pfislusného piku od primérné plochy piku (n = 3) ve
vzorku bez ptidavku. Na zakladé poméru smérnic externi/interni kalibraéni kiivky byly
urCeny hodnoty matricovych efektd (tabulka 14), které se pohybovaly v rozmezi
58,51 — 118,47 % s prumérnou hodnotou 90,43 %. Nejvétsimi matricovymi efekty byl
zatizeny pyrogallol, naopak u fady latek 1ze matricové efekty povazovat za zanedbatelné.

Tabulka 14: Porovndni navratnosti identifikovanych latek v kavovych zrnech za vyuziti metody externi
a interni kalibrace a velikost matricovych efektii.

Latka Navratnost - externi Navratnost - interni Matricové
kalibrace (0,3 mg/l) [%] kalibrace (0,3 mg/l) [%0] efekty [%0]

4-ethylkatechol 78.83 85.31 9241
4-methylkatechol 97.95 101.64 96.37
4-vinylfenol 108.37 91.48 118.47
Ethylester kyseliny kavové 98.87 106.75 92.61
Koniferyl aldehyd 76.49 98.63 77.55
Kyselina ferulova 91.73 101.80 90.11
Kyselina gentisova 67.11 96.12 69.82
Kyselina kavova 86.67 100.49 86.25
Kyselina p-hydroxybenzoova 101.45 102.15 99.32
Kyselina p-kumarova 95.01 102.27 92.90
Kyselina protokatechova 80.10 102.16 78.40
Kyselina salicylova 121.85 105.88 115.08
Kyselina syringova 75.90 97.93 77.51
Kyselina trans-skoticova 105.65 98.79 106.95
Kyselina vanilova 92.24 103.43 89.18
Kyselina veratrova 86.40 96.91 89.16
p-hydroxybenzaldehyd 102.70 106.43 96.50
Protokatechovy aldehyd 94.51 105.88 89.26
Pyrogallol 64.75 110.65 58.51
Skopoletin 89.85 102.93 87.29
Syringaldehyd 94.05 99.93 94.12
Vanilin 90.48 98.61 91.76
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Interni kalibra¢ni ktivka byla dale vyuzita pro ureni spravnosti metody, resp. navratnosti
standardnich ptidavku (tabulka 14). Toto bylo provedeno dosazenim pramérmné plochy piku
standardniho ptidavku (n = 3) na tGrovni 0,3 mg/l do vysledné interni kalibrace. Byly ziskany
navratnosti metody v rozmezi 85,31 — 110,65 %, kdy primérna hodnota navratnosti ¢inila
100,74 %. Navratnost mensi nez 90 %, resp. vyssi nez 110 % byla zjisténa pouze v ptipadé
4-vinylfenolu, resp. pyrogallolu. Plochy standardnich ptidavka (0,3 mg/l) ve vzorku robusta
(8 min) byly rovné€z vyuzity pro ovéteni navratnosti externi kalibrace v rozpoustédle. Ziskané
navratnosti metody externi kalibraci se pohybovaly v rozmezi 64,75 — 121,85 % S primérnou
hodnotou 90,95 %. Na zaklad¢ téchto skuteCnosti byla interni kalibra¢ni kfivka, ziskana
standardnimi ptidavky ke vzorku robusta (8 min), vyuzita pro kvantifikaci fenolickych

sloucenin nasich vzorku.

4.3.3 Zmény v profilu fenolickych latek v priibéhu prazeni kavovych zrn

Extrakty kavovych zrn byly proméfeny upravenou HPLC-MS/MS metodou. Z ptivodniho
poctu 48 latek bylo v kdvovych zrnech identifikovano 25 fenolickych sloucenin, pficemz
ztohoto pocCtu nebyl u =zelenych kavovych zrn identifikovan pouze pyrogallol
a 4-methylkatechol. Tyto dvé latky vznikaly az v prib&éhu prazeni nebo byl jejich obsah na
pocatku prazeni pod mezi detekce metody. Naopak v pribéhu prazeni nedochazelo ke

kompletnimu zaniku Zadné ze sledovanych latek.

4.3.3.1 Chlorgenové kyseliny
Jako hlavni fenolickd sloucenina kavovych zrn byla v této praci identifikovana kyselina

chlorgenova, nasledovana kyselinou neochlorgenovou a kyselinou kryptochlorgenovou, coz

bylo v minulosti prokdzano v ramci hned nékolika studii [130][131][133][134].

V pribéhu prazeni dochdzelo zpocatku ke zvySovani koncentrace kyseliny chlorgenoveé
(obrazek 21) az do dosazeni doby prazeni 6 minut. Poté obsah, resp. koncentrace 3-CQA
zacCala klesat. Po uplynuti doby prazeni 12 minut doslo ke snizeni mnozstvi 3-CQA 0 49,9 %
u vzorku kavovych zrn arabika, resp. 0 40,3 % V piipad€ kavovych zrn robusta. Autofi studii
zabyvajicich se zménou obsahu 3-CQA dospéli ke stejnému vysledku, nicméné obsah
chlorgenovych kyselin obvykle klesal ihned u 1. sledovaného stupné prazeni. To mohlo byt
zpusobeno odlisnym navrhem experimentti, kdy autofi stanovovali obsah chlorgenovych
kyselin u zelenych kavovych zrn a nasledné€ az po obdrzeni prvniho, tzv. lehkého prazeni, coz
by v nasem piipadé odpovidalo ¢asu prazeni >8 minut. Navic podobného vysledku doséahli

Hec¢imovi¢ a kol. [130], ktefi u 2 ze 4 zkoumanych vzorku zjistili nejprve zvyseni obsahu
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chlorgenovych kyselin pfi dosazeni urovné lehkého prazeni v porovnani s ptvodnimi
zelenymi kédvovymi zrny. Tento narGst obsahu by mohl byt zpiisoben napf. uvolnénim

chlorgenovych kyselin z vazanych forem ¢i bunécnych struktur vlivem vysoké teploty.
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(Obrdg)ek 21: Zmény obsahu, resp. koncentrace kyseliny chlorgenové v pritbéhu prazeni kavovych zrn
n=3).

Podobné zmény byly zaznamenany i v ptipadé 4-CQA a 5-CQA (obrazek 22) jejichz
koncentrace v extraktech se zvySovala az do dosazeni 8 minut prazeni v piipadé vzorku
arabika, resp. 10 minut u vzorku robusta. DelSi doba ristu koncentrace téchto latek nez
v piipadé 3-CQA by mohla byt vysvétlena izomerizaci praveé kyseliny chlorgenové, jakozto
hlavni fenolické latky kavovych zrn. Pravé z tohoto divodu se mnozstvi 4-CQA a 5-CQA

nijak vyrazné neliSilo u zelenych kavovych zrn a ve findlnim produktu.
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Obrdzek 22: Zmeny obsahu, resp. koncentrace kyseliny neochlorgenové (5-CQA) a Kkyseliny
kryptochlorgenové (4-CQA) v priibéhu prazeni kavovych zrn (n = 3).
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4.3.3.2 Ostatni fenolické kyseliny

Dals§imi vyznamnymi fenolickymi kyselinami kavovych zrn, jejichz obsah se méni v disledku
prazeni, byly prekurzory biosyntézy chlorgenovych kyselin — kyselina kavova, kyselina
ferulova (obrazek 23) a kyselina p-kumarova. Byl zjistén vyrazné vyssi obsah téchto kyselin
u vzorku kavovych zrn robusta. V pribéhu prazeni dochazelo nejprve k mirnému riistu jejich
koncentrace, podobné jako v piipadé 3-CQA. Po urc¢itém ¢ase byly tyto kyseliny degradovany

vysokou teplotou, piipadné dalSimi procesy.
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Obrdzek 23: Zmény obsahu, resp. koncentrace kyseliny kavové a kyseliny ferulové v pritbéhu prazeni
kavovych zrn (n = 3).

Perrone a kol. [134] se ve své studii zaméfili (mimo jiné) na zménu obsahu kyseliny kavové
a kyseliny ferulové v pribéhu prazeni kavovy zrn. U kyseliny kdvové autofi zjistili ustavicné
snizovani jejiho obsahu mezi 6. a 12. minutou prazeni, a to 0 60,9 — 78,3 % u 4 vzork, coz je
v souladu s nasimi vysledky pfi porovnani 6. a 12. minuty prazeni (pokles o 76 % u vzorku
arabika a 0 72,7 % u vzorku robusta). Rozdilnych vysledki dosahli autofi Vv ptipadé kyseliny
ferulové, jejiz obsah v kavovych zrnech byl vyrazné mensi nez u kyseliny kavové, a navic
k degradaci kyseliny ferulové dochazelo az v pozdnich fazich prazeni. Zcela odlisnych
vysledkt dosahli Somporn a kol. [132], v jejichz studii byl obsah kyseliny kavové a kyseliny
ferulové na podobné urovni, nicméné v prubéhu prazeni dochazelo spise ke zvySovani obsahu

téchto latek.

V ramci této disertacni prace byly dale identifikovany i kyseliny, jejichz obsah byl ve
findlnim produktu vyrazné vyssi nez u ptivodnich zelenych kévovych zrn. Jednou z takovych
kyselin byla kyselina p-hydroxybenzoova (obrazek 24), jejiz koncentrace se zvySovala od

4. minuty prazeni v obou vzorcich. V piipad¢ vzorku kavovych zrn robusta dochazelo od
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12. minuty vlivem pokracujiciho prazeni k jeji degradaci. Pii porovnani zelenych kavovych
zrn a prazenych zrn (12 min) doslo ke zvySeni obsahu kyseliny p-hydroxybenzoové o 1709 %

u vzorku arabika, resp. 0 662 % u vzorku kavovych zrn robusta.

Dalsi kyselinou, u které se zvySovalo jeji mnozstvi v pribéhu prazeni, byla kyselina
protokatechova (obrazek 24). Podobné jako u kyseliny p-hydroxybenzoové, koncentrace
kyseliny protokatechové zacala stoupat od 4. minuty prazeni a to o 216 % u arabiky
a o 707 % u robusty pii porovnani zelenych a prazenych (12 min) kavovych zrn. Rist
mnozstvi kyseliny protokatechové a p-hydroxybenzoové je v souladu s vysledky dosazenymi

Sompornem a kol. [132].

Jako dalsi fenolické kyseliny zelenych a prazenych kavovych zrn byly na relativné nizkych
koncentra¢nich hladinach v této praci identifikovany kyselina salicylova, kyselina gentisova,

kyselina vanilové, kyselina veratrova, kyselina syringova a kyselina trans-skoticova.
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Obrazek 24: Zmény obsahu, resp. koncentrace kyseliny p-hydroxybenzoové (K. p-HB) a kyseliny
protokatechové (K. PK) v pritbéhu prazeni kdavovych zrn (n = 3).

4.3.3.3 Hydroxybenzaldehydy

Za jako hlavni fenolicky aldehyd kéavovych zrn lze na zakladé dosaZzenych vysledki
povazovat protokatechovy aldehyd (obrazek 25), jehoz koncentrace v extraktech se
k 12. minuté prazeni zvysila o 6808 % v pfipadé vzorku arabika, resp. o 1160 % u vzorku

kavovych zrn robusta, u kterého dochazelo nasledné k poklesu koncentrace pii déle trvajicim

praZeni.
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Obrazek 25: Zmény obsahu, resp. koncentrace protokatechového  aldehydu (PKA)
a p-hydroxybenzaldehydu (p-HBA) v pribéhu prazeni kdavovych zrn (n = 3).

Dalsim fenolickym aldehydem, jehoz obsah v pribéhu prazeni strmé rostl byl
p-hydroxybenzaldehyd (obrazek 25), nicméné koncentrace této latky v extraktech byla
v porovnani s protokatechovym aldehydem velmi nizk4. Rist obsahu téchto dvou aldehydt
Vv prubehu prazeni kavovych zrn odpovida dosazenym vysledkiim jejich analogickych kyselin,
jak je zminéno v kapitole 4.3.3.2. Dalsimi identifikovanymi aldehydy v kavovych zrnech byly

vanilin a syringaldehyd, jejichZ obsah se v priibéhu praZeni spisSe zvySoval.

4.3.3.4 Alkylfenoly

V pribéhu praZzeni zelenych kavovych zrn dochdzelo k vyraznému zvySeni mnoZstvi
sledovanych alkylfenol, konkrétn¢ 4-vinylfenolu, 4-ethylkatecholu (obrazek 26)
a 4-methylkatecholu.

6.0 40.0

E —— 4-VF (Robusta) 350 E
E 5.0 —— 4-VF (Arabika) E
300
= ——— 4-EK (Robusta) =
g 40 . S
2 4-EK (Arabika) 250 §
g 8D
2 3, 200 =
B =
- 150 <
2 20 3
£ 100 £
s 50 ©
N 2
0.0 = 0.0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 17
Doba praZeni [min]

Obrazek 26: Zmeény obsahu, resp. koncentrace 4-vinylfenolu (4-VF) a 4-ethylkatecholu (4-EK)
v pritbéhu prazeni kavovych zrn (n = 3).
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4-vinylfenol byl jiz diskutovan ve spojitosti s viny a vinnymi octy Vv ramci Kapitoly 3.3.4.
V pribéhu prazeni bylo zaznamenano zvySeni obsahu této latky zhruba o 2000 % u obou
vzorkl pfi porovnani zelenych a prazenych (12 min) kavovych zrn. V ptipad¢ vzorku robusta

bylo dosazeno maxima jiz v 8. minuté prazeni, pak koncentrace v extraktech zacala klesat.

Fenolicka sloucenina s nazvem 4-ethylkatechol byla diskutovana v ramci kapitoly 3.3.3, kde
byl zminén jeji negativni vliv na senzorické vlastnosti potravin. U vzorku kavovych zrn
robusta doSlo ke zvySeni jejiho obsahu o 835 % ke 12. minuté prazeni, nicméné pokud
prazeni probihalo po delsi dobu (17 min), mnozstvi 4-ethylkatecholu se zvysilo az o vice jak
6000 %, kdy pii takovém mnozstvi jiz lze ptedpokladat citelny podil na senzorickych
vlastnostech kavy. Pii pfepoctu koncentrace v extraktu kavovych zrn robusta (17 min) na
navazku a objem bézného expressa (7 g kavovych zrn a 20 ml vody) a za piedpokladu stejné
extrakéni ucinnosti by koncentrace této latky v kaveé Cinila 26 mg/l, coz je vyrazné vyssi

hodnota, nez ktera byla bézn¢ pozorovana u vzorkii ¢erveného vina [103].

4.3.3.5 Dalsi fenolické latky

Vyznamné zmény béhem prazeni kdvovych zrn byly pozorovany v piipadé pyrogallolu
(obrazek 27). Pyrogallol byl vzhledem ke svému relativné vysokému limitu stanoveni poprvé
kvantifikovan v 8. (arabika), resp. 10. minuté (robusta). Od této doby jeho obsah strmé rostl
az do ukonceni prazeni v 12., resp. 17. minuté. Jeho koncentrace v extraktech po ukonceni
prazeni byla srovnatelna s pocatecni koncentraci kyseliny kavové ¢i kyseliny feruloveé
uzelenych kavovych zrn. Prakticky 1lze wvylou¢it wvznik pyrogallolu tepelnou
degradaci kyseliny galové, jelikoz tato kyselina nebyla identifikovana v Zadném z testovanych

vzorku.
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Obrdzek 21: Zmény obsahu, resp. koncentrace pyrogallolu v prithéhu prazeni kavovych zrn (n = 3).
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Dalsimi fenolickymi latkami, které byly identifikovany v kavovych zrnech, byly skopoletin
koniferyl aldehyd a ethylester kyseliny kavové, jejichz obsah v pribéhu prazeni spise rostl
nebo nedosahoval vyraznych zmén. Jednalo se vSak o latky s minoritnim zastoupenim

v kavovych zrnech.
4.4 SHRNUTI

Ve ¢tvrté experimentalni ¢asti byly sledovany zmény v koncentraci fenolickych sloucenin
v prib¢hu prazeni kévovych zrn. Pro upravu vzorkli byla zvolena technika extrakce
V ultrazvukové lazni. Ziskané metanolické extrakty byly nasledné¢ prométfeny upravenou
HPLC-MS/MS metodou (resp. metodami). Na zakladé vysledku z této Casti lze tvrdit, Ze
béhem procesu prazeni muze dochazet ke snizovani, ale také i ke zvySovani mnozstvi
individudlnich fenolickych sloucenin. Prakticky od pocatku prazeni dochazelo ke snizovani
mnozstvi kyseliny chlorgenové, kyseliny kavové a kyseliny ferulové. V piipadé kyseliny
neochlorgenové a kyseliny kryptochlorgenové byl pozorovan nejprve rust koncentrace
Vv pribehu prazeni a pozdéji jeji pokles. Béhem prazeni kavovych zrn také dochazelo k vice ¢i
méné strmému rastu koncentrace nékterych minoritnich fenolickych kyselin, aldehydu,

alkyfenoll a pyrogallolu.
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ZAVER

Disertacni prace pfinasi uceleny pohled na problematiku stanoveni fenolickych sloucenin
Vv odlisnych matricich rostlinného typu. Prace je ¢lenéna do Ctyf na sebe navazujicich kapitol,
pricemz v kazdé této kapitole byla nejprve vypracovana stru¢na reSerSe, ktera napomaha
k lepSimu pochopeni dané problematiky. Teoretické Casti prace fesi uvod do fenolickych
sloucenin vcetné jejich klasifikace, moderni trendy v oblasti kapalinové chromatografie
a spojeni této techniky s hmotnostni spektrometrii, vyrobu a stru¢né piedstaveni octl
popularnich ve stfedni Evropé a v neposledni fadé také uvedeni do procesu prazeni kdvovych

VALIR

Prvni experimentdlni Cast popisuje retenéni chovani vybranych zdstupct fenolickych
sloucenin a hodnoti testované kolony z hlediska ucinnosti a vhodnosti pro jejich pouziti pfi
analytickém stanoveni takovych latek. Na zaklad¢ vysledkti prvni experimentalni ¢asti byla
zvolena kolona, kterd byla vyuzita v druhé experimentalni casti, kterd se zabyva vyvojem,
optimalizaci a validaci HPLC-MS/MS metody pro stanoveni 48 fenolickych sloucenin.
Vytvofena metoda byla nasledné pouzita pro urceni fenolického profilu Sesti riznych druhd
octa. Vysledky z této ¢asti poukazuji na podobnosti a odlisnosti v ramci rtznych typd octa
a porovnavaji dosazené vysledky sjiz publikovanymi pracemi. Tato Cast predstavuje
rozsiteni, K jiz publikované praci, jejimz cilem bylo ur¢it fenolické profily balzamikovych
octi rizné kvality. Posledni experimentilni cast piinasi rozSifeny pohled na osudy
fenolickych latek béhem procesu prazeni kavovych zrn. Zatimco dosud publikované prace se
zam¢fovaly zejména na stanoveni chlorgenovych kyselin, tato disertacni prace rozsifuje
a objasniuje zmény v mnozstvi fenolickych sloucenin s minoritnim zastoupenim v kdvovych

zrnech.

Dosazené vysledky ze ¢tvrté Casti budou vyuzity pro tvorbu publikace, jejiz souéasti budou
zmény Vv koncentracich nejen fenolickych sloucenin, ale také vybranych furanickych latek,
aminokyselin, sacharidli, organickych kyselin a t¢kavych organickych latek, pficemz nékteré
z téchto skupin byly jiz feSeny (v souvislosti s kdvovymi zrny) v ramci diplomovych praci, na
kterych se autor této disertacni prace podilel jako konzultant. Cilem prace (resp. praci) bude
objasnit zmény v mnozstvi téchto latek v souvislosti s riznymi prubehy (parametry) kiivky
prazeni, skladovanim prazenych kévovych zrn a s uréenim geografického piivodu na zakladé

analyz velkého mnozstvi vzorkl zelenych kdvovych zrn.
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PRILOHY

Priloha 1: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedarni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro kyselinu syringovou na testovanych kolondch (n = 1).

0,04 . . ’
Kyselma syringova
— 0,03 Luna Omega Polar C18
g 0,02 Evosphere Diphenyl
T Kinetex C18
0,01 ACE 3 C18-PFP
0 Luna Omega PS C18
0 50 100 150 200 —— Ascentis express C8
Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min] ——Kinetex Biphenyl

Priloha 2: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedrni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro kyselinu p-kumarovou na testovanych kolondach (n = 1).

0,035 . ,
0,03 \ Kyselina p-kumarovd
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o ] ACE 3 C18-PFP
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0,005

0
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Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min] — Kinetex Biphenyl

Priloha 3: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedarni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro kyselinu m-kumarovou na testovanych kolondach (n = 1).

0,035
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—_ 0,025 Luna Omega Polar C18
E 0,02 Evosphere Diphenyl
T 0,015 Kinetex C18
O’O(;Zl ACE 3 C18-PFP
0 Luna Omega PS C18
0 50 100 150 200 — Ascentis express C8

Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min] —Kinetex Biphenyl
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Priloha 4: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedarni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro katechin na testovanych kolondch (n = 1).

0,07

Katechin
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Priloha 5: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedarni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro eskulin na testovanych kolondch (n = 1).
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Priloha 6: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedrni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro eskuletin na testovanych kolondach (n = 1).
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Priloha 7: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedarni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro benzen na testovanych kolonach (n = 1).
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Priloha 8: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretickeho patra (H) na linedrni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro toulen na testovanych kolonach (n = 1).

0,07
Toulen
0,06
—_ 0,05 Luna Omega Polar C18
E 0.04 Evosphere Diphenyl

T 003 / Kinetex C18
0,02
= ACE 3 C18-PFP

0,01
0 Luna Omega PS C18
0 50 100 150 200 250 Ascentis express C8
Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min] — Kinetex Biphenyl

Priloha 9: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedrni rychlosti toku mobilni

faze (u) pro ethylbenzen na testovanych kolondch (n = 1).

0,07
0,06 Ethylbenzen
0,05
—_ Luna Omega Polar C18
£ oo Evosphere Dipheny
vosphere Diphen
T 003 p pheny
— Kinetex C18
0,02 /
ACE 3 C18-PFP
0,01 CE3C18
0 Luna Omega PS C18
0 50 100 150 200 250 Ascentis express C8
Linearni rychlost toku mobilni faze [mm/min] —Kinetex Biphenyl
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Priloha 10: Optimalizace MRM prechodii a parametrii DP, CE a CXP pro vybrané fenolické

slouceniny.
Produktovy
Prekurzorovy iontQT (QL) DP CXP
Nizev sloueniny Mr [g/mol] iont [m/z] [m/z] [V] CE[V] [V]
4-ethylkatechol 138,16 137 122 -50 -30 -5
4-hydroxybenzaldehyd 122,12 121 92 -100 -32 -5
4-hydroxykumarin 162,14 161 117 -60 -26 -7
4-methylkatechol 124,14 123 108 -50 -30 -5
4-vinylphenol 120,15 119 93 -60 -32 -9
7-hydroxyflavon 238,24 237 208 -120 -38 -7
193 -120 -36 -7
Epikatechin 290,27 289 245 -80 -22 -9
109 -80 -38 -5
Eskuletin 178,14 177 133 -70 -26 -37
Eskulin 340,28 339 177 -85 -28 -5
133 -85 -56 -7
Ethyl galat 198,17 197 124 -70 -30 -7
78 -70 -46 -5
Ethyl vanilat 196,2 195 107 -55 -34 -7
151 -55 -28 -7
Ethylester kys. kavové 208,21 207 133 -85 -40 -9
161 -85 -26 -5
Hesperetin 302,28 301 164 -85 -32 -5
136 -85 -40 -7
Homovanilyl alkohol 168,19 167 121 -65 -34 -9
Katechin 290,27 289 245 -110 -20 -9
109 -110 -30 -7
Koniferyl alkohol 180,2 179 146 -50 -20 -7
Koniferyl aldehyd 178,18 177 134 -10 -28 -7
Kvercetin 302,24 301 151 -95 -30 -9
107 -95 -36 -5
Kyselina p-hydroxybenzoova 138,12 137 93 -55 -20 -5
75 -55 -42 -5
Kyselina ferulova 194,18 193 134 -55 -20 -9
149 -55 -14 -11
Kyselina galova 170,12 169 125 -65 -22 -7
79 -65 -34 -5
Kyselina gentisova 154,12 153 108 -40 -28 -5
81 -40 -24 -5
Kyselina homovanilova 182,17 181 137 -40 -12 -13
122 -40 -26 -1
Kyselina chlorgenova 354,31 353 191 -65 -32 -7
85 -65 -54 -5
Kyselina kavova 180,16 179 135 -65 -22 -13
Kyselina m-kumarova 164,16 163 119 -70 -20 -5
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Kyselina p-kumarova
Kyselina protokatechova
Kyselina salicylova
Kyselina sinapova
Kyselina syringova
Kyselina trans-skoficova
Kyselina vanilova
Kyselina veratrova
Myricetin

Naringenin

Naringin
Protokatechovy aldehyd
Pyrogallol

Resveratrol

Rutin

Skopoletin
Syringaldehyd

Taxifolin

Tryptofol
Tyrosol

Vanilin

Vanilyl methyl keton

164,16

154,12

138,12

224,21

198,17

148,16

168,15

182,17

318,24

272,25

580,54

138,12

126,11

228,24

610,52

192,17

182,17

304,25

161,2
138,16

152,15

180,2

163

153

137

223

197

147

167

181

317

271

579

137

125

227

609

191

181

303

160
137

151

179

105

91
119
109

93

75
164
121
121
153
103

77
123

91
137
107
151
137
151
119
271
151
108

92

79

97
185
300
176
104
166
151
285
125
130
106
119
136

92
164

-100
-100
-75
-75
-160
-160
-85
-85
-75
-75
-100
-175



Priloha 11: Chromatogram 48 fenolickych sloucenin za podminek gradientu 1 a pri zaznamu pouze
kvantifikacnich MRM prechodii. Chromatogram ziskan spojenim analyz péti odlisnych smési latek

o0 koncentraci 1 mg/I.
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Priloha 12: Chromatogram 48 fenolickych sloucenin za podminek gradientu 3 a pri zdznamu pouze
kvantifikacnich MRM prechodii. Chromatogram ziskan spojenim analyz péti odlisnych smési latek

o0 koncentraci 1 mg/l.
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1.0E+07
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Priloha 13: Koncentrace fenolickych latek a jejich standardni chyby méreni v mg/l vzorkii lihového

octa. Prdzdnd pole znaci, zZe latka nebyla v daném vzorku identifikovana (n = 3).

Latka Tesco K-Klassic Gurmen
4-ethylkatechol
4-hydroxybenzaldehyd | 0,088 + 0,003 0,100 + 0,002 0,118 + 0,003
4-hydroxykumarin
4-methylkatechol
4-vinylfenol
7-hydroxyflavon
Coniferyl alkohol
Epikatechin
Eskuletin
Eskulin
Ethyl galat
Ethyl vanilat
Ethylester kys. kavové
Hesperetin
Homovanilyl alkohol
Katechin
Koniferyl aldehyd
Kvercetin
Kys. 4-hydroxybenzoova | 0,017 + 0,002 0,017 + 0,001 0,027 =+ 0,002
Kys. ferulova

Kys. galova
Kys. gentisova
Kys. homovanilova

Kys. chlorgenova 0,007 + 0,002
Kys. kdvova
Kys. m-kumarova
Kys. p-kumarova
Kys. protokatechuova | 0,037 + 0,002 0,032 + 0,001 0,041 =+ 0,001
Kys. salicylova
Kys. sinapova
Kys. syringova
Kys. trans-skoficova
Kys. vanilova 0,009 + 0,002 0,009 + 0,001 0,009 + 0,001
Kys. veratrova
Myricetin
Naringenin
Naringin
Protokatechuovy aldehyd
Pyrogallol
Resveratrol
Rutin
Skopoletin
Syringaldehyd
Taxifolin
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Tryptofol
Tyrosol
Vanilin

Vanilyl methyl keton

0,173 + 0,012
0,055 + 0,002

0,154 + 0,008
0,044 + 0,002

0,059 =+ 0,002
0,053 + 0,003

Priloha 14: Koncentrace fenolickych latek a jejich standardni chyby méreni v mg/l vzorkii ryzového

octa. Prazdna pole znaci, Ze latka nebyla v daném vzorku identifikovana. Hodnoty <LOQ znaci, Ze

hodnota koncentrace se nachdzela pod mezi kvantifikace s ohledem na redeni vzorku (n = 3).

Latka

Heng Shun

Tokyoto

Pearl River
Bridge

4-ethylkatechol
4-hydroxybenzaldehyd
4-hydroxykumarin
4-methylkatechol
4-vinylfenol
7-hydroxyflavon
Coniferyl alkohol
Epikatechin
Eskuletin
Eskulin
Ethyl galat
Ethyl vanilat
Ethylester kys. kavové
Hesperetin
Homovanilyl alkohol
Katechin
Koniferyl aldehyd
Kvercetin
Kys. 4-hydroxybenzoova
Kys. ferulova
Kys. galova
Kys. gentisova
Kys. homovanilova
Kys. chlorgenova
Kys. kavova
Kys. m-kumarova
Kys. p-kumarova
Kys. protokatechuova
Kys. salicylova
Kys. sinapova
Kys. syringova
Kys. trans-skoficova
Kys. vanilova
Kys. veratrova
Myricetin
Naringenin

0,138 + 0,003

0,072 + 0,002
0,002 + 0,001

0,002 +
0,102 +
0,040 =+

0,001
0,003
0,002
0,001 + 0,001

0,048 + 0,003
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0,015 + 0,001

<LOQ

0,028 + 0,001
0,002 + 0,001

<LOQ

0,034 + 0,002

<LOQ
0,031 + 0,001

0,018 + 0,001

0,077 =+ 0,001

0,006 =+ 0,001

0,005 + 0,001
0,260 + 0,005
0,500 + 0,019

<LOQ

<LOQ

0,398
0,117

0,010
0,006

0,070 + 0,001

0,159 =+ 0,004



Naringin
Protokatechuovy aldehyd
Pyrogallol
Resveratrol
Rutin
Skopoletin
Syringaldehyd
Taxifolin
Tryptofol
Tyrosol
Vanilin
Vanilyl methyl keton

0,006 + 0,002 <LOQ 0,005 =+ 0,002

0,001 =+
0,003 =+

0,001

0,001 0,008 + 0,004 0,082 + 0,004

7,699 +
0,085 =+

0,146
0,001

0,506 =+ 0,021
0,030 + 0,002

0,638
0,089

0,020
0,002

Priloha 15: Koncentrace fenolickych latek a jejich standardni chyby méreni v mg/l vzorkii jablecného
octa. Prazdna pole znaci, Ze latka nebyla v daném vzorku identifikovana. Hodnoty <LOQ znaci, zZe

hodnota koncentrace se nachdzela pod mezi kvantifikace s ohledem na redeni vzorku (n = 3).

Latka Bzenecky ocet KAND Benita
4-ethylkatechol 38,675 + 2,320
4-hydroxybenzaldehyd | 0,304 =+ 0,004 0,079 =+ 0,004 0,068 + 0,002
4-hydroxykumarin
4-methylkatechol
4-vinylfenol <LOQ
7-hydroxyflavon
Coniferyl alkohol
Epikatechin 10,949 + 0,397 <LOQ
Eskuletin 0,021 =+ 0,004 0,005 =+ 0,005
Eskulin <LOQ
Ethyl galat 0,009 + 0,002
Ethyl vanilat <LOQ
Ethylester kys. kavové 0,143 + 0,003 0,001 + 0,003 <LOQ
Hesperetin
Homovanilyl alkohol
Katechin 1,172 + 0,070
Koniferyl aldehyd
Kvercetin 1,421 =+ 0,059
Kys. 4-hydroxybenzoova | 1,284 =+ 0,028 0,321 + 0,013 0,056 + 0,006
Kys. ferulova 0,029 =+ 0,003 0,047 + 0,002 0,010 + 0,004
Kys. galova 0,141 + 0,004 0,146 =+ 0,006 0,014 =+ 0,003
Kys. gentisova 1,430 + 0,040 0,029 + 0,005 0,003 + 0,003
Kys. homovanilova
Kys. chlorgenova 8,473 + 0,330 23,250 + 0,742 1,122 0,088
Kys. kavova 0,181 =+ 0,006 0,040 =+ 0,004 0,016 0,004
Kys. m-kumarova
Kys. p-kumarova 0,086 =+ 0,003 0,020 =+ 0,002 0,004 0,001
Kys. protokatechuova 1,266 =+ 0,028 1,170 + 0,030 0,124 0,003
Kys. salicylova 0,085 + 0,004 0,010 =+ 0,003
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Kys. sinapova
Kys. syringova
Kys. trans-skoticova
Kys. vanilova
Kys. veratrova
Myricetin
Naringenin
Naringin
Protokatechuovy aldehyd
Pyrogallol
Resveratrol
Rutin
Skopoletin
Syringaldehyd
Taxifolin
Tryptofol
Tyrosol
Vanilin
Vanilyl methyl keton

0,015 +
0,078 =+
0,009 =+
0,201 =+
<LOQ

0,002
0,001
0,002
0,004

0,012 =+ 0,001

0,099
0,727
0,010
0,009

0,007
0,033
0,001
0,003

B oK KW

0,006
0,023
0,056
8,660 =+
<LOQ

0,003
0,002
0,006
0,102

HoH W

0,018
0,077
0,004
0,369

0,006
0,006
0,003
0,025

B K K W

0,095
0,025

+ 0,006
+ 0,002

0,170 + 0,025

0,006 =+ 0,002
<LOQ
5,009 =+ 0,129
0,057 + 0,004

0,003
0,020

0,006
0,003

0,042 + 0,002

0,008 =+ 0,003

0,009 =+ 0,002

<LOQ

7,001 + 0,306
0,047 + 0,004

Priloha 16: Koncentrace fenolickych latek a jejich standardni chyby méreni v mg/l vzorkit vinného
bilého octa. Prazdna pole znaci, ze latka nebyla v daném vzorku identifikovana. Hodnoty <LOQ znaci,

Ze hodnota koncentrace se nachdzela pod mezi kvantifikace s ohledem na redéni vzorku (n = 3).

Latka Bzenecky ocet KAND K-Klassic De Nigris
4-ethylkatechol 0,034 + 0,007 0,013 + 0,003 <LOQ
4-hydroxybenzaldehyd |0,106 + 0010 0,143 + 0,004 0074 + 0,001 0,027 + 0,004
4-hydroxykumarin <LOQ
4-methylkatechol
4-vinylfenol 0,014 + 0002 0015 =+ 0,001 0006 + 0,001
7-hydroxyflavon
Coniferyl alkohol
Epikatechin 0,798 + 0,039 0,015 0,006 0,400 + 0,015
Eskuletin 0,029 + 0,011 0,049 0,005 0,007 0,003
Eskulin
Ethyl galat 0,146 + 0,011 0,208 0,007 0,041 + 0,003 0,009 = 0,005
Ethyl vanilat 0,008 + 0,006 0,011 0,002
Ethylester kys. kdivové | 0,144 + 0,010 0,038 0,055 0,007 + 0,003 0,006 = 0,004
Hesperetin 0,005 + 0,003
Homovanilyl alkohol
Katechin 1,807 + 0,152 0,282 + 0,040
Koniferyl aldehyd
Kvercetin 0,140 + 0010 0013 + 0,002 0,004 + 0,003
Kys. 4-hydroxybenzoova |0,318 + 0016 0574 + 0013 0424 + 0014 0,102 + 0,006
Kys. ferulova 0,111 + 0,009 0373 + 0014 0077 + 0002 0,009 + 0,004
Kys. galova 0,769 + 0051 1,051 + 0059 3,509 + 0,085 0,051 + 0,006
Kys. gentisova 0,125 + 0,006 0,104 + 0004 0112 + 0,006 0,007 + 0,002
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Kys. homovanilova
Kys. chlorgenova 1,191 + 0,269 0,130 + 0,007 <LOQ <LOQ
Kys. kavova 0679 + 0,033 0250 + 0021 0365 + 0035 0012 + 0,007
Kys. m-kumarova
Kys. p-kumarova 0,274 + 0,009 0079 + 0014 0193 + 0003 0,005 + 0,004
Kys. protokatechuova | 0,730 + 0,031 0,745 + 0,051 0864 = 0,059 0,092 + 0,004
Kys. salicylova 0,093 + 0,009 0,198 + 0006 0147 =+ 0005 0021 + 0,004
Kys. sinapova 0,011 + 0,008 0006 =+ 0005 0,003 + 0,002
Kys. syringova 0,103 + 0009 0,119 + 0,002 0045 = 0003 0016 = 0,002
Kys. trans-skoficova <LOQ 0,006 =+ 0,002 <LOQ
Kys. vanilova 0,114 + 0,009 0209 + 0007 0071 + 0002 0028 + 0,004
Kys. veratrova
Myricetin
Naringenin 0,018 + 0,008 0013 = 0003 0,003 + 0,002 <LOQ
Naringin
Protokatechuovy aldehyd |0041 + 0010 0,169 + 0006 0,083 + 0005 0,007 + 0,004
Pyrogallol 0,044 + 0,009 0,029 + 0,002 <LOQ
Resveratrol 0,014 + 0,006 0,002 = 0,002
Rutin 0,023 + 0,006 0,003 = 0,003
Skopoletin 0,011 + 0,008 0,008 =+ 0,006
Syringaldehyd 0,020 + 0,007 0016 =+ 0,003 0,005 + 0,001
Taxifolin 0,152 + 0012 0,378 + 0012 0,011 + 0,002
Tryptofol 0,013 + 0,003
Tyrosol 3494 + 0075 8165 + 0223 0886 = 0023 0308 + 0,021
Vanilin 0,018 + 0,007 0,022 + 0002 0,008 + 0,001 <LOQ
Vanilyl methyl keton

Priloha 17: Koncentrace fenolickych latek a jejich standardni chyby méreni v mg/l vzorkit vinného
Cerveného octa. Prazdna pole znaci, ze latka nebyla v daném vzorku identifikovana. Hodnoty <LOQ

znaci, Ze hodnota koncentrace se nachdzela pod mezi kvantifikace s ohledem na redéni vzorku (n = 3).

Latka Bzenecky ocet Varvello Casa Rinaldi
4-ethylkatechol 0,002 =+ 0,005 0,129 =+ 0,006 0,032 =+ 0,004
4-hydroxybenzaldehyd | 0,235 =+ 0,003 0,205 =+ 0,003 0,283 + 0,006
4-hydroxykumarin
4-methylkatechol
4-vinylfenol
7-hydroxyflavon
Coniferyl alkohol

Epikatechin 0,023 <+ 0,005 0,160 <+ 0,006 0,125 <+ 0,008
Eskuletin 0,034 <+ 0,002 0,035 <+ 0,003 0,027 <+ 0,002
Eskulin
Ethyl galat 1,246 + 0,043 1,277 + 0,030 0,460 <+ 0,008

Ethyl vanilat 0,028 + 0,003 0,036 + 0,003 0,014 <+ 0,003

Ethylester kys. kavové 0,012 + 0,001 0,026 + 0,003 0,016 =+ 0,001

Hesperetin

Homovanilyl alkohol
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Katechin 0,055 + 0,014 0,215 =+ 0,009 0,198 + 0,011
Koniferyl aldehyd
Kvercetin <LOQ
Kys. 4-hydroxybenzoova | 0,296 =+ 0,008 0,436 =+ 0,010 0,489 <+ 0,014
Kys. ferulova 0,082 + 0,002 0,129 =+ 0,003 0,117 =+ 0,004
Kys. galova 20,032 + 0,362 21,752 + 0,993 8,514 =+ 0,220
Kys. gentisova 0,286 =+ 0,005 0,246 =+ 0,007
Kys. homovanilova
Kys. chlorgenova 0,288 =+ 0,011 0,018 =+ 0,006 0,026 + 0,005
Kys. kavova 0,349 =+ 0,022 0,784 =+ 0,012 0,551 =+ 0,025
Kys. m-kumarova
Kys. p-kumarova 0,206 + 0,004 0,246 + 0,006 0,062 =+ 0,004
Kys. protokatechuova 1,680 + 0,061 1,435 + 0,064 0,711 + 0,063
Kys. salicylova 0,166 + 0,005 0,273 + 0,010 0,159 + 0,007
Kys. sinapova 0,020 + 0,021 0,003 + 0,002 0,006 + 0,004
Kys. syringova 3,773 + 0,087 2,766 + 0,099 0,970 + 0,053
Kys. trans-skoficova <LOQ
Kys. vanilova 1,272 + 0,031 1,347 + 0,035 0,574 + 0,029
Kys. veratrova
Myricetin
Naringenin <LOQ
Naringin
Protokatechuovy aldehyd | 0,209 =+ 0,010 0,132 + 0,004 0,052 + 0,003
Pyrogallol 2,403 + 0,055 4782 <+ 0,666
Resveratrol
Rutin
Skopoletin 0,004 =+ 0,005 0,005 =+ 0,003 <LOQ
Syringaldehyd 0,104 =+ 0,003 0,060 =+ 0,003 0,016 =+ 0,003
Taxifolin <LOQ 0,012 =+ 0,004 0,005 =+ 0,002
Tryptofol <LOQ 0,011 =+ 0,004
Tyrosol 12,367 + 0,623 11,454 + 0,513 11,957 + 0,554
Vanilin 0,094 =+ 0,007 0,076 + 0,003 0,055 =+ 0,003
Vanilyl methyl keton

Priloha 18: Koncentrace fenolickych latek a jejich standardni chyby méreni v mg/l vzorki
balzamikového octa. Prazdna pole znaci, Ze latka nebyla v daném vzorku identifikovana. Hodnoty

<LOQ znaci, zZe hodnota koncentrace se nachdzela pod mezi kvantifikace s ohledem na redéni vzorku

(n=23).

Latka Ophellia San Fabio Cascina San G. Mengazzolim

4-ethylkatechol

4-hydroxybenzaldehyd
4-hydroxykumarin

0,118 + 0,002

4-methylkatechol
4-vinylfenol
7-hydroxyflavon

0,017 + 0,004
0,204 + 0,007

112

0,004 =+ 0,006
0,765 =+ 0,074

1,588 + 0,065

0,029 + 0,015



Coniferyl alkohol
Epikatechin
Eskuletin
Eskulin
Ethyl galat
Ethyl vanilat
Ethylester kys. kavové
Hesperetin
Homovanilyl alkohol
Katechin
Koniferyl aldehyd
Kvercetin
Kys. 4-hydroxybenzoova
Kys. ferulova
Kys. galova
Kys. gentisova
Kys. homovanilova
Kys. chlorgenova
Kys. kavova
Kys. m-kumarova
Kys. p-kumarova
Kys. protokatechuova
Kys. salicylova
Kys. sinapova
Kys. syringova
Kys. trans-skoficova
Kys. vanilova
Kys. veratrova
Myricetin
Naringenin
Naringin
Protokatechuovy aldehyd
Pyrogallol
Resveratrol
Rutin
Skopoletin
Syringaldehyd
Taxifolin
Tryptofol
Tyrosol
Vanilin
Vanilyl methyl keton

0,013 =+
0,007 =+
0,019 =+

0,001

0,531
0,063
1,123
0,105

B oK KW

2,493 +
0,088 =+

0,030
1,165
0,285
0,007
0,226
0,013
0,248

e o T T T

0,129 =+
0,130 =+

0,002 +
0,020 +

2,643 =+
0,092 +

0,005
0,003
0,002

0,001

0,110
0,003
0,103
0,002

0,408
0,003

0,005
0,027
0,006
0,003
0,003
0,003
0,014

0,003

0,016

0,004
0,002

0,242
0,005

0,036
0,006
0,040
0,014
0,032

B K K KW

0,103
0,852
0,178
14,505
0,932

o T T T

0,014
0,701

0,383
2,917
0,474

1,760

0,005

1,122

0,012 =+

0,312
0,169

0,002
0,031

H-

11,799
0,118

H-
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0,001
0,002
0,002
0,002
0,001

0,014
0,040
0,007
0,205
0,024

+ 0,003
+ 0,075

+ 0,035
+ 0,110
+ 0,029

+ 0,062
+ 0,001
+ 0,110

0,008

+ 0,009
+ 0,019

+ 0,002
+ 0,003

0,974
0,005

0,033
0,027
1,396
0,011
0,101

3,197
0,762
87,713
1,052

0,051
15,238

12,354
17,165
1,535
0,003
2,952
0,007
1,730

1,368

0,002
0,061

14,089
0,198

H oW WK

B H W

0,005
0,003
0,090
0,003
0,025

0,331
0,117
2,090
0,113

+ 0,006
+ 0,776

B oW H K KW

0,771
0,455
0,061
0,003
0,138
0,002
0,111

0,056

+ 0,003
+ 0,004

+ 0,646

H

0,024

0,039
0,135
0,009
0,004

oW W W

3,254
0,134
19,587
1,188

B H W

H

0,020
1,229

2,136
13,829 +
1,057

H

0,013
3,811

2,881 =+

0,103
1,071

H

23,373
1,002

H

0,002
0,012
0,003
0,002

0,390
0,022
0,441
0,046

0,003

+ 0,113

+ 0,438

0,399
0,080

+ 0,003
+ 0,117

0,173

+ 0,020
+ 0,045

0,747
0,041
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