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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo vyvinout metody stanoveni a identifikace polyfenolickych latek v
potravinach metodou HPLC v kombinaci s ESI - MS. Prvni ¢ast této diplomové prace se
zabyva klasifikaci jednotlivych polyfenolickych latek. Jsou zde charakterizovany zakladni
skupiny a jejich nejcastéji se vyskytujici zastupci. Nasleduje kapitola, ktera je vénovana
potravinam, v nichz se polyfenoly vyskytuji ve vyznamném mnozstvi. Dale jsou charakte-
rizovany dvé metody pouzivané pii stanoveni polyfenoll v potravinéach, tj. MS a HPLC.
Poslednim oddilem je experimentalni ¢ast. Zde je popsan zptsob, jakym bylo postupovéano

pfi stanoveni vybranych polyfenolickych latek metodou HPLC a ESI — MS.

Kli¢ova slova: Polyfenoly, zdravi, rakovina, antioxidanty, ¢aj, kava, vino, chmel, ovoce,

ESI/MS, HPLC.

ABSTRACT

The aim of this work was to develop methods for identification and determination of poly-
phenols in foods by HPLC combined with ESI - MS. The first part of this work deals with
the classification of polyphenols. They are characterized by a core group and the most
frequently occurring representatives. The following chapter is devoted to food, in which
the polyphenols found in significant quantities. Next are to be characterized two methods
used in the determination of polyphenols in foods, ie. MS and HPLC. The last section is
the experimental part. Here is described how they were followed in the determination of
selected polyphenols by HPLC and ESI - MS.

Keywords: Polyphenols, health, cancer, antioxidants, tea, coffee, wine, hops, fruit,
ESI/MS, HPLC.
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UvVOD

Polyfenoly patii mezi nejpocetnéjsi a nejvice zastoupené sekundarni rostlinné metabolity.
V soucasné dob¢ jsou polyfenolické latky studovany predevsim v souvislosti s jejich bla-
hodarnym vlivem na zdravi ¢lovéka. Polyfenoly maji silnou antioxidac¢ni aktivitu. Vysoky
piijem byl spojen se snizenim rizika rakoviny, kardiovaskularnich chorob nebo neurodege-

nerativnich poruch.

Mezi ptirodni polyfenoly patii latky jak jednoduché tak i vysoce polymerizované slouceni-
ny. Hydroxylové skupiny, které obsahuji, jsou vétSinou navazany piimo na fenolovou Cast
molekuly. Navic byvaji polyfenoly Casto glykosilovany (nejcastéji glukosou) jednou, pti-

padné i vice sacharidovymi jednotkami ptes -glykosidickou hydroxylovou skupinu.

Podrobné studium metabolismu piirodnich polyfenold je instrumentalné naroéné a mohlo
se zacCit uspésné rozvijet diky vyuziti modernich analytickych metod a pfistrojii teprve

v n¢kolika poslednich letech.

Spojeni kapalinové chromatografie se spektralnimi metodami detekce jako je UV-VIS ne-
bo MS umoziuje efektivni spojeni pro stanoveni polyfenoli. Samotna kapalinova chroma-
tografie je u¢inna metoda pro rychlé rozdéleni smési, ale tato metoda nestaci pro popis
struktury. Ve vysokou¢inné variant¢ HPLC/UV-VIS/MS je pomérné rychla metoda pro
stanoveni polyfenoll a poskytuje i1 data slouzici k popsani a vysvétleni struktury stanovo-

vanych latek.
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1 KLASIFIKACE POLYFENOLU

Polyfenoly patfi v fisi rostlin k hojné zastoupenym latkdm. Jsou to riznorodé latky, slouzi-
ci jako stavebni a strukturni slozky. Polyfenolim muzeme také pfisuzovat chutové, vonné
a barevné vlastnosti kvéta a plodi, dale také plisobi jako obranné latky chranici pied skad-

ci a infekcemi.

Polyfenoly jsou skupina chemickych sloucenin, které jsou charakterizovany piitomnosti
vice nez jedné fenolové jednotky. Obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader substituo-
vanych hydroxylovymi skupinami. Polyfenoly se obecné déli na hydrolyzovatelné taniny
(estery kyseliny gallové a glukézy nebo jinych cukrii) a fenylpropanoidy (naptiklad ligni-

ny, flavonoidy a kondenzované taniny) [1].

1.1 Rozdéleni polyfenoli

Polyfenoly obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader substituovanych hydroxylovymi
skupinami. Rozdé&leni polyfenolti neni jednoduché a Casto se setkavame s riznymi varian-
tami jejich klasifikace. Napiiklad je mozné klasifikovat polyfenoly podle jednotlivych
subkomponent, ze kterych pfislusné polymery vznikaji. Déale je mozné rozdéleni podle
poctu uhliki a jejich vazeb nebo také podle poctu aromatickych kruhti a jejich vzajemnych

vazeb.

Na obrazku 1 jsou naznaceny nékteré zédkladni jednotky a jejich polymery.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Chemick%C3%A1_slou%C4%8Denina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fenol
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrol%C3%BDza
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tanin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Estery
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_gallov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Gluk%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenylpropanoid&action=edit&redlink=1
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Obr. 1: Zakladni jednoty a prislusné polymery

1.1.2 Déleni podle subkomponent

Polyfenoly se klasifikuji také podle typu a poctu pritomnych fenolickych subkomponent. V

danném polyfenolu miize byt obsazena vice nez jedna subkomponenta [1].

Tab. 1: Mozné fenolické subkomponenty a priklady prislusnych polyfenolii [1]

Subkomponenty | Piiklady polyfenola

Fenol ligniny odvozené od kyseliny kumarové, kampeferol

Pyrokatechol katechin, quercetin, ligniny odvozené od kyseliny kavové a ferulové,
Pyrogallol gallokatechiny (EGCG), taniny, myricetin, ligniny odvozené od si-
Resorcinol resveratrol

Floroglucinol témért vSechny flavonoidy

Hydrochinon

arbutin
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Obr. 2: Struktury molekul zdakladnich subkomponent

1.1.3 Déleni podle poctu uhliki

Rostlinné polyfenoly Ize klasifikovat také podle poctu uhliki a jejich vzajemnych vazeb.

Tab. 2: Typy fenolickych latek podle poctu uhlikii [12]

SloZeni Pocet uhliki Typy fenolickych latek Priklady

Ce 6 Jednoduché fenoly Katechol

Cs-Cy1 7 Fenolické kyseliny Kys. salycilova
Cs-C3 9 Fenylpropanoidy Chromen
Ce-C,-Cs 14 Stilbeny Resveratrol
Cs-C3-Cs 15 Flavonoidy Kvercetin
(C6-C3)2 18 Lignany Yatein
(Ce-C3-Cop)2 30 Biflavonoidy Amentoflavon
(C6-C3-Co)n n Flavolany Gallotaniny
(Ce-Ca)n n Ligniny -

(Ce)n n Katecholmelaniny Rostlinné pigmenty
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Polyfenolické slouc¢eniny se mohou délit také podle poctu aromatickych kruhi a zptisobu

vazby mezi nimi [2]:

A) Fenolické kyseliny
B) Lignany
C) Flavonoidy, které se dale déli na tiidy

D) Stilbeny

1.14 Fenolické kyseliny

Fenolové kyseliny, napt. kyselina kavova, ferulova nebo gallova se nejcastéji nachazeji v
rostlinach ve formé esterti, v nichz se vazi karboxylem na hydroxylové skupiny organic-
kych kyselin nebo sacharidii. Nejbéznéjsi latkou tohoto typu je kyselina chlorogenova,

tedy 5-kofeylchinova kyselina [3].

Fenolické kyseliny jsou pfitomné v fadé potravin. Podle soucasnych poznatki tvofi pii-
blizn¢ jednu tfetinu polyfenolil v potravé. V nasi strave jsou fenolické kyseliny zastoupeny
predev§im hydroxyskoficovymi kyselinami. Nejéastéji je to kyselina kavova a jeji estery,
dale pak kyselina ferulova. Dalsi fenolické derivaty pattici do této skupiny jsou kondenzo-
vané taniny. Fenolické kyseliny jsou v nich esterifikovany polyhydroxyslou¢eninami, nej-

Castéji glukosou [4].

HO VJ\OH CH3O©/§)\OH
HO HO

Obr. 3: Kyselina kavova Obr. 4: Kyselina ferulova

1.1.5 Lignany

Lignany tvofi jednu z bohaté zastoupenych, biogeneticky ptibuznych a charakteristickych
skupin fenylpropanoidt. Lignany jsou striktné definovany jako dimery vzniklé oxidativni
dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek spojenych centralnimi uhliky jejich propano-

vych bocnich fetézct v polohach C-8 a C-8". Propojenim dalsich vazeb C-C a C-O, za spo-
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lutcasti propanovych ¢asti molekuly v riizném oxida¢nim stupni, vznikaji v§echny mozné

strukturni typy a formy lignana [5].

1.1.6 Flavonoidy

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 6 400 raznych flavonoidl vyskytujicich se v rostlinné
fi8i. Jejich zakladni strukturu tvofi flavanové jadro nebo 2-fenyl-benzo-y-pyren. Tato struk-
tura je charakteristicka pro 3-deoxyflavonoidy (flavony, flavanony, isoflavony a neoflavo-
ny) a 3-hydroxyflavonoidy (flavonoly, antokyaniny, flavanoly). Flavonoidy se nejcastéji
vyskytuji ve formé glykosidl. Tato forma jim umoziuje vyssi rozpustnost v béznych fy-
ziologickych podminkach a zaroven snizuje jejich reaktivitu a zabezpec€uje lep$i stabilitu.
Navic glykosidy flavonoidii nejsou substratem pro polyfenoloxiddzu, a proto nepodléhaji
tzv. enzymovému hnédnuti. Glykosidovou ¢asti flavonoidi byva obvykle glukoza, galak-

toza, xyldza a arabinoza.

Flavonoidy jsou pfitomné piiblizn€ v 80 % vysSich rostlin. Protoze jejich biosyntéza je

stimulovana svétlem, nachazeji se ve vnéjsich obalovych pletivech [6].

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Podle toho, kde je fenylova skupina na chromanu
navazana, rozliSujeme flanan, isoflavan a neoflavan. Nejcastéji se vyskytuji derivaty flava-
nu, isoflavany jsou méné¢ Casté, neoflavany jsou celkem vzacné. Derivaty flavanu se d€li na
nekolik skupin podle oxidace pyranového kruhu. RozliSujeme flavony, obsahujici jen ke-
toskupinu, flavanoly, které obsahuji kromé ketoskupiny jesté tfi hydroxyskupiny, a flava-

nony, které obsahuji hydroxyskupiny jen dvé [7].

Mezi hlavni skupiny flavonoidl ve vyziveé ¢lovéka patii flavanoly, flavanony, flavony fla-

vonoly, proantokyanidiny, kyanidiny a izoflavonoidy [2].

(OH) (OH)
(OH) I 0

(OH) | |
O

(OH)

(OH)

Obr. 5: Flavanoly Obr. 6: Flavanony
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Obr. 7: Struktury molekul vybranych zastupcii flavonoidii

1.1.6.1 Flavonoly

Dominantni flavonoid ve vyzivé ¢loveka je flavonol kvercetin. Nachazi jednak ve formé

volné, jednak vazan s cukernymi jednotkami, napf. jako kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-

4’-O-glukosid, kvercetin-3-O-rhamnosid. Kvercetin se vyskytuje ve vysokych koncentra-

cich v bézn¢ pfijimanych potravinach jako cibule (300 mg.kg'1 Cerstvé vahy), jablka

(21 - 72 mg.kg™), kapusta (100 mg.kg™), Cervené vino (4 — 16 mg.I™), zeleny a Gerny &aj

(10 - 25 mg.I™") [4, 8].

Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid) je soucasti 1ékii pouzivanych jako venofarmaka.

Ma fadu pozitivnich zdravotnich u¢inkli, mezi jeho nejvétsi pfinosy patii predevSim

schopnost 1é¢it kiehkost krevnich kapilar a zvySovat pruznost cév. Snizuje LDL choleste-

rol. Také je vyznamna jeho antioxidacni aktivita a S tim souvisejici antikarcinogenni ucin-

Ky a schopnost zhaset volné radikaly. Zesiluje ucinek vitaminu C [4, 8].
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Kvercetin Rutin

Obr. 8: Struktury molekul kvercetinu a rutinu

1.1.6.2 Flavanoly

Flavanoly mizeme nalézt bud’ jako monomery nebo polymery. Mezi jejich typické zastup-
ce patfi napf. katechin, epikatechin (EC), epigallokatechin (EGC) a jejich estery
s kyselinou gallovou. Jsou hlavné pfitomné v ¢aji. V ¢erném ¢aji je obsah redukovan asi na
polovinu v disledku oxidace na komplexnéjsi polyfenoly béhem fermentace. Dalsi zdroje

jsou Cervené vino a ¢okolada [4].

Obr. 9: Katechin

1.1.6.3 Proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny jsou polymerni flavanoly. Jsou pfitomny v rostlinach jako komplexni

smési polymert. Vyskytuji se také vazany esterové s kyselinou gallovou nebo ve formeé
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dvojité spojenych dimert. Jejich struktura je velmi slozita, ale piesto v posledni dobé do-
chazi ve vyzkumu téchto latek k strmému rozvoji v souvislosti se zdokonalovanim se-

para¢nich a identifika¢nich metod [4].

Obr. 10: Proanthokyanidin

1.1.6.4 Anthokyanidy

Anthokyanidy jsou blizké derivaty flavonolu, avSak obsahuji misto karbonilové skupiny —

CO- oxoniovou skupinu [9].

V rostlinach se nachazeji jako barviva, pro kterd je charakteristicka cervend, modrofialova
az modré barva kvétd, list a plodi napi. v tfeSnich, Svestkach, rybizu. Obsah kolisa v

rozmezi 0,15 — 4,5 mg.g™ erstvého ovoce. Primérny obsah ve vinu se udava 26 mg.1™ [4].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

1.1.6.5 Flavanony

Flavanony jsou také nazyvany ,,citrusové® flavonoidy. Jsou to latky typicky se vyskytujici

v pomeranéich a grapefruitech. K hlavnim se fadi hesperetin, naringenin a eriodictyol [4].

Obr. 11: Hesperetin

1.1.6.6 Isoflavonoidy

Nachazi se hlavn& v lu§téninach, vydatnym zdrojem je soja (1 - 3 mg.g™) a veskeré pro-

dukty z ni. Mezi isoflavoniody patti piedevsim isoflavony daidzein a genistein [4].

Isoflavonoidy jsou fytoalexiny typické pro urcité druhy vikvovitych rostlin, kde se tGcastni
chemickych interakci mezi rostlinou a jejimi symbionty nebo patogeny. V organismu zivo-
¢ichti konzumujicich rostlinnou stravu pusobi isoflavonoidy jako antioxidanty, ovliviiuji
metabolismus steroidi a funkci estrogenniho receptoru. Nekteré isoflavony a jejich deriva-

ty mohou vykazovat i toxické t¢inky [4,10].

HO O

Obr. 12: Genistein

1.1.7 Stilbeny

K dietarnim polyfenoliim se fadi dale stilbeny. Nejsou v rostlinné fisi pfili§ rozsiteny. Nej-

v

znam¢;jsi latkou této skupiny je resveratrol.
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Stilbeny jsou znamy svym pozitivnim vlivem na organismus. Nékteré stilbeny maji anti-
mikrobidlni G¢inky. Pravé kvili témto svym vlastnostem mohou byt zafazeny mezi fytoa-
lexiny. Coz jsou nizkomolekularni antimikrobidlni latky, které byvaji syntetizovany a
akumulovéany v rostlindch po napadeni mikroorganismy a slouzi rostlinam jako aktivni

obranné latky [4,11].

Resveratrol se nachazi v desitkach druhu rostlin. Nejvice je obsazen v bobulich révy vinné,
dale pak v fad¢ druhi zeleniny a ofechach. V mensim mnozstvi se vyskytuje i ve viné. Je-

den litr ¢erveného vina obsahuje cca 2 — 6 mg resveratrolu [12].

H

SO

Obr. 13: Resveratrol
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2 POLYFENOLY V POTRAVINACH A JEJICH UCINKY NA
ZDRAVI

Neustéale probihajici vyzkum polyfenolickych latek umoznil zpiesnit znalosti chemické
struktury a koncentraci téchto latek v potravé a potvrdil jejich jiné nez antioxidacni ucinky.
ny ve vyzkumu rakoviny a slibuji vyuziti nejen v prevenci, ale i v terapii této choroby.
Epidemiologicky vyzkum téchto latek potvrzuje nezbytnost konzumovat denn¢ 400 g ovo-
ce a zeleniny. Tim se umoznuje dostate¢ny piijem fenolickych latek (100 mg denné a vi-
ce). Dale bylo zjisténo, ze tyto slouCeniny v nativnim stavu ptitomné ve formé glykosida
jsou v lidském organismu podrobeny ¢aste¢né deglykosidaci, aktivnimu i pasivnimu trans-
portu do krevniho obé&hu, biotransformacim v jatrech a vylucovani ve formé svych metabo-
lith a jejich konjugath. Rostlinné fenolické latky zvySuji biologickou hodnotu potravin, ve
kterych se vyskytuji. Piijjem téchto sloucenin v potravé a zejména spotieba potravin, které
jsou jejich zdrojem, tj. ovoce, zeleniny, cerealii, luSténin a brambor by se v nasi spolecnos-

ti m&l vyznamné zvysit [13].

Biologicka aktivita téchto pfirodnich latek byla opakované potvrzena zejména v oblasti
indukce biotransformaénich enzym, inhibice pfemény prekarcinogenti na karcinogeny in
Vvivo, antioxidaéni aktivity aj. Stfedem pozornosti védeckého vyzkumu zlstavaji i nadale
skupiny flavonoidi, rostlinnych fenola a fenolickych kyselin, rostlinnych polyfenolt s po-
lymerovanou nebo polykondenzovanou strukturou a také nékterych fytochemickych fakto-

ri nefenolové povahy.

V tabulce 3 je uvedeno né¢kolik ptikladi celkového obsahu fenolickych latek v potravi-
nach. Nové separacni a identifikacni metody uplatiiované pii analyze potravin umoZziuji

v

ziskéavat kvalifikovangjsi daje o obsahu fenolickych latek.

Podle doporuceni Svétové zdravotnické organizace by primérny denni piijem mél byt 3
porce zeleniny (piiblizné 250 g) a 2 porce ovoce (150 g). V Ceské republice, podobné jako
v celé poloviné ostatnich evropskych stati, je spotieba ovoce a zeleniny hluboko pod touto

davkou (v CR méné nez 200 kg/osoba/rok) [13].

Rada studii prokézala, Ze strava vyrazné ovliviiuje moznosti vzniku rakoviny. V fadé druhti
zeleniny a ovoce byly identifikovany konkrétni latky s ochrannym ptsobenim proti rako-

viné. Podle odbornikt 1ze definovat slozky, které blokuji jednotlivé stupné v procesu vzni-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

ku rakoviny. Posledni dobou se soustied’uje pozornost na polyfenoly a dalsi latky obsazené

také v aji [14].

Tab. 3: Obsah flavonoidii v nékterych druzich ovoce a ndpojii (mg.kg ™) [13]

Myrycetin | Kvercetin | Kaempferol | Luteolin | Apigenin
Jablka 0,1 2,0-35 0,2 0,1 0,2
Jable¢na §tava 0,05 0,3 0,1 0,05 0,1
Cervené vino 0,9 1,1 0,1 0,05 0,1
Cerny &aj 0,3 1,5 1,5 0,05 0,1

2.1 ZjednoduSené schéma metabolismu polyfenoli

Peroralni prijem —> Zaludek (Caste¢na absorpce glykosidii) —» tenké strevo (Castec-
na hydrolyza glykosidu glykosylazami a odstépeni alkylovych skupin esterdzami, ¢astecné
vstiebani aglykoni a glykosidu, ¢astecna exkrece polyfenolt zpét do lumen) — tlusté

stfevo (dokonceni deglykosylace, zména struktury aglykonli G€inkem stievnich bakterii,
vznik jednoduchych fenolickych kyselin, ¢aste¢né vylouceni glykosidu, aglykonti a jejich
metabolitil, Castecné zpétné vstiebani téchto latek do enterohepalniho obéhu) — jatra

(hlavni c¢ast biotransformaci, tj. hydroxylace, methylace; vyloueni metaboliti zlu¢i do

stolice a vylouceni ledvinami, z¢asti reabsorpce) [13, 15].

2.2 Caj

V Cinég byl &aj po tisicileti pouzivan jako 16¢ivy napoj. Jeho rodnou zemi, kde se s pésto-
vanim zaéalo asi pred 4000 lety je pravé Cina. Nyni je péstovan ve velkych oblastech Asie,
Afriky a Latinské Ameriky. Caj je na zakladé vyrobniho procesu klasifikovan do ti typi:
zeleny Caj, Caj oolong a Cerny Caj. VSechny tyto Caje se piipravuji z listd Camellia sinensis
a jeho odrid. Zeleny ¢aj se pripravuje z Cerstvych ¢ajovych listkd, které jsou suSeny na
panvi, nebo napafovany V pare. Dochazi k inaktivaci enzymd, a tudiz ¢aj neprochazi oxi-
daci. Cerny &aj je ptipraven drcenim uschlych &ajovych listki, které jsou uplné zoxidovany
(fermentovany). V priibéhu fermentacniho procesu sloZek listli, vznikaji cetné druhotné
produkty, které piispivaji charakteristickou barvou a aroma &erného &aje. Caj oolong je

Castec¢né zkvaseny [16, 17].
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Caj se vyznaduje ptitomnosti polyfenolickych latek zvanych katechiny: epigalokatechiny-
3-gallat (EGCG), epigallokatechiny (EGC), epicatechin-3-gallat (ECG), a epicatechin
(EC). Cajové katechiny jsou hlavnimi prvky zejména v &erstvych ajovych listcich. Tyto

slozky jsou oxidované béhem fermentace [16].

Piti caje, zejména zeleného Caje, je spojovano s niz§im vyskytem rakoviny. Napftiklad v
jedné z japonskych studii se efekt piti ¢aje projevil pti denni spotiebé vice nez 10 salkt. V
zapadnich zemich se primérné jedné z deseti Zen vyvine rakovina prsu, zatimco v Japon-
sku, kde piti zeleného ¢aje je nedilnou soucasti kultury a Zivotniho stylu, se karcinom prsu
objevi pouze u jedné ze Ctyficeti Zen. Nejvyznamnéjsi z tohoto hlediska jsou katechiny.
Jejich obsah je v zeleném caji relativné vysoky, zatimco v ¢erném c¢aji pii procesu fermen-
tace dochazi k jejich oxidaci a zniceni. Z tohoto divodu je ochranny potencidl zelen¢ho
¢aje mnohem vys§i. Obsah polyfenoll v ¢aji je pfimo umérny mnoZstvi ¢ajovych listki a
dobé vareni. Antioxidacni plsobeni polyfenoli se povazuje za prokdzané - antioxidacni
latky obsazené v zeleném caji jsou schopné ucinné zneskodnovat kyslikové radikaly, a tim
snizovat oxidativni poSkozeni bunék. Polyfenoly také blokuji enzymy, které aktivuji pre-
ménu prokancerogent na kancerogenni latky. Polyfenoly ¢aje ovliviiuji i Givodni fazi kan-
cerogenniho procesu. Zabraiiuji zhoubnému mnoZeni bunék a podporuji mezibunécnou
komunikaci. Epigallocatechin gallat (EGCG), nejhojnéjsi slozka polyfenolt zeleného Caje,

byl prohlasen za aktivni latku v prevenci rakoviny tim, ze potlacuje aktivitu urokinasy, a

urychluje apoptézu nddorovych bunék, zatimco zdravé buriky jsou neposkozeny.

Utinek polyfenolti ze zeleného &aje vsak mohou negativné ovliviiovat nékteré pfisady.
Klasickym ptikladem je mléko, které na sebe polyfenoly vaze, a tak zabranuje jejich vstie-
bavani do organismu. Kromé antikancerogenniho plisobeni zmifime jesté stru¢né vysledky
studii zaméfenych na jiné choroby. Studiemi byl prokazan vliv piti ¢aje na snizeni rizi-
ka kardiovaskularnich onemocnéni, souvisejici s ochranou pted vznikem aterosklerdzy.
Tento vliv souvisi opét s antioxidaénim mechanismem. Dale se udava sniZzeni vysky-
tu osteopordzy, baktericidni ucinky a zlepSeni poznavacich a psychomotorickych schop-
nosti [14, 18].


http://www.celostnimedicina.cz/katechiny.htm
http://www.prozdravi.cz/fulltext/?keyword=zelen%FD+%E8aj&flog=off
http://www.prozdravi.cz/antioxidanty/
http://www.prozdravi.cz/infarkt/
http://www.prozdravi.cz/ateroskleroza/
http://www.prozdravi.cz/osteoporoza/
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Obr. 14: Caj (Camellia sinensis)

2.2.1 Katechiny v ¢aji

Katechiny jsou latky sloZzenim podobné flavonoidiim, které jsou ve vysSich rostlinach
znacné roz§iteny. Za zakladni stavebni jednotky této Siroké skupiny lze pokladat ¢tyfi jed-
noduché latky: katechin (C), epikatechin (EC), gallokatechin (GC) a epigallokatechin
(EGC). Jednotlivé molekuly se spojuji a dochazi tak ke vzniku oligomernich a polymer-
nich kondenzatdi, z nichz velkd vétSina je biologicky ucinna zejména jako antioxidanty,
zhéaSe€e volnych kyslikovych radikald, protektory cévni stény, stfevni sliznice, jaternich

funkeci, atd.

V soucasné dob¢ jsou tyto latky komercné ziskavany ve velkych mnozstvich a jejich dosa-
zitelnost neni problémova. Z hlediska xenobiotické zatéze organismu a jejich toxicity jsou
to latky prakticky nejedovaté (jejich toxicita je na Urovni kuchyiiské soli, vétSinou jeste
nizsi) [14].
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Obr. 15: Epigallocatechin (EGC) Obr. 16: Epicatechin galldt (ECG)
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2.2.1.1 Epigallokatechin-3-galliat (EGCG)

Je to nejrozsifenc;si katechin v zeleném c¢aji. Mnoho studii na zvitatech ukazalo, ze EGCG
inhibuje karcinogeny kuze, plic, ustni dutiny, jicnu, stéeva, tlustého stieva, prostaty a ji-

nych organd.

Cetné potencialni mechanismy inhibice karcinogenti byly navrzeny na zékladé experimen-
t s lidskymi nddorovymi bunikami vcetné antioxidacni aktivity, inhibice epidermélniho
rustového faktoru, inhibice proteazomu, a dal$i. VéEtSina z téchto vlivii vyZaduje koncentra-

¢i EGCG 1 a7 100 mmol.I™ [19].

Chronické ptsobeni slune¢niho UV zéfeni na sav¢i kizi vyvolava fadu biologickych reak-
ci, véetné erytém, edém, spaleni sluncem, hyperplasticka reakce a rozvoj rakoviny kiize.
UV zafeni, a to zejména UVB (290 - 320 nm), je pfi¢inou vzniku volnych radikalt a souvi-
sejici reaktivnich forem kysliku, které ptispivaji ke karcinogenezi. Vzhledem k tomu, Ze
UV zéreni vyvolava oxidacni nezadouci ucinky v kiizi, je pravidelny pfijem antioxidanti v
potravé nebo oSetieni pokozky krémy a pletové vody s obsahem antioxida¢nich slozek

vhodné preventivni strategie proti mutagennim a karcinogennim uc¢inkiim UV zareni.

Pfi vyzkumu preventivnich G¢inkl zeleného ¢aje proti UV zareni, bylo prokdzano, ze mize
zabranit vzniku koznich nador. Ve snaze demonstrovat antikarcinogenni mechanismus
pusobeni zeleného Caje proti UVB zafeni, bylo zjisténo, Ze lokalni aplikace zeleného Caje
na mysi kiize chrani pred vyluCovanim antioxidacnich enzymu indukovanych UVB zare-
nim [20].
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Obr. 17: Epigallocatechin gallat (EGCG)
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2.3 Kava

Kéva je obvykle horky napoj z plodu kavovniku. Oznacuje také prasek ziskavany mletim
prazenych ploda (bobuli) kavovniku, ktery se k vyrobé napoje pouziva. Kava je jednou z
hlavnich komodit svétové ekonomiky, je na druhém misté hned za ropou. Nejcastéji pésto-
vané druhy jsou Coffea arabica a Coffea canephora. C. Arabica je stalezeleny ket pavo-
dem z Etiopie. VSechny péstované C. arabica Sifici se napii¢ kontinenty ukazuji pozoru-
hodnou genetickou stejnorodost, ktera se obzvlast’ projevuje citlivosti na Skiidce. Rostlina
se vyuziva i k n€kterym l¢kaiskym uceltim, napt. proti respiracnim potizim, nebo pfi léceni

Zloutenky ¢i malarie, a také K potlaceni bolesti [16, 21, 22].

Népoje piipravené z prazenych bobl maji pfijemnou chut’ a aroma a kromé toho vykazuji 1

fyziologické ucinky v téle ¢loveéka.

Nedavné védecké studie prokazali pozitivni vliv kavy na lidské zdravi. Studie ptinesli ma-
lo dikazl o zdravotnich rizicich spojenych s pitim kavy, na druhou stranu byly potvrzeny
zdravotni ptinosy spojené s mirnou konzumaci kavy dospélou osobou. Napoj je zdrojem
antioxidantli, jako je kofein, kyselina chlorgenova, nebo hydroxyskoticové kyseliny. V
porovnani s jinymi ndpoji kdva vynikad svou antioxidacni aktivitou (a.a.). Né&které studie
uvadéji veétsi a.a. pro rozpustnou kavu a espreso, nez pro ¢ervené vino a zeleny Caj. A.a. je
také ovlivnéna sloZzenim zelenych kavovych zrn a zptisobem jejich zpracovani. Pokles a.a.

souvisi s mirou prazeni, ktera ovliviiuje predevsim degradaci kyseliny chlorgenové. [22].

Kavé je piipisovan antibakterialni Géinek proti Streptococcus mutans, coz je kariogenni
bakterie. Studie provedena na univerzité¢ v Rio de Janeiro zkoumala U¢inek kavovych vy-
luhlt u Coffea arabica a Coffea canephora (robusta) véetné vlivu miry prazeni a rizného
obsahu kofeinu. Byly zjistovany koncentrace, pii nichz se rust bakterii zastavi. Bakterio-
staticky ucinek vykazovala kyselina 5-kofeoylchinova, trigonelin, a kyselina kavova pfi
koncentraci 0,8 mg.ml™. Svétlejsi extrakty z mén& prazené kavy pusobi proti bakteriim
siln€ji neZ z vice prazené kavy. Baktericidné i€inna je ziejmé kombinace kyseliny chloro-

genové, trigonelinu a kofeinu, které se vsak pii dekofeinovani odstranuji [23].
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Obr. 18: Arabska kdva (Coffea arabica)

2.4 Chmel, pivo

Pivo je oblibeny slab¢ alkoholicky napoj, ktery je pro sviij osvézujici charakter a piijem-
nou hotkou chut’ velmi roz§ifen u nas i v zahrani¢i. Jeho obliba se projevuje v celosvéto-
vém rlstu vyroby. Jednim z hlavnich problémi pivovarského primyslu je zajisténi dosta-
teCn¢ vysoké trvanlivosti piva. Soucasny trend smétuje k prodeji piva v lahvich a plechov-
kach, coz je disledek zmény Zivotniho stylu a extenzivnéjsiho exportu. VSeobecné se dnes
pozaduje az ro¢ni garantovana trvanlivost. Vysoka trvanlivost piva neznamena pouze za-
chovani Cirosti, kterd je dnes samoziejmym poZadavkem, ale také udrzeni vSech ostatnich
kvalitativnich vlastnosti, jako je chut, viing, barva a pénivost, a to béhem transportu i pii
nasledném skladovani. Bohuzel ani sebelepsi systém vyroby a kontroly nedokéaze jedno-
znaéné zarucit, ze findlni vyrobek bude mit dobrou senzorickou stabilitu. Jedny ze slozek,
které maji tésny vztah k popsanym kvalitativnim znakiim a stabilité piva, jsou polyfenolic-
ké latky. Do piva se dostavaji z jeCmene, resp. sladu, chmele a chmelovych vyrobkul jako
piirodni slozky, které dalekosahle ovlivituji jeho senzorické vlastnosti i celkovou trvanli-
vost. Polyfenolické latky se obecné podileji na chemickofyzikalni stabilité piva, na formo-

vani pény a na odolnosti proti starnuti a oxidaci piva.

Senzorické starnuti piva je zptisobeno oxidativnimi zménami. Karbonylové latky staré chu-
ti jsou tvoreny v fetézci radikalovych reakci, kde vznikaji pasobenim aktivnich forem kys-

liku na nekteré latky, jako jsou mastné kyseliny, aminokyseliny, vyssi alkoholy a sachari-
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dy. Priibéh reakci zavisi na redukénim potencialu reagujicich latek v fetézci reakci, nékteré

polyfenoly mohou proto v nékterych reakcich byt i prooxidanty [24, 25, 26].

Navic polyfenoly maji silné antioxida¢ni, antikarcinogenni, protimikrobialni, protitrom-
bozni a dalsi vlastnosti, které pozitivné ptisobi na lidské zdravi. Z celkového mnoZzstvi po-
lyfenolt obsazenych v mlading jich pouze 20 a. 30 % pochazi z chmele, ostatni pochazi ze

sladu [24, 25, 26].

Z chmele se dostavaji do piva prenylované flavonoidy s prenylovym substituentem. Vice
nez 80% z nich tvofi xanthohumol (X), ktery pfechdzi do piva v isomerované formé jako

isoxanthohumol (1X) [24].

Prenylflavonoidy se diky pozoruhodnym bioaktivnim t¢inktim staly v poslednich letech
chmele je xanthohumol (X). Z dal§ich zastupct se ve chmelu nachazi desmethylxanthohu-
mol (DMX), isoxanthohumol (IX) a 8-prenylnaringenin (8-PN). Taxonomicky patii pre-
nylflavonoidy mezi polyfenoly chalkonové fady. Prakticky tvoii ptechod mezi chmelovy-
mi pryskyficemi a polyfenoly. Spole¢né s pryskyficemi a silicemi se tvoii v lupulinovych

zlazach. Tato skuteénost se vyuziva pii jejich analytickém stanoveni.

Prenylflavonoidy vstupuji do biochemickych reakci odbourdvani fady xenobiotik a napo-
mahaji k jejich odstranovani z organismu. Xanthohumol inhibuje nékteré typy rakovinného
xanthohumolu pfi karcinogenezi vétSinou spocivéa v inhibici metabolické aktivace prokar-
cinogenti Nebo inhibici ristu nadort v raném stadiu. Xanthohumol spole¢né s nékterymi
slozkami chmelovych pryskytic také pusobi inhibi¢né pti vzniku osteopordzy. Bioaktivni
ucinky isoxanthohumolu jsou obdobné jako u xanthohumolu, ale slabsi. Niz§i G¢innost je
do urcité miry kompenzovana vy$simi koncentracemi a snadnou dostupnosti vV pivu.
Xanthohumol byl dlouha Iéta povazovan za zdroj estrogennich u¢inki chmele. Na zaklad¢
rozsahlych biotestl frakcionovanych chmelovych extraktt vsak byl identifikovan jako pu-
vodce estrogennich G¢inkG chmele 8-prenylnaringenin (8-PN). 8-Prenyl-naringenin je v
soucasné dobé povazovan za jeden z nejucinnéjsich fytoestrogent. Obsah a sloZeni chme-
lovych prenylflavonoidll zavisi na odridé¢, zralosti chmele, skladovacich podminkach a
zpusobu zpracovani po sklizni. V béznych pivech jsou koncentrace 8-PN velmi nizké
(<50 g.I'") [27, 28].
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Analytické stanoveni chmelovych prenylflavonoida se provadi kapalinovou chromatografii
ve spojeni s UV nebo hmotnostnim detektorem. Ke stanoveni xanthohumolu a DMX ve
chmelu a isoxanthohumolu v pivu postacuje UV detektor. Ke stanoveni minoritnich pre-

nylflavonoidu je nezbytné pouziti hmotnostniho detektoru (LC/MS).

Rozhodujicim faktorem urcujicim hladinu prenylflavonoidt v pivu je chmeleni, tj. Casové
rozvrzeni ptidavkd chmele, vybér odrid a chmelovych vyrobkl. Pokud se ke chmeleni
pouziji chmelové extrakty na bazi oxidu uhli¢itého, pak obsah prenylflavonoidii v pivu je
zanedbatelny. Lezacké piva, chmelena zpravidla mensim podilem extraktii, obsahuji vice
isoxanthohumolu nez piva vycepni. Je zndmo, ze v pribehu vyroby piva dochézi ke znac-
nym ztratdm prenylflavonoidi. Sledovani obsahu isoxanthohumolu v meziproduktech a
kone¢ném pivu ve dvou Ceskych pivovarech prokazalo, Ze k nejvétSim ztratdm dochazi pti

chlazeni mladiny, kvaseni a filtraci piva [27].

Diky pozitivnim u¢inkiim na lidské zdravi se logicky objevily snahy podstatn¢ zvysit kon-
centrace xanthohumolu a isoxanthohumolu v pivech. Toho Ize dosahnout pouze technolo-
gickymi Gpravami a pouZzitim preparatii obohacenych xanthohumolem. Prvni piva s vy$sim
obsahem xanthohumolu, tj. nad 1 mg.I™, byla uvedena na trh v Némecku. Pfi jejich vyrobé
byla pouZita tzv. technologie spocivajici v aplikaci extraktii obohacenych xanthohumolem,

ptidavanych ke konci chmelovaru [19, 28].

Tab. 4: Obsah xanthohumolu(XN), desmethylxanthohumolu(DMX) v ceskych chmelech

[27]
Odrida X (%) DMX (%)
Bor 0,40 - 0,60 0,05-0,10
Sladek 0,45-0,80 0,10-0,25
Premiant 0,30-0,50 0,05-0,11
Agnus 0,70-1,10 0,10 - 0,20

2.4.1 Chemické vlastnosti xanthohumolu (XN) a isoxanthohumolu (1X)

XN je Zluto-oranzova krystalicka latka nepolarni povahy obsazend spolu s chmelovymi
pryskyficemi a silicemi v chmelovych hlavkach vSech chmelovych odrid. Je to latka, ktera

patii mezi chalkony a prenylované flavonoidy. Jeji povahou je mozné ji fadit mezi polyfe-
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noly i mezi chmelové pryskyfice. Bod tani této latky je 160 °C. XN je téméf nerozpustny
ve vodé, petroletheru a pivu, krystalizuje v 50% ethanolu, 50% acetonu, kyselin¢ octové,

chloroformu, benzenu a toluenu.

IX je svétle zlutd krystalickd latka, méné rozpustna nez XN. S ethanolovym roztokem

chloridu zelezitého tvoii tmavé zluté slouceniny [25].

Obr. 19: Xanthohumol

2.5 Resveratrol v ovoci a zeleniné

Resveratrol (3,4.,5-trihydroxystilben) je ptirodni fytoalexin. Nékteré rostliny jej produkuji
jako odpovéd’ na bioticky a abioticky stres, napt. napadeni patogeny, UV zafeni, expozice
ozonem nebo mechanické poskozeni. Resveratrol byl nalezen napt. v révé vinné, podzem-
nici olejné, v mnoha 1éCivych rostlinach a dalSich. Ptipravky obsahujici resveratrol byly
vyuzivany odedavna v japonské lidové mediciné (Kojo-kon) k 1é¢bé opafenin a spalenin,
zanétlivych onemocnéni (plisiovych, bakterialnich), k 1é€bé atherosklerosy, poruch meta-
bolismu tukt a pro celou fadu dalSich terapeutickych téelu. Plevelna rostlina Polygonum
cuspidatum je jednim z nejbohatSich zdroji. Roste predevsim v Asii. Jeji extrakty z kofenti
hraji diileZitou roli v orientdlni medicin€. Chemopreventivni G€inky resveratrolu souvisi s
inhibici hydroperoxidasy a cyklooxygenasy. Jejich aktivita je spojovana s inicializaci na-

dorového bujeni, a také se snizovanim hladiny cholesterolu v krvi.

Mezi rostliny, ve kterych se resveratrol hojné nachazi, mizeme fadit i ovoce a zeleninu
(cibule, listova zelenina), ¢aj, apod. Resveratrol byl prokazan také v kofeni arasidi (Ara-
chis hypogaea), v arasidech samotnych i v arasidovych produktech. Prazené arasidy obec-
n¢ obsahuji niz§i mnozstvi resveratrolu, ale ve vatrenych arasidech byl nalezen vyssi obsah

[29].
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Tab. 5: Obsah resveratrolu a kvercetinu v zeleniné (mg.g™s.) [29]

Zelenina

Resveratrol [mg.g'lsug]

Kvercetin [mg.g ™ s

Cinské zeli 0,0092 0,073
Bilé zeli 0,0076 0,120
Cervené zeli 0,0150 0,140
Kveétak Stopy 0,031
Ruazickova kapusta 0,0150 0,100
Kapusta 0,0070 0,760
Brokolice 0,0150 0,040
Cesnek 0,0040 0,023
Zluta cibule Stopy 0,040
Cervené cibule 0,0070 0,034
Cekanka 0,012 Stopy
Salat hlavkovy Stopy Stopy
Ledovy salat Stopy Stopy
Spenat 0,0160 0,038
Mrkev 0,0040 0,030
Petrzel 0,0047 0,064
Cervena fepa 0,0075 0,017

Tab. 6: Obsah resveratrolu a kvercetinu v ovoci (mg.g~.:.) [29]

Ovoce

Resveratrol [mg.g ]

Kvercetin [mg.g ™ s

Visen obecna 0,0060 0,0065
Malinik obecny Stopy 0,0044
Ostruzinik 0,0008 0,0220
Jetadb moravsky 0,0009 0,0110
Boravka ¢erna Stopy 0,0096
Cerny rybiz 0,0160 0,0120
Cerveny rybiz 0,0012 0,0082
Angrest Stopy 0,0035
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Tab. 7: Obsah resveratrolu a kvercetinu ve vzorcich burskych oriskii (mg.g sus.) [29]

Cast Resveratrol [mg.g~] | Kvercetin [mg.g ]
Jadro 0,0024 0,023
Vnjsi slupka 0,0092 0,110
Skotéapka 0,0150 5,900

2.6 Vino

Ve viné se vyskytuje velké mnozstvi flavonoida a ostatnich polyfenolickych latek. Zejmé-
na se jedna o anthokyany vytvarejici typickou barvu vina, katechiny, kvercetin ve volné a
glykosidicky vazané form¢ a ptibuzny derivat stilbenu resveratrol. Pravé tyto latky jsou z
hlediska svych antioxida¢nich schopnosti hodnoceny jako nejcennéjsi. Vyziva, kterd je
bohatd na pfirodni antioxidanty, pisobi pfiznivé pii prevenci tzv. civilizacnich chorob,
jako jsou napi. onemocnéni srdce a cév. Ta jsou jednou z nejcastéjSich pti¢in amrti. Obsah
polyfenolickych latek zavisi na odridé révy, podminkach péstovani révy a technologii vy-

roby vina. [30].

Obr. 20: Réva vinna (Vitis vinifera)

2.7 Polyfenoly kakaa a jejich antikariogenni u¢inky

Moznému ochrannému ucinku kakaa pfed zubnim kazem se vénuje stale vétsi pozornost,
ale jiz dfive publikovana data tykajici se antikariogennich Uc¢inki slozek cokolady jsou
spornd. Casné studie prokazaly, Zze vysoky obsah sachardzy ve stravé mél stejné kariogenni

ucinky at’ uz v pfitomnosti nebo absenci kakaovych bobil. Zaclenéni kakaového prasku
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nebo ¢okolady do stravy vedlo ke snizeni zubniho kazu. Bylo také potvrzeno, ze vyrobky z
kakaa obsahuji inhibitory enzymu odpovédného za tvorbu plaku. Pfedpoklada se, ze feno-
lické latky by mohly byt zodpovédné za pozorované antikariogenni ucinky kakaového

prasku [16].

2.8 Syry

Byla publikovana studie, ktera se zabyvala vyvojem funk¢niho syrového vyrobku obsahu-
jiciho polyfenolické latky. Byly také vyhodnocovany antioxida¢ni vlastnosti a Gc¢innost
retence polyfenolti v produktu. Studie byla provedena védci z jihokorejské univerzity ve
spolupraci s vyzkumnymi pracovniky ze dvou kanadskych instituci. Do syfeniny bylo pfi-
dano 0,5 mg.ml™ jednotlivych polyfenolickych latek, napt. katechin, kyselina taninova,
homovanilinova, hesperitin, epigallokatechin gallat, flavon a také 0,5 mg.ml‘1 prirodnich
polyfenolickych sloucenin, napiiklad extrakt z vinnych hroznti, zeleného ¢aje a dehydro-
vané brusinkové $tavy. Byla provedena fada méfeni, pii nichz se vyhodnocovali reten¢ni

koeficienty pro fenolové latky a antiradikalové vlastnosti syru.

Byly zjiStény vysoké retencni koeficienty, coz dokazuje, Zze béhem vyroby syru se tyto
latky nenici. Hesperitin a flavony se uchovavaji v syfeniné ve vysokych koncentracich,
jejich retenéni koeficient dosahl hodnot vétsich nez 0,94. Hrubé polyfenolické slouceniny,
tj. extrakty z vinnych hrozntl, zeleného Caje a brusinkova $tava, mély také vysoky retenéni

koeficient v rozmezi od 0,74 do 0,87.

Béhem tohoto vyzkumu byla vyhodnocovéna i antiradikdlova aktivita syrovych vyrobkd.
Antioxidanty mohou reakci s volnymi radikaly interferovat s oxida¢nimi procesy, s chela-
taci katalytickych kovi nebo s reakcemi s pohlcovaci kysliku. V' pokusu bylo zjisténo, zZe
gely mléénych bilkovin s fenolovymi kyselinami maji lepsi kapacitu pohlcovani volnych
radikalt a zlepSuji funkéni vlastnosti syrového produktu. Piidavek fenolovych kyselin leh-
ce snizuje hodnotu pH mléka. Mira sniZeni je zavisla na druhu ptidané latky. Kyseliny ho-
movanilinové a taninova sniZily hodnotu pH z ptivodnich 6,76 na 6,55 a 6,67 a zménily
také gelotvorné parametry syfeniny. Pfidavek pfirodniho hrubého extraktu snizil hodnotu
pH pouze na 6,72 a 6,74. Kvili t€émto vlastnostem fenolovych latek by se musel upravit

proces vyroby syru [31].
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3 STANOVENI POLYFENOLU POMOCI METODY HPLC

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto varianta HPLC.
Zkratka je odvozena od dvou piipustnych nazvu této metody a to ,,high performance liquid
chromatography* (vysokouc¢innd kapalinova chromatografie) nebo ,,high pressure liquid
chromatography* (vysokotlakd kapalinové chromatografie). Mobilni fazi je v tomto piipa-
d¢ kapalina. Stacionarni fazi je film ptislusné latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo
pevny adsorbent. Pfistroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy

chromatogram [32].

davkovad
wysokotl.
rmobilni }F;umpa NE— kalona ) detektor
faze

pocitac s
tiskarnou

Obr. 21: Schématicky nakres kapalinového chromatografu [32]

Kapalinovy chromatograf je sestaven z téchto hlavnich ¢asti: zasobniky s mobilni fazi,
vysokotlakd pumpa, davkovac, kolona a detektor. Metoda HPLC existuje jako tzv. ,,nor-

malni* a ,,reversni‘.

Pfi normalni HPLC je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni. Pfi reversni HPLC je
naopak stacionarni faze méné polarni nez faze mobilni. Reversni HPLC byva téz oznaco-
vana jako RP HPLC (reverse phase HPLC) [32].

Mobilni faze

Jako mobilni faze vystupuje napt. voda, methanol, acetonitril, pufry a dalsi. Zasobniky
jsou sklenéné lahve, kterych muze byt nékolik s navzajem raznymi mobilnimi fazemi, kte-

ré je mozné spolu automaticky misit v pfedem zvoleném poméru. Mobilni faze vstupuje do
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interakce se slozkami analyzované smési a konkrétni slozeni mobilni fize muze vyznam-

nym zpusobem ovliviiovat celou analyzu [32].

Stacionarni faze

Stacionarni faze je tvofena mikrocasticemi silikagelu (3 - 10 um) na kterych je navdzana
vlastni staciondrni faze. Vlastni stacionarni faize muze byt tvofena naptiklad nepolarnimi

uhlovodiky (C 8 — oktan, C 18 — oktadekan) [32].

3.1 Instrumentace v HPLC

3.1.1 Cerpadlo

Kapalina je do kolony cerpana pomoci pistovych nebo membranovych cerpadel. Dobré
¢erpadlo dosahuje prutoku v rozsahu od mikrolitu do desitek mililitru za minutu pii tlaku
35 MPa. Material cerpadla (nerezova ocel, keramika nebo plast) nesmi byt naruSovan mo-
bilni fazi a nesmi do ni uvoliiovat zadné latky. Ventily fidici tok eluentu jsou casto zhoto-

veny z pryze nebo safiru [33].

3.1.2 Smésovaci zarizeni

SloZeni mobilni faze miize zUstavat stalé (izokraticka eluce) nebo se béhem separace méni
(gradientova eluce). Naprogramované sméSovaci zafizeni mize s vyuZitim zasobnikl riiz-
nych kapalin pfipravovat smés kapalin stalého slozeni nebo fidit zmény ve slozeni vysled-

né mobilni faze v prib¢hu separace [33].

3.1.3 Davkovaci zarizeni

Davkovani injek¢ni stiikackou pfinasi nevyhody z hlediska té€snosti, udrzeni tlaku a zejmé-
na vnaseni stop materialu injek¢ni stiikacky. Pokud je pouzito injek¢ni zafizeni, musi byt
zhotoveno z inertnich materiali (nerezova ocel, titan). Injek¢ni zatizeni miize byt ovladano

ruéné i automaticky [33].
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3.1.4 Kolony

Pro vétsinu analyz jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli. Kolony pro analytické stano-

veni jsou pomérné kratké (zpravidla 10, 15 nebo 25 cm)

Volba vhodné kolony mé rozhodujici vyznam, nebot” vysledek chromatografické metody je
uréovan kvalitou kolony a jeji naplni. U¢innost zavisi na stacionarni fazi, délce kolony a na
jejim tvaru, také na tpravé vnitiniho povrchu kolony a mnozstvi spojovacich ¢asti. Jako
ochrana hlavni kolony jsou pouzivany ptedklony, které jsou umisténé mezi davkovacim

zatizenim a Cerpadlem, a chrani kolonu pfed necistotami a nerozpustnymi materialy [33].

—HE= - = e

Obr. 22: Kolona [34]

3.1.5 Detektory

Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyty a malo citlivé na mobilni fazi. Mezi

nejpouzivanéjsi detektory patii:

e Fotometricky detektor — méfi absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Pro opti-
malni citlivost detektoru je nutné, aby byla zajiSténa dostatecnd absorp¢ni drdha

pritocné kyvety, jiz prochazi paprsek. Jednodussi detektory méfi pti jedné vinové

vvvvvv
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1 svételny zdroj & méma cela

2 cocka 7 referentni cela
3 monochromator 8 fotonasobid

4 polopropustné zrcadlo 9 zesilovad

5 zreadlo 10 zapisovad

Obr. 23: Fotometricky detektor [35]

e Refraktometricky detektor — méfi rozdily mezi indexem lomu fluatu a ¢isté mobilni
faze. Obsahuje-li eluat slozku, objevi se vychylka. Tento typ detektoru sice neni
ptilis citlivy, ale je velmi univerzélni, avSak neni pfili§ citlivy. Pfi jeho pouziti je

dulezité pesné udrzovat konstantni teplotu [33].

&1

23A 5

| <

T4 5 6 7
1 zdroj svétla 5 fotonasobié
2 zrcadlo o zesilovac

3 mérna cela 7 zapisovac
4 referentni cela

Obr. 24: Refraktometricky detektor [35]

e Fluorescenc¢ni detektor — je zaloZen na principu fluorescence - schopnosti latek ab-
sorbovat ultrafialové zareni a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které se méfti

fotonasobi¢em kolmo na smér vstupujiciho zafeni. Tento detektor je vysoce selek-

tivni [33].
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Obr. 25: Fluorescencni detektor [35]

Elektrochemicky detektor - dosahuje vysoké citlivosti. Elektrochemicky detektor
méii elektrodovy potencidl, proud nebo kapacitu vyvolanou prichodem latky de-
tektorem, ve kterém jsou umistény elektrody s napétim pro elektrochemickou reak-
ci. Systém muze byt zapojen ve dvouelektrodovém nebo tfielektrodovém zapojeni.
Podle podminek méteni se de€li elektrolytické metody na potenciostatické, kdy se
méfi pii konstantnim potencialu pracovni elektrody a metody amperostatické, kdy

se méti za konstantniho proudu [33,34,36].

¥ %
Obr. 26: Elektrochemicky detektor [35]
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3.2 Popis HPLC analyzy

Aparaturou protékd mobilni faze, kterd je ze zasobnich lahvi vedena pfes vysokotlakou
pumpu do kolony, z ni do detektoru a dale pak do odpadu. Davkovac¢em je do proudu mo-
bilni faze nadavkovan vzorek (fddoveé n€kolik malo pl). Vzorek je unasen mobilni fazi do
kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru,
kde jsou jednotlivé slozky detekovany. Signél z detektoru je zaznamenavan pomoci PC a

tisknut v podob¢ chromatogramu [32].

HPLC analyza je ve srovnani s GLC analyzou mnohem méné citliva na teplotu kolony a
pritokovou rychlost mobilni faze. Je vSak citliva na slozeni a pH mobilni faze. Vyhodou
HPLC je schopnost analyzovat termolabilni latky (napf. vitaminy a jiné), které by pii pou-
ziti plynové chromatografie degradovaly a byly by tak neanalyzovatelné. Analyzy nékte-
rych smési a latek je mozné provadét jak metodou HPLC tak GC (napf. mastné kyseliny)
[32].
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4 STANOVENI POLYFENOLU POMOCI HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS — Mass spectrometry) je spektralni metoda, ktera prevadi
vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty rozdé€luje podle podilu jejich hmotnosti

a naboje. Pfi vhodné interpretaci vysledkii méfeni ma metoda velmi dobrou vypovidaci

Vv w

spektrometrie je predevSim stopova analyza organickych latek s diirazem na zjisténi jejich

struktury [33, 37].

Spojeni hmotnostniho spektrometru se separaénimi metodami (zejména plynovou a kapali-
novou chromatografii) vyrazn¢ zvysuje selektivitu a umoznuje provadét identifikaci kom-

ponent vzorku ve slozité matrici [37].

Zakladni kroky v této metod¢ jsou:

1) Odpateni vzorku

2) lonizace

3) Akcelerace iontii do hmotnostniho analyzatoru
4) Separace iontl hmotnostnim filtrem

5) Detekce iontt

Pti ionizaci molekuly slozky dochazi obvykle k témto reakcim:
M— M" +¢ ionizace molekuly a vznik molekuldrniho iontu o jednotkovém ndboji

M*—> A" +m° rozpad molekularniho iontu na fragmentovy ion a elektroneutralni Castici

Vysoké vakuum v zafizeni brani vzajemnym kolizim ¢astic v plynné fazi. Ve vétsin€ spek-

trometrd nastane reakce za vzniku iontl a po ni probiha analyza [33].

4.1 Instrumentace MS

Bézny hmotnostni spektrometr obsahuje tyto soucasti: vstup vzorku, iontovy zdroj, hmot-

nostni analyzator, detektor.
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4.1.1 Iontovy zdroj

Tato soucast ionizuje materidl podle analyzy (analytu). V prostoru iontového zdroje docha-
zi k vétsin¢ fragmentacnich reakci vedoucich k destrukci chemickych vazeb vzniklého
iontu. Tonty jsou pak transportovany magnetickymi nebo elektrickymi poli k hmotnostnimu

analyzatoru. Pouzity zpusob ionizace zasadn¢ ovlivituje aplikacni zaméteni metody.

Podle mnozstvi dodané energie se mohou ioniza¢ni techniky d¢lit na tzv. mékkeé, pii nichz
je energeticky piebytek dodany ionizované molekule maly a pravdépodobnost fragmentace
nizka, a na tzv. tvrdé, pfi nichz dodana energie postacuje k rozsahlejsi fragmentaci primar-
n¢ vzniklého iontu. Dal$im t¥idicim kritériem muze byt skupenstvi, ve kterém se latka na-
chazi pfti ionizaci. Nejbézngjsi jsou techniky ionizace v plynné fazi. Techniky ionizace
v kondenzované fazi jsou vhodné zejména pro analyzu netékavych latek.

Nejvétsi vyznam pii stanoveni fenolickych latek maji chemicka ionizace za atmosférického

tlaku (APCI) a elektrosprejova ionizace (ESI) [37, 38].

Typy ionizace:

a) narazem elektront (EI)

b) ptisobenim elektrostatického pole (FI, FD)
c¢) chemickou ionizaci (CI)

d) narazem rychlymi atomy nebo ionty (FAB)
e) ionizaci fotony

f) elektrosprejem (ESI) - velmi Setrna ioniza¢ni technika, vhodna pro bio-

molekuly nebo pro vzorky v roztoku (vystup z LC)

g) ionizace laserem za pfitomnosti matrice (MALDI) [38]

4.1.1.1 lonizace elektronem (EI)

Je ptikladem tvrdé ionizacni techniky v plynné fazi. Energetickym procesem vedoucim
Kk tvorb¢ iontd je interakce molekul analyzované latky s proudem urychlenych elektrond.
Muze dojit k nasledujicim déjtim:

M+e — M" +2¢

M+e — M-
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Vzhledem k vysokému vakuu udrzovanému v prostoru iontového zdroje, je z hlediska

energetické stabilizace vzniklého iontu preferovan vznik radikalaniontu.

Jako zdroj elektronli se nejcastéji pouziva zhavené rheniové nebo wolframové vlakno (ka-
toda). Proud elektront je sméfovan prostorem iontového zdroje smérem k anodé. Vzniklé
ionty jsou z prostoru ionizace vytlatovany elektrostatickym polem pomocné elektroody
(repeleru) udrzované ve vhodném potencialu. Proud iontl je dale urychlen a sméfovan

Z iontového zdroje soustavou akcelera¢nich a fokusacénich elektrod [37].

4.1.1.2 Chemickda ionizace (Cl)

Je ptikladem bézné pouzivané meékké ionizacni techniky. Primarnim zdrojem je proud
urychlenych elektront. Jejich energie vSak neni pienasena na ionizovanou molekulu piimo,
ale zprostfedkované pres reakéni médium. V ioniza¢ni komtrce je pod velkym tlakem (50
— 150 Pa) pfitomno reakéni médium. Vyssi tlak v iontovém zdroji vyrazné zvySuje pravdé-
podobnost mezimolekularnich a meziiontovych interakci. Vybér reakéniho média pro
chemickou ionizaci zna¢né ovliviiuje mnozstvi energie ptedané v procesu chemické ioni-

zace, a tim 1 rozsah moZnych fragmentaci.

Konstrukce iontového zdroje pro chemickou ionizaci je prakticky totoznd s konstrukci
zdroje EI. U vétSiny modernich hmotnostnich spektrometrti se proto setkavame s tzv. kom-

binovanym zdrojem EI — CI umoznujicim pouzivat ob¢ techniky ionizace [37].

4.1.1.3 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Vstupni kapiléra, kterou se ptivadi kapalna faze z chromatografické kolony, sti do pneu-
matického rozpraSovace, jehoz plan je vyhiivan na velmi vysokou teplotu, az 700 °C. Do-
chézi k efektivnimu rozpraseni a odpatfeni kapalné faze. V prostoru koronového vyboje
generovaného na hrotu tzv. koronové jehly dochézi pfedevsim k ionizaci par mobilni faze a
tvorbé chemicko-ioniza¢niho plazmatu. Molekuly analyzovanych latek jsou pak nasledné
ionizovany mechanizmem chemické ionizace prenosem protonu za vzniku kvazimoleku-

larnich iontl typu [M + H] nebo [M - H] [37].
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41.1.4 ESI-MS

Proces ionizace elektrosprejem, APl a APCI lze shrnout ve 4 krocich:

1)

2)

Vznik iontl

Vznik iontu v API (ionizace za atmosférického tlaku) - prostiednictvim elektro-
spreje dochazi Kk vice nez jednomu mechanizmu. Pti spravné identifikaci analytu a
pouziti rozpoustédla mohou byt tvoreny ionty v roztoku jiz pred nebulizaci -

zmlZovanim.

Pro ESI nejsou podminkou piedformované ionty. Proces vzniku aerosolu a desolva-
tace vytvaii silny elektricky naboj na povrchu kapky. To muze vyvolat ionizace
molekuly analytu na povrchu kapky [39].

Nebulizace - zmlzovani (vznik aerosolu)

Zacina, kdyz je roztok vzorku vstiiknut jehlou do komory. Kvili vysokému pritoku
elektrospreje vstupuje nebulizovany plyn do stiikaci komory pies trubici, ktera ob-
klopuje jehlu. Kombinace silné smykové sily, vzniklé pti nebulizaci plynu, a silné-
ho elektrostatického pole v komote pfitahuje roztok vzorku a rozbiji ho do kapicek.
Jako rozptylené kapicky jsou ionty jedné polarity pfednostné piitahovany k povrchu
kapky do elektrostatického pole. V disledku toho je vzorek sou¢asné nabity a roz-
ptyleny do jemného spreje nabitych kapicek - odtud nazev elektrosprej [39].
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Obr. 27: Hrot jehly ve sprejové komore [39]

3) Desolvatace

Pfedtim, nez mohou byt ionty analyzovany, musi byt odstranéno rozpoustédlo. To
se vypafuje pomoci protiproudového neutralniho susiciho plynu, obvykle dusiku,
dale se zmenSuje prumér kapek a naboje se ptiblizuji k sobé. Kdyz se sila odporu

rovna povrchovému napéti kapky, kapicky exploduji [39].

Obr. 28: Desolvatace [39]
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4) Zplynovani iontl

Proces zplynovani iontd je predmétem mnoha védeckych vyzkum, a stale existuji
rozdily v nazorech, pokud jde o konkrétni fyzikalni proces. V modelu odpafovani
iontl, ktery je popsan zde, jsou ionty emitovany piimo z nabitych kapic¢ek do plyn-
ného skupenstvi. Pokud dojde k odpateni rozpoustédla z kapek v ptitomnosti silné-
ho elektrického pole, stava se povrch kapek velmi nabitym. Kdyz pole vytvorené
ionty na povrchu kapky piesahuje povrchové napéti, jsou ionty analytti emitovany
ptimo z kapky. Energie hydratace v rozpoustédle urcuje snadnost desorpce ionti do
plynné faze. Obecné plati, ze ¢im vice je hydrofobni vzorek v rozpoustédle, tim 1é-

pe mohou byt ionty desorbovany do plynného skupenstvi [39].
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Obr. 29: Mechanizmus zplyrniovani iontit uvniti- komory ESI [39]

4.1.2 Hmotnostni analyzator

Oddéluje ionty podle jejich m/Q poméru. Existuje mnoho typt hmotnostnich analyzatord,

statické ¢i dynamické, nebo magnetické ¢i elektrické.
Druhy analyzatori:
a) Kvadrupolovy analyzator (jednoduché, trojnasobné)
b) lontova past
c¢) Praletovy analyzator (TOF)
d) Hybridni (Q-TOF, Q-trap, TOF-TOF, trap-TOF, trap-ICR, ...)

e) FT-MS (ICR-MS)
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4.1.2.1 Kvadrupolovy analyzdtor

Jedna se o Ctyfi kovové tyc€e kruhového nebo hyperbolického priifezu, které jsou ptipojeny
ke zdrojiim stejnosmérného a vysokofrekvencniho stiidavého napéti. lonty, které viétnou
do prostoru mezi tyCemi, se dostanou do stiidavého elektrického pole a zacnou oscilovat.
Pti vhodné zvolenych hodnotach stejnosmérného a stfidavého napéti a jejich vhodném
pomeéru projdou kvadrupdlem pouze ionty o urcitém m/z, ostatni se dostanou na nestabilni
drahy a zachyti se na ty¢ich kvadrupdlu nebo na sténach pfistroje. Postupnou zménou na-
péti vkladanych na kvadrupdl je mozno takto nechat projit ionty ve zvoleném intervalu

hodnot m/z [37].

4.1.2.2 Iontova past

Ionty jsou pulzné ptivedeny do pasti, zde jsou zachyceny a potom jsou postupné vypuzo-

vany na detektor podle jejich m/z, jedna se v podstaté o trojrozmérny kvadrupol.

Iontova past je slozena ze vstupni a vystupni kruhové elektrody a z prstencové stiedové
elektrody. Vnitini tvar téchto tii elektrod vychazi z trojrozmérného téméf hyperbolického
profilu. Diry ve stiedu ¢ela umoziiuji iontdm projit dovniti a ven z pasti. Vysoké napéti RF
potencialu je aplikovano do kruhu, zatimco ¢ela jsou uzemnéna. Rozdil oscilujiciho poten-
cialu mezi kruhem a ¢elem elektrody tvoii kvadrupolova pole. V zavislosti na Grovni napé-

ti RF mize pole zachytit ionty v ur¢itém rozsahu hmotnosti.

K ¢elu iontové pasti se privadi pomocné napéti. Toto dodateéné napéti Se pouziva pro riz-
né ucely v pribéhu izolace iontd, fragmentace, a dalSich fazi hmotnostni analyzy. Protoze
ionty nevznikaji v iontové pasti, ale jsou pfivadény z externiho zdroje, je tieba, aby existo-
val mechanismus, kterym mohou byt ionty zachyceny v pseudo-potencialu vytvoreného
iontovou pasti. Jinak by ionty z externiho zdroje prosté prosly ptes prvni ¢elo do pseudo-
potencialu vytvofeného kvadrup6lovym polem v pasti a dale by pokracovaly ven pies dalsi
¢elo. Z tohoto divodu je dulezité, aby kolizni plyn byl pfitomen v pasti a ziskal energii z
paprsku iontd a zpusobil tak zadrzovani alespon jisté Casti iontt vstiiknutych do iontové
pasti. K dalsim dulezitym parametrim patii G¢innost zachycovani energie ptichazejici
svazkem iontti, m/z hodnota a mnozstvi iontd a aktualni faze napéti RF pro konkrétni iont
v bodé¢ injekce. Efektivnost se velmi lisi, ale pfi provoznim tlaku Vv iontové pasti cca 3 X 10
mbar, lze u jednoho nabitého iontu 0 500 m/z o¢ekavat celkovou tc¢innost zachycovani
pfiblizné 5 %. Akumulaéni ¢asy pro zachyt ionti jsou piiblizné 0,01 ms — 200 ms v zavis-

losti na mnozstvi ptivadénych iontt,, doba excitace a kolize v pasti je cca 20 — 60 ms.
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Zménou akumulacni doby je dynamicky rozsah analyzatoru iontové pasti znacné rozsiien.
Do pasti se zavadi He jako tzv. tlumici plyn o tlaku asi 0,005 Pa, protoze tlumi oscilace v

ose z, ¢imz se dosahne vyznamného zvySeni RP a zlepSeni zachytu ionta [37, 39, 40].

Vstupni kruhova elektroda

£V

Prstencova

e iz

Vystupni kruhova elektroda
Obr. 30: Priirez iontovou pasti [37]

4.1.3 Detektor

Detektor se sklada ze dvou kovovych desek, které zaznamenavaji prichody iontt. Detekto-
ry mizeme rozd¢lit na detektory pro piima meéteni a na nasobi¢ové detektory. Vybér typu
detektoru zavisi na uvazované aplikaci. Detektory pro pfiméa méteni jsou vétSinou soucasti
specializovanych zakazkovych systémi. Nasobicové detektory se standardné uzivaji u ves-

keré komer¢ni instrumentace [38].

4.2 Analyza v pozitivnim médu

Analyty, které maji bazicky charakter, jsou obvykle analyzovany v pozitivnim modu. Mo-
lekula vzorku, ktery ma bazicky charakter, piijme proton z kyselejSiho rozpoustédla. Ana-
Iyty, které maji v molekule dusik, obvykle vykazuji vysokou citlivost v mirné¢ kyselém
roztoku (pH <7). Ty, které nemaji dusik, obvykle vykazuji nizsi odezvu v pozitivnim mo-

du. Uhlovodiky maji velmi nizkou odezvu v pozitivni médu [39].

MP+HA <+— [M+H]"+A
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4.3 Analyza v negativhim modu

Analyty, které jsou kyselé povahy, jsou analyzovany v zaporném modu. Molekula vzorku
(kyselina) ztraci proton v zasaditém (pH> 7) roztoku, a stava se zaporn¢ nabitou. Analyty s
funk¢énimi skupinami, které odstépuji proton snadno, jako jsou napiiklad karboxylové ky-
seliny nebo sulfonové kyseliny, vykazuji nejlepsi citlivost. Analyty, které jsou polarni, ale
neobsahuji zadné kyselé skupiny, vykazuji mensi citlivost. V ESI je negativni ionizace

obecné méné citliva nez pozitivni ionizace [39].

M°+B  <— [M-H] +HB"
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II. PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 Pouzité chemikalie
Acetonitril pro HPLC (Lachner s.r.0.)
Metanol pro HPLC a MS (Chromservis s.r.0.)
Kyselina trifluoroctova (Acros)
Destilovana a deionizovana voda
Standardy:

= Kkyselina gallova (Labicom)

= kyselina ferulova (Sigma Aldrich)

» kyselina sinapova (Sigma Aldrich)

» kyselina kumarova (Sigma Aldrich)

= kyselina kavova (Sigma Aldrich)

= katechin (Sigma Aldrich)

= theofylin (Labicom)

= kofein (Labicom)

= rutin (Sigma Aldrich)

= resveratrol (Sigma Aldrich)

= EC (Extrasynthese)

» EGCG (Extrasynthese)

= EGC (Extrasynthese)

= ECG (Extrasynthese)

5.2 PouZzité pristroje a pomicky
Aparatura pro HPLC — UV/VIS (Dionex Ultimate 3000, USA):

» odplynovaci modul
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=  pumpy (SD a RS pumpy)

= detektor UV/VIS DAD - 3000 (RS) a MWD - 3000 (RS)

= autosampler WPS — 3000 SL a WPS — 3000 RS

= kolona Dionex Aclaim 120 (150 mm x 2,1 mm; 5 um; Némecko)

= kolona Watrex (250 mm x 4,0 mm; 5 um, USA)

PC s vyhodnocovacim programem Chromeleon a Hystar ( USA)
Hmotnostni spektrometr Amazon X (Bruker, Némecko))

Analytické vahy (Alfa 210 LC, SCHOELLER CZ)

Chladnicka (Whirlpool, CZ)

Nylonovy mikrofiltr LUT Syringe (13 mm, 0,45 pum)

Mikropipeta

BéZné laboratorni sklo a pomtcky
5.3 Analyzované vzorky

5.3.1 Sypany pravy ¢erny ¢aj (Assasm Clasic Blend)

Vzorek byl zakoupen ve specializovaném obchodé Oxalis v OC Cepkov. Zémé ptivodu je
Indie. Dle informaci z etikety se jedna o klasickou smés assaimskych ¢ajti, vhodnou na ran-
ni popijeni s mlékem. Cernohnédé pravidelné listky davaji vznik hnédooranzovému nélevu
s pfijemnou sladovou vini. V chuti je ¢aj vydatny, nasladly s medovymi tony. Vyrobce
uvadi, ze ¢aj ma byt zalit vrouci vodou v poméru 1,5 dcl na jednu ¢ajovou 1zi¢ku a ma byt

ponechan louhovat 3 — 5 minut. Lze ptipravit jeden nalev.
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Obr. 31: Cerny ¢aj - Assasm Clasic Blend

5.3.2 Sypany pravy zeleny ¢aj (Ceylon Green Gowrakele)

Vzorek byl zakoupen ve specializovaném obchodé Oxalis v OC Cepkov. Z&mé ptvodu je
Sri Lanka. Dle informaci z etikety se jedna o ojedinélou ceylonskou raritu. Caj je produko-
vany na zakladé ¢inského vyrobniho postupu. Zelené listky jsou svinuté do pravidelnych
kuli¢ek. Nalev je ¢iry, chut’ nasladld s minimem tfislovin. Vyrobce uvadi, ze ¢aj ma byt
zalit vodou o teploté¢ 70 — 80 °C v poméru 1,5 dcl na jednu ¢ajovou 1zicku a mé byt pone-

chan louhovat 3 — 5 minut. Lze pfipravit dva nalevy.

Obr. 32: Zeleny caj - Ceylon Green Gowrakele
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5.3.3 Sypany pravy bily ¢aj ( Shou Mei ,,¢aj dlouhovékosti®)

Vzorek byl zakoupen ve specializovaném obchodé Oxalis v OC Cepkov. Z&mé ptvodu je
Cina. Dle informaci z etikety je ¢aj pro svou rezavou barvu &ajovych listkl a pupent nazy-
van ,,obo¢im dlouhovékosti“. Nalev ma chut' lehce vanilkovou a bambusovou. Caj je
vhodny ke kazdodenni konzumaci. Vyrobce uvadi, ze ¢aj ma byt zalit vodou
o teploté 90 °C v poméru 1,5 dcl na jednu ¢ajovou 1zicku a ma byt ponechan louhovat 5

minut. Lze pfipravit tii nalevy.

Obr. 33: Bily ¢aj - Shou Mei

5.4 Metoda HPLC

Pro stanoveni polyfenolickych latek byla zvolena metoda HPLC s UV/VIS detekei. Bylo
k dispozici 14 standardd, a to: EC, EGCG, ECG, EGC, rutin, katechin, kyselina gallova,
theofylin, kofein, kyselina ferulova, kyselina kumarova, kyselina kdvova, kyselina sinapo-
va, resveratrol. Prestoze kofein a theofylin z hlediska klasifikace nepatii mezi polyfenolic-

ke latky, byly zde zatfazeny jako doprovodné latky polyfenoli.

5.4.1 Priprava mobilni faze A a B

Byla ptipravena mobilni faze A o slozeni deionizovana voda : acetonitril : kyselina trifluo-
roctova (TFO) v pomé&ru 95 : 5: 0,35

Také byla ptipravena mobilni faze B o slozeni deionizovana voda : acetonitril : kyselina

trifluoroctové (TFO) v poméru 50 : 50 : 0,25
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5.4.2 Gradientova eluce

Gradientova eluce probihala pfi teploté 30 °C a tlaku cca 160 bar. Pritok mobilni faze byl

nastaven na 1 ml.min™. Pribéh gradientové eluce popisuje nasledujici tabulka.

Tab. 8: Gradientovad eluce

Cas (min) | MnoZstvi mob. faze B (%) | MnoZstvi mob. faze A (%)

0-5 15 85

5-10 20 80
10-15 20 80
15-20 30 70
20-25 50 50
25— 27 30 70
27 - 35 15 85

5.4.3 Stanoveni kalibracnich kfivek pro jednotlivé standardy

5.4.3.1 Priprava kalibracni Fady

Pro kalibraci byly v§echny standardy pfipravovany stejnym zptusobem. Nejprve bylo nava-
zeno 0,001 g standardu, ktery byl poté kvantitativné pifeveden do 10 ml metanolu, timto
bylo dosazeno koncentrace 100 ug.ml™. Déle pak byla ze zasobniho roztoku pfipravena
kalibragni fada o koncentracich 20 pg.ml™, 30 pg.ml™ a 50 pg.ml™. Pro piipravu koncent-
race 20 ;,Lg.rnl'1 bylo pipetovano 0,3 ml zasobniho roztoku a 1,2 ml metanolu. Pro piipravu
koncentrace 30 ;,tg.ml'l bylo pipetovano 0,3 ml zasobniho roztoku a 0,7 ml metanolu a pro
ptipravu koncentrace 50 ug.ml'1 bylo pipetovano 0,7 ml zadsobniho roztoku a 0,7 ml meta-
nolu. Standardy o poZadované koncentraci byly pfipravovany do vialek o maximalnim

objemu 1,5 ml.

5.4.3.2 Vliastni kalibrace standardu

Mg¢fteni probihalo na kolon¢ Watrex (250 mm x 4,0 mm; 5 um). Eluce byla provadéna gra-
dientové se dvéma mobilnimi fazemi, viz kapitoly 4.4.1 a 4.4.2. Byl pouzit DAD detektor.
Absorbance byla méfena pfti vinovych délkach 205, 210, 275 a 375 nm. Kalibra¢ni ktivka
byla sestrojena jako zavislost plochy piku [mAU.s] na koncentraci standardu [pg.ml-].
Kazdy bod kalibra¢ni kiivky byl prométfen dvakrat. Vysledky stanoveni kalibra¢nich kii-

vek standardi jsou uvedeny v kapitole 6.1.1.
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5.4.4 Priprava vzorki

Vsechny vzorky byly pfipravovany stejnym zptusobem. S presnosti na 0,001 g byl navazen
1 g vzorku. Vzorek byl poté extrahovan v 50 ml deionizované vody ve vodni lazni o teplo-
té¢ 25 °C po dobu 24 hodin. Ziskany extrakt byl zfiltrovan ptes mikrofiltr o velikosti pora
0,45 um.

5.45 Méreni vzorku

Po pfipravé uvedené v kapitole 4.4.4 byly vzorky podrobeny analyze pomoci HPLC
s UV/VIS detekci. Méfeni probihalo na kolon¢ Watrex (250 mm x 4,0 mm; 5 pum). Eluce
byla provadéna gradientové se dvéma mobilnimi fazemi, viz kapitoly 4.4.1 a 4.4.2. Prib¢h
gradientové eluce byl popsan v kapitole 4.4.2. Analyza probihala pfi teploté 30 °C a tlaku
cca 160 bar. Byl pouzit DAD detektor. Absorbance byla méfena pii vinovych délkach 205,
210, 275 a 375 nm. Pritok mobilni faze byl nastaven nal ml.min™. Doba analyzy byla na-

stavena na 35 minut.

5.5 Metoda HPLC/ESI - MS

Pro analyzu polyfenolickych sloucenin lze pouZzit reverzni kapalinovou chromatografii s
naslednou hmotnostni detekci a elektrosprejem jako iontovym zdrojem. Uziti LC/MS v
analyze potravin poskytuje dilezité informace o struktufe cilové nebo neznamé latky pfi-

mo v matricich.

Z tohoto divodu byla tato metoda vybrana pro stanoveni polyfenold i v této praci. Jako
zdroj ionizovanych iontd byl tedy zvolen elektrosprej (ESI — MS), jelikoz ESI ma vhodnéj-
$1 vyuziti u polarnich latek, zatimco jiny druh ionizatorti, jako je API a APCI je vhodnéjsi

pouzit spiSe u latek méné polarnich.

Spektra jednotlivych standardt i samotnych vzorkt byla stanovena v reZzimu ultra scan a to
v kladném a zaporném moédu a také v médu MS/MS. Byla nasnimana spektra 14 standar-
du: rutinu, katechinu, teofylinu, kofeinu, kyseliny gallové, kyseliny ferulové, kyseliny fu-
marové, kyseliny kumarové, kyseliny sinapové a resveratrolu, EC, EGCG, ECG, a EGC.

Dale byly analyzovany vzorky stejné jako u metody HPLC.

55.1 HPLC/MS analyza flavonoidi

lonty, které vznikaji v pozitivnim mddu rozstépenim dvou vazeb C kruhu zakladni struktu-

ry flavonoida (flavan), jsou oznadovany A* a B*. lon A obsahuje A-kruh, ion B zase B-
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kruh. Kdyz je vyuzivan negativni ionizaéni mod, znac¢i se vzniklé ionty A™ a B'. lonty

vzniklé odstépenim X ¢asti z téchto iontt jsou oznacovany jako [A+ — X] a [B+ — X].

Opacna Diels-Alderova ¢ili retro Diels-Alderova reakce (RDA) je dulezita Sté€pici reakce
flavonoidt. Muze nastat v Sesti¢lennych cyklickych molekulach obsahujicich dvojnou vaz-
bu. Jejim principem je premisténi tii elektronovych part v cyklickém kruhu. Disledkem

tohoto nového uspotadani je rozstépeni dvou s-vazeb a vznik dvou p-vazeb [41, 42].

5.5.1.1 Fragmentace

vvvvvv

vyskytuje se také u isoflavond. Toto §tépeni dava vzniknout 1; 3 A* a 1; 3 B” iontam (&isla
pred oznacenim iontu piedstavuji rozstépené vazby na C kruhu). Stejné tak probiha frag-

mentace prostifednictvim RDA i v negativnim modu [41, 42].

Fragmenty bézné pro vétsinu molekul nejen polyfenolickych latek vznikaji ztratou vodiku
(1 Da), vody (18 Da), skupin CO (28 Da) a C,H,0 (42 Da). Na druhou stranu mize také
dojit k navazani H (1 Da), vody a skupin, jako jsou NH;" (18 Da) nebo CH3 (15 Da),

a nebo k navazani Na (23 Da), coz je velice Casté. Vyjimku netvofi ani struktury vzniklé

vzajemnym spojenim dvou a vice molekul téze latky.

5.5.2 Parametry analyzy

Jsou zde popsany nejvyznamnéj$i parametry analyzy pomoci ESI — MS. VSechny paramet-
ry jsou definovany pro pozitivni, negativni a pro MS/MS mod, jelikoZ v téchto modech

byla snimana spektra jak standardd, tak samotnych vzorkd.

Tab. 9: Parametry MS analyzy

Pozitivni méd Negativni mod MS/MS

Skenovaci méd ultrascan ultrascan ultrascan

Napéti na kapilare -4200 V -4200 V -4200 V

M¥izkové napéti -500 V/-38 nA -500 V/-35 nA -500 V/-35 nA

Tlak zmlZovace 2 bar 2 bar 2 bar

Susici plyn 10 I.min™ 10 I.min™ 10 . min™
Teplota susiciho ply- 300°C 300°C 300°C

nu
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Pozitivni méd Negativni mod MS/MS
Maximalni akumu- 10 ms 20 ms 4 ms
la¢ni ¢as
Skute¢ny skenovaci 70 — 1500 m/z 70 — 1500 m/z 100 — 650 m/z
rozsah
Tercova rychlost 1000 m/z 1000 m/z 350 m/z

5.5.3 Stanoveni MS spekter standardii

Vsechny standardy byly pfipravovany stejnym zptisobem. Bylo navazeno 0,001 g standar-
du, ktery byl poté kvantitativné pteveden do 10 ml metanolu, tim byla ziskana koncentrace
100 pg.ml™. Nasledng bylo ze zasobniho roztoku odpipetovano 0,300 ml do vilaky. K to-
muto mnozstvi bylo pfidano 1,2 ml metanolu, ¢imz vznikl roztok standardu o koncentraci

20 pg.ml™.

Takto pfipraveny standard byl manudlné vstiikovan do hmotnostniho spektrometru pro-

stfednictvim stiikacky Hamilton o objemu 500 pl.

Postupné byla nasnimana hmotnostni spektra vSech standardii v pozitivnim, negativnim a
MS/MS moédu Vv rezimu ultra scan. Ze spekter byly vybrany nejvyznamngjsi fragmenty,

které byly nasledné pouzity pfi vyhodnocovani hmotnostnich spekter vzorki.

5.5.4 Stanoveni MS spekter vzorku

Nejdrive byly pfipraveny vzorky. Byl navdZen 1 g vzorku s ptfesnosti na 0,001. Nasledné
byl vzorek kvantitativné pfeveden do 50ml odmérné banky a doplnén deionizovanou vo-
dou po rysku. Vzorky byly ponechany v 25°C vodni 14zni po dobu 24 hodin. Poté byl ex-
trakt prefiltrovan pres mikrofiltr o velikosti port 0,45 um. Takto ptipravené vzorky byly
podrobeny analyze pomoci HPLC/MS. Nejdiive byly vzorky aplikovany na chromatogra-
fickou kolonu Watrex (250 mm x 4,0 mm; 5 um). Eluce byla provadéna gradientové se
dvéma mobilnimi fdzemi, viz kapitoly 4.4.1 a 4.4.2. Pribéh gradientové eluce byl popsan
Vv kapitole 4.4.2. Analyza probihala pfi teploté 30 °C a tlaku cca 80 bar. Byl pouzit DAD
detektor. Pratok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml.min™. Doba analyzy byla nastavena
na 35 minut. Jednotlivé slozky vzorku byly po pruchodu chromatografickou kolonou de-

tekovany hmotnostnim spektrometrem Amazon. Parametry MS analyzy jsou popsany
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Vv kapitole 5.5.2. Hmotnostni spektra vzorki byla sniméana stejné jako u standardii

V pozitivnim, negativnim a MS/MS modu v reZimu ultra scan.

5.6 Statistické zpracovani dat

Pro statistické vyhodnoceni vysledka byly pouzity nasledujici vzorce:

. P I
Aritmeticky pramér: X=— le.
n i=1

Smérodatna odchylka: S= lZ(xi —)_6)2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Metoda HPLC

6.1.1 Sestrojeni kalibra¢nich k¥ivek pro stanoveni vybranych polyfenoli metodou

HPLC

Podle postupu popsaného v kapitole 4.4.5 byly zméfeny plochy piku u jednotlivych kon-
centraci kalibra¢ni fady pro vSechny standardy. Jednotlivé kalibraéni kiivky byly sestroje-
ny jako zéavislost ploch piki (MAU.s) na jejich koncentracich (pg.ml™). Hodnoty signalt
pro sestrojeni Kalibra¢nich kiivek byly méteny pti riznych vinovych délkach, a to pii 205,
210, 275 a 375 nm. Tyto vinové délky byly zvoleny na zaklad¢ informaci ziskanych z od-
borné literatury. Bohuzel méfeni pii vinové délce 375 nm neposkytlo zadné vysledky, pro-
toze detekce pfi téchto hodnotach neni dostate¢né citliva. Pro stanoveni kalibra¢nich kiivek
byla vybrana vinové délka 205 nm, jelikoz piky pfi této vinové délce ve vétSin€ piipadh
vykazovaly nejvétsi intenzitu, a také tato vinova délka poskytla presnéjsi urceni retencnich
Cast. Standardy byly ptipraveny a méfeny podle postupu v kapitole 4.4.3. Vysledky méfeni
jsou uvedeny v tabulce 11 - 19 a na obrazcich 34 - 42,

Tab. 10: Retencni casy jednotlivych standardii [min]

Rutin 22,09 | Kys. kumarova | 14,50
Katechin 6,98 Kys. ferulova 17,98
Theofylin 4,99 Kys. sinapova 18,77
Kofein 8,72 EGC 5,89
Kys. gallova | 2,99
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6.1.1.1 Kalibracni kiivka pro standard Katechin

Tab. 11. Kalibrace katechinu pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 23 739,42
20 23 736,19
30 36 661,48
30 36 175,70
50 66 855,90
50 66 592.51

mAU .s

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

Kalibraé¢ni krivka pro katechin

y = 1331,9x - 1578,1
T R? = 0,9953

50

¢ (ng . mlh)

60

Obr. 34: Kalibracni kifivka katechinu pri vinové délce 205 nm.
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6.1.1.2 Kalibracni kiivka pro standard theofylin

Tab. 12. Kalibrace theofylinu pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 25 656,75
20 25 657,22
30 38 876,96
30 38 619,42
50 67 655,76
50 67 910,54

Kalibraé¢ni krivka pro theofylin
70000 T
y = 1353,9x - 799,74
60000 T+ R?>= 10,9988
50000 +
wn
— 40000 +
g 30000 +
20000 +
10000 —+
0 I I I I I
0 10 20 30 40 50
¢ (ng . ml)

Obr. 35: Kalibracni kiivka theofylinu pri vinové délce 205 nm
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6.1.1.3 Kalibracni kiivka pro standard rutin

Tab. 13: Kalibrace rutinu pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 12 517,87
20 12 528,43
30 19 658,91
30 19 683,06
50 32 797,92
50 32 668,89

mAU. s

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

Kalibracni kfivka pro rutin

y =656,98x - 192,62
R%=0,9996

10 20 30 40 50
C (ng . ml)

60

Obr. 36. Kalibracni krivka rutinu pri vinové délce 205 nm
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6.1.1.4 Kalibracni kiivka pro standard epigallokatechin (EGC)

Tab. 14: Kalibrace EGC pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 23 537,17
20 23 687,72
30 33 392,18
30 33 107,39
50 63 324,78
50 64 183,13

mA U.s

60000

50000

40000

30000

20000

10000

Kalibra¢ni krivka pro EGC

y =1263,1x - 1423,6

i R? = 0,9921

¢ (ng . mi)

Obr. 37: Kalibracni kiivka EGC pri vinové délce 205 nm.
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6.1.1.5 Kalibracni kiivka pro standard kofein

Tab. 15: Kalibrace kofeinu pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 31 046,59
20 31 084,65
30 41 993,25
30 41 964,34
50 75 407,80
50 75 482,97

mAU. s

70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

Kalibracni kfivka pro kofein

y = 1492 8x - 198,71
R?=0,9966

¢ (ng . mi)

Obr. 38: Kalibracni kiivka kofeinu pri vinové délce 205 nm
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6.1.1.6 Kalibracni kiivka pro standard kyselina ferulova

Tab. 16: Kalibrace kyseliny ferulové pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 21 447,07
20 21 396,38
30 26 984,58
30 26 824,41
50 40 145,62
50 40 098,27

mAU. s

45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

Kalibraéni krivka pro kyselinu ferulovou

y = 792,66X + 22955
T R>=0,9762 M

¢ (ng . mi)

Obr. 39: Kalibracni krivka kyseliny ferulové pri vinové délce 205 nm
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6.1.1.7 Kalibracni kiivka pro standard kyselina kumarova

Tab. 17: Kalibrace kyseliny kumarové pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 68 06,99
20 66 15,57
30 11 040,56
30 10 948,18
50 21 253,54
50 21 193,47

Kalibracni kfivka pro kyselinu kumarovou

1 y=424,62x - 883,16 >
20000 R?= 0,987
15000 +
w
D
< 10000 +
S
5000 +
0 i i
0 50 60
¢ (ng . ml)
Obr. 40: Kalibracni kiivka kyseliny kumarové pri vinové délce 205 nm
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6.1.1.8 Kalibracni kiivka pro standard kyselina sinapova

Tab. 18: Kalibrace kyseliny sinapové pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 10173,1
20 10 233,92
30 15 276,21
30 15411,38
50 28 182,84
50 28 293,75

mAU. s

30000 +

25000 +

20000

15000

10000

5000

Kalibra¢ni krivka pro Kkyselinu sinapovou

y =562,81x - 623,96 4
R?=0,9953

50
¢ (ng . mi)

60

Obr. 41: Kalibracni kiivka kyseliny sinapové pri vinové délce 205 nm
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6.1.1.9 Kalibracni kiivka pro standard kyselina gallova

Tab. 19: Kalibrace kyseliny gallové pri vinové délce 205 nm

Koncentrace [pg.ml™] Plocha piku [MAU.s]
20 17 365,38
20 17 351,91
30 24 994,23
30 24 800,98
50 41 024,75
50 40 585,10

mAU. s

Kalibra¢ni krivka pro kyselinu gallovou

60

y = 813,71 + 422,64
40000 + R2 = 0,9992
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Obr. 42: Kalibracni kifivka kyseliny gallové pri vinové délce 205 nm
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6.1.2 Vysledky stanoveni polyfenolickych latek ve vzorcich ¢aji

Ke stanoveni byla pouzita kolona Watrex (250 mm x 4,0 mm; 5 um). Eluce byla provadéna
gradientové se dvéma mobilnimi fazemi, viz kapitoly 4.4.1 a 4.4.2. Prib¢h gradientové
eluce byl popsan v kapitole 4.4.2. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat. Obsah polyfenolickych
latek byl vypocten dle kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé standardy a piepoc¢ten na 100 g cer-
stvych ¢ajovych listki.

6.1.2.1 Vysledky méieni pro vzorek zeleného Caje

V tabulce 20 jsou uvedeny reten¢ni ¢asy naméfenych polyfenolickych latek ve vzorku ze-
leného Caje. Dale jsou uvedeny vysledky méfeni obsahu polyfenolickych latek ve vzorku

zeleného Caje.

Tab. 20: Retencni casy polyfenolickych. latek v zeleném caji [min]

Kys. gallovda | 2,98 | Kys. kumarova | 14,38
Theofylin 4,89 | Kys. ferulova 18,03
Katechin 6,94 | Kys. sinapova 18,86
Kofein 8,72 | Rutin 21,07

Tab. 21: Obsah kyseliny gallové v zeleném caji

Plocha piku [mAU.s] Koncentrace [pg.ml] | Koncentrace [mg.100g™]
18059,03 21,674 108,370
17621,89 21,137 105,685
17711,68 21,247 106,235

X = 106,763

Obsah kyseliny gallové v zeleném &aji: 106,763 + 1,418 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 1,418 mg.100g™
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Prvni méfeni neposkytlo uspokojivé vysledky pro theofylin. K vyhodnoceni obsahu theo-

fylinu bylo proto pouzito pouze druhé a tfeti méfeni.

Tab. 22: Obsah theofylinu v zeleném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

1399,61 1,624 8,120
1402,41 1,627 8,135
X =8,128

Obsah theofylinu v zeleném &aji: 8,128 + 0,004 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,004 mg.100g™

Prvni méteni neposkytlo uspokojivé vysledky pro katechin. K vyhodnoceni obsahu ka-

techinu bylo proto pouzito pouze druh¢ a teti méfeni.

Tab. 23: Obsah katechinu v zeleném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

22574,10 18,134 90,670
22488,35 18,069 90,345
X =90,508

Obsah katechinu v zeleném &aji: 90,508 + 0,233 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,233 mg.100g™
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Tab. 24: Obsah kofeinu v zeleném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

503599,63 337,485 1687,425

502223,53 336,564 1 682,820

501861,64 336,321 1 681,605
X =1683,950

Obsah kofeinu v zeleném &aji: 1 683,950 + 3,070 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 3,070 mg.100g™

Tab. 25: Obsah kyseliny kumarové v zeleném caji

Plocha piku [mAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

13008,43 32,715 163,575

13446,11 33,746 168,730

13498,37 33,869 169,345
x=167,217

Obsah kyseliny kumarové v zeleném &aji: 167,217 + 3,169 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 3,169 mg.100g™

Prvni méteni neposkytlo uspokojivé vysledky pro kyselinu ferulovou. K vyhodnoceni ob-

sahu kyseliny ferulové bylo proto pouzito pouze druhé a tieti méteni.

Tab. 26: Obsah kys. ferulové v zeleném caji

Plocha piku [mAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

20078,10

22,434

112,170

20317,54

22,736

113,680

x=112,925
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Obsah kyseliny ferulové v zeleném &aji: 112,925 + 1,068 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 1,068 rng.lOOg'1

Tab. 27: Obsah kys. sinapové v zeleném caji

Plocha piku [mAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

6736,78 13,079 65,395
6617,50 12,867 64,335
6624,07 12,879 64,395

X = 64,708

Obsah kyseliny sinapové v zeleném &aji: 64,708 + 0,595 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,595 mg.100g™

Prvni méfeni neposkytlo uspokojivé vysledky pro rutin. K vyhodnoceni obsahu rutinu bylo

proto pouzito pouze druhé¢ a treti méfeni.

Tab. 28: Obsah rutinu v zeleném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

33948,42 51,967 259,835
34160,20 52,289 261,445
X =260,640

Obsah rutinu v zeleném &aji: 260,640 + 1,138 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 1,138 mg.100g™
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6.1.2.2 Vysledky méreni pro vzorek bilého caje

V tabulce 29 jsou uvedeny reten¢ni ¢asy naméfenych polyfenolickych latek ve vzorku bi-

1ého c¢aje. Dale jsou uvedeny vysledky méfeni obsahu polyfenolickych latek ve vzorku

bilého caje.

Tab. 29: Retencni casy polytenolickych latek v bilém caji [min]

Kys. gallovd | 2,99 | Kys. kumarova

14,41

Theofylin

4,86 | Kys. kdvova

9,28

Katechin

6,95 | Kys. sinapova

18,87

Kofein

8,69 | Rutin

21,11

Tab. 30: Obsah kyseliny gallové v bilém caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [pg.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

60071,57 73,305 366,525

61692,61 75,297 376,485

60276,00 73,556 367,780
X =370,263

Obsah kyseliny gallové v bilém &aji: 370,263 + 6,699 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 6,699 mg.100g™

Tab. 31: Obsah theofylinu v bilém caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

15541,50 12,070 60,350
15606,61 12,118 60,590
15579,09 12,098 60,490

X = 60,477

Obsah theofylinu v bilém &aji: 60,477 + 0,115 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,115 mg.lOOg'1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

76

Tab. 32: Obsah katechinu v bilém caji

Plocha piku [mAU.s]

Koncentrace [pg.ml™]

Koncentrace [mg.100g™*]

3467,48 3,788 18,940
3548,94 3,849 19,245
3542,14 3,844 19,222

X =19,136

Obsah katechinu v bilém ¢aji: 19,136 + 0,169 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,169 mg.100g™

Tab. 33: Obsah kofeinu v bilém caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [pg.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

796 529,74 533,714 2 669,375

797 518,04 534,376 2671, 880

796 770,71 533,875 2 669,375
X =2670,210

Obsah kofeinu v bilém &aji: 2 670,210 + 1,146 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 1,146 mg.100g™

Tab. 34: Obsah kyseliny kumarové v biléem caji

Plocha piku [mAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

1389,59 5,352 26,760

1248,71 5,021 25,105

1482,28 5,570 27,854
X =26,573

Obsah kyseliny kumarové v bilém caji: 26,573 + 1,384 mg. IOOg'1

Smérodatna odchylka: s = 1,384 mg.100g™
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Tab. 35: Obsah kyseliny sinapové v bilém caji

Plocha piku [mAU.s]

Koncentrace [pg.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

4856,02 9,737 48,685

4885,51 9,790 48,950

4890,16 9,797 48,987
X = 48,874

Obsah kyseliny sinapové v bilém &aji: 48,874 + 0,165 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,165 mg.100g™

Tab. 36: Obsah rutinu v bilém caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml™]

Koncentrace [mg.100g™]

9061,07 14,085 70,426

9060,65 14,084 70,423

9059,66 14,083 70,415
x=70,421

Obsah rutinu v bilém &aji: 70,421 + 0,008 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,008 mg.100g™
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6.1.2.3 Vysledky méreni pro vzorek cerného cCaje

V tabulce 37 jsou uvedeny reten¢ni ¢asy namétenych polyfenolickych latek ve vzorku Cer-

ného caje. Dale jsou uvedeny vysledky méfeni obsahu polyfenolickych latek ve vzorku

¢erné¢ho Caje.

Tab. 37: Retencni casy polyfenolickych latek v cerném caji [min]

Kys. gallovd | 2,99 | Kys. kumarovd | 14,63
Theofylin 4,87 | Kys. kdvova 18,03
Katechin 6,96 | Kys. sinapova 18,88
Kofein 8,71 | Rutin 21,11
EGC 5,93

Prvni méfeni neposkytlo uspokojivé vysledky pro kyselinu gallovou. K vyhodnoceni obsa-

hu kyseliny gallové bylo proto pouzito pouze druhé a tieti méfeni.

Tab. 38: Obsah kyeliny gallové v cerném caji

Plocha piku [mMAU.s]

Koncentrace [ug.ml'l]

Koncentrace [mg.100g™]

94649,08 115,799 578,995
94812,16 115,999 579,995
X = 579,495

Obsah kyseliny gallové v Gerném &aji: 579,495 + 0,707 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,707 mg.100g™

Tab. 39: Obsah theofylinu v ¢erném caji

Plocha piku [mMAU.s]

Koncentrace [ug.ml'l]

Koncentrace [mg.100g™]

72196,31 53,915 269,575
72001,30 53,771 268,855
72038,59 53,799 268,994

X = 269,141




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

79

Obsah theofylinu v Gerném &aji: 269,141 + 0,508 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,508 mg.100g™

Tab. 40: Obsah katechinu cerném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml‘l]

Koncentrace [mg.100g™]

17952,12 14,663 73,315

17870,86 14,602 73,010

18136,96 14,802 74,011
X =73,445

Obsah katechinu v Gerném ¢&aji: 73,445 + 0,514 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,514 mg.100g™

Tab. 41: Obsah kofeinu v cerném caji

Plocha piku [mMAU.s]

Koncentrace [ug.ml'l]

Koncentrace [mg.100g™]

622328,04 417,019 2085,095
622386,34 417,058 2085,290
622142,51 416,895 2084,476

X =2084,954

Obsah kofeinu v &erném &aji: 2084,954 + 0,425 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,425 mg.100g™
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Tab. 42: Obsah kyseliny kumarové v cerném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml‘l]

Koncentrace [mg.100g™]

2494,59 7,955 39,775

2512,93 7,998 39,990

2545,71 8,075 40,376
X = 40,047

Obsah kyseliny kumarové v &erném &aji: 40,047 + 0,305 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,305 mg.100g™

Tab. 43: Obsah kyseliny sinapové v cerném caji

Plocha piku [MAU.s]

Koncentrace [ug.ml'l]

Koncentrace [mg.100g™]

294191 6,336 31,680

2944,32 6,340 31,700

2906,02 6,272 31,360
x = 31,580

Obsah kyseliny sinapové v &erném &aji: 31,580 + 0,191 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,191 mg.100g™

Tab. 44: Obsah rutinu v cerném caji

Plocha piku [mMAU.s]

Koncentrace [ug.ml'l]

Koncentrace [mg.100g™]

10869,79 16,838 84,190
10915,55 16,908 84,540
10953,18 16,965 84,826

X =84,519

Obsah rutinu v Gerném &aji: 84,519 + 0,318 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,318 mg.lOOg'1
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Tab. 45: Obsah EGC v ¢erném caji

Plocha piku [MAU.s] Koncentrace [pg.ml] | Koncentrace [mg.100g™]
112074,72 89,857 449,285
111825,67 89,660 448,300
111877,01 89,700 448,502

X = 448,696

Obsah EGC v &erném &aji: 448,696 + 0,520 mg.100g™

Smérodatna odchylka: s = 0,520 mg.100g™

6.2 Metoda HPLC/MS

Pomoci hmotnostni detekce s vyuzitim vhodného software pro identifikaci latek podle je-
jich m/z 1ze ziskat podstatné piesnéjsi kvalitativni analyzu nez pomoci samotné HPLC a po
ptislusné kalibraci pomoci €istych standard by rovnéz byla mozné kvantitativni analyza.
Metodu HPLC/MS vsak nebylo mozné v ¢asovém tseku stanoveném pro diplomovou pra-
ci vyuzit ke kompletni analyze a kvantifikaci individudlnich polyfenolickych latek ve

vSech typech analyzovanych ¢aju.

Tab. 46. Prehled standardit a jejich molekulovych hmotnosti

Rutin 610 Kys. kumarova 164
Katechin 290 Kys. kdvova 180
Theofylin 180 Kys. sinapova 224
Kofein 194 EC 290
Resveratrol 228 EGC 306
Kys. gallova 170 ECG 442
Kys. ferulova 194 EGCG 458

V nasledujicich podkapitolach jsou znazornény spektra jednotlivych standardu, které se
posléze podafilo nalézt v hmotnostnich spektrech vzorka caji. Nekteré standardy bylo
mozné identifikovat jak v kladném tak v zdporném moddu, bohuzel se to nepodafilo u

vSech.
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6.2.1 Hmotnostni spektra rutinu

Ve spektru v pozitivnim médu byl nalezen hlavni fragment 633,0, ktery je dominantni
(obr. 43). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze na molekulu rutinu (610 Da) byl

navazan iont Na (23 Da).
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Obr. 43: Hmotnostni spektrum rutinu v pozitivaim modu

6.2.2 Hmotnostni spektra EC

Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen hlavni fragment 602,8, ktery je dominantni
(obr.44). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze doslo ke spojeni dvou molekul EC a
k néaslednému navazani iontu Na (23 Da). Dal$im dominantnim fragmentem je stép 312,2,

ktery pfedstavuje navazani iontu Na na molekulu EC.
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Obr. 44: Hmotnostni spektrum EC v pozitivnim médu
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V negativnim médu je EC ionizovan odstépenim vodiku, ve spektru (obr. 45) je tak patrny

jako zaporné nabity ion s m/z 288, 1.
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Obr. 45: Hmotnostni spektrum EC v negativnim modu

6.2.3 Hmotnostni spektra ECG

Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen hlavni fragment 464,5, ktery je dominantni
(obr. 46). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze doslo k navazani iontu Na (23 Da).
Dal$im dominantnim fragmentem je Stép 906,9, ktery predstavuje spojeni dvou molekul a

nasledné navazani Na.
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Obr. 46: Hmotnostni spektrum ECG v pozitivnim modu

V negativnim moédu byl identifikovan hlavni fragment 883,0 (obr. 47), coz nasvédCuje, Ze
doslo ke spojeni dvou molekul ECG. Dal§im vyznamnym fragmentem je Stép 440,5, ktery

je vysledkem odstépeni vodiku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

b s,
la?i g/ )
1.0
08
06
02
00 - : i - ;
200 400 600 800 1000

Obr. 47: Hmotnostni spektrum ECG v negativnim modu

6.2.4 Hmotnostni spektra EGC

Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen hlavni fragment 634,8, ktery je dominantni
(obr. 48). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, Zze doslo ke spojeni dvou molekul
EGC a k néaslednému navéazani iontu Na (23 Da). Dal§im dominantnim fragmentem je $tép

328,2, ktery predstavuje navazani iontu Na na molekulu EGC.
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Obr. 48: Hmotnostni spektrum EGC v pozitivnim modu

V negativnim modu byl identifikovan hlavni fragment 304,3 a 610,8 (obr. 49), coz nasvéd-

¢uje tomu, zZe byl EGC ionizovan za odstépeni vodiku.
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Obr. 49: Hmotnostni spektrum EGC v negativnim modu

6.2.5 Hmotnostni spektra EGCG

Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen hlavni fragment 480,6, ktery je dominantni
(obr. 50). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze doslo k navazani iontu Na (23 Da)
na molekulu EGCG. Dal§im dominantnim fragmentem je $tép 938,9, ktery piedstavuje

spojeni dvou molekul a ndsledné navézani Na.
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Obr. 50: Hmotnostni spektrum EGCG v pozitivnim modu

V negativnim médu byl identifikovan hlavni fragment 915,0 (obr. 51), coz nasvédCuje, Ze

doslo ke spojeni dvou molekul EGCG. Dal§im vyznamnym fragmentem je Sté€p 456,5.
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Obr. 51: Hmotnostni spektrum EGCG Vv negativnim modu

6.2.6 Hmotnostni spektrum katechinu

Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen hlavni fragment 312,4, ktery je dominantni
(obr. 52). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze doslo k navazani iontu Na (23 Da)

na molekulu katechinu.
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Obr. 52: Hmotnostni spektrum katechinu v pozitivnim modu

6.2.7 Hmotnostni spektrum theofylinu

U theofylinu byl k identifikaci iontu zvolen negativni mdd, jelikoz pozitivni mod neposkytl
uspokojujici vysledky. Ve spektru v negativnim modu byl nalezen fragment 178,3 a 380,5,
(obr. 53). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze Vv ptipadé ¢ary 380,5 doslo ke spo-

jeni dvou molekul theofylinu a k navazani iontu Na (23 Da).
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Obr. 53 Hmotnostni spektrum theofylinu v negativnim modu

6.2.8 Hmotnostni spektrum resveratrolu

Ve spektru v pozitivnim moédu byl nalezen fragment 229,3 (obr. 54).
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Obr. 54: Hmotnostni spektrum resveratrolu v pozitivnim modu
6.2.9 Hmotnostni spektrum kyseliny sinapové
Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen fragment 246,1 (obr. 55).
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Obr. 55. Hmotnostni spektrum kyseliny sinapové v pozitivnim modu
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6.2.10 Hmotnostni spektrum kofeinu

Ve spektru v pozitivnim modu byl nalezen hlavni fragment 216,4, ktery je dominantni
(obr. 56). S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze usuzovat, ze doslo k navazani iontu Na (23 Da)

na molekulu kofeinu.
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Obr. 56: Hmotnostni spektrum kofeinu v pozitivaim médu

6.2.11 HPLC/MS analyza vzorku zeleného ¢aje

Nejdtive byl vzorek podroben separaci pomoci HPLC s UV — VIS detekci. Prvni pokusy o
separaci vzorku byly provadény na koloné¢ Dionex Aclaim (150 mm x 2,1 mm,
5 um). Eluce byla provadéna gradientové se dvéma mobilnimi fazemi, viz kapitoly 4.4.1 a
4.4.2. Pribéh gradientové eluce byl popsan v kapitole 4.4.2. Separace probihala pfi teploté
30°C a tlaku cca 80 bar. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml.min™. Doba separace
byla nastavena na 35 minut. Vysledkem déleni je chromatogram na obr. 57. Z chromato-
gramu je ziejmé, ze déleni neprobehlo Gspésne. Proto byla provedena vyména kolony. Ko-
lona Dionex byla nahrazena kolonou Watrex (250 mm x 4,0 mm; 5 um). Podminky sepa-
race byly stejné jako u predchozi kolony. Vysledkem dé€leni na koloné¢ Watrex je chroma-
togram na obr. 58. Z chromatogramu je patrné, ze déleni probéhlo pomérné Uspésné.

K separaci dalSich vzorkl byla vyuZivana jiz jen kolona Watrex.
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Obr. 57: Chromatogram zeleného ¢aje — kolona Dionex
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Obr. 58: Chromatogram zeleného caje — kolona Watrex

Ze spektra vzorku zeleného ¢aje v pozitivnim méodu byly vybrany jednotlivé fragmenty, ve
kterych jsou ve vyznamném mnozstvi patrné ionty standardii, viz obr. 59 — 63. Zamérné

byl vybran pozitivni méd, jelikoZ jsou v ném ionty 1épe identifikovatelné.

Ve spektru v pozitivnim moédu byl identifikovan iont katechinu. Cara 288,1 (obr. 59) od-
povida dominantni ¢aie iontu s m/z 312,4 ve spektru na obr. 52, kde byl na molekulu ka-

techinu navazan Na.
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Obr. 59: Spektrum EC v zeleném caji

Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont EGCG. Cara 458,5 (obr. 60) odpovi-
da dominantni ¢are iontu s m/z 480,6 ve spektru na obr. 50, kde byl na molekulu katechinu

navazan Na.
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Obr. 60: Spektrum EGCG Vv zeleném caji

Dal§im identifikovanym iontem ve spektru vzorku zeleného ¢aje byl ECG. Cara 442,5

(obr. 61) odpovida dominantni ¢afe iontu s m/z 464,5 ve spektru na obr. 46, kde byl na
molekulu ECG navazan Na.
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Obr. 61: Spektrum ECG v zeleném caji

Dalsim identifikovanym iontem ve spektru v pozitivnim médu byl EGC. Cara 306,2 (obr.

62) odpovida dominantni ¢aie iontu s m/z 328,2 ve spektru na obr. 48, kde byl na molekulu

EGC navazan Na.
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Obr. 62: Spektrum EGC v zeleném caji

Dalsimi identifikovanymi ionty ve spektru v pozitivnim modu byl theofylin a rutin. Na

obr. 63 jsou patrné dominantni ¢ary 180,2 (teofylin) a 610,9 (rutin).
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Obr. 63: Spektrum rutinu a theofylinu v zeleném caji

6.2.12 HPLC/MS analyza vzorku bilého ¢aje
Vzorek byl pfipraven a analyzovan zpusobem popsanym v kapitole 5.5.4.

Ze spektra vzorku bilého €aje v pozitivnim moddu byly vybrany jednotlivé fragmenty, ve
kterych jsou ve vyznamném mnozstvi patrné ionty standardd, viz obr. 64 — 68. Zamérné
byl také u tohoto vzorku vybran pozitivni mdd, jelikoz jsou v ném ionty 1épe identifikova-

telné.

Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont resveratrolu. Cara 228,3 (obr. 64)

odpovida dominantni ¢are iontu s m/z 229,3 ve spektru na obr. 54.
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Obr. 64: Spektrum resveratrolu v bilém caji
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Ve spektru v pozitivnim moédu byl identifikovan iont EC. Cara 602,8 (obr. 65) odpovida
dominantni ¢afe iontu s m/z 602,8 ve spektru na obr. 44.
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Obr. 65: EC v bilém caji

Ve spektru v pozitivnim modu byl identifikovan iont EGCG. Cara 458,5 (obr. 66) odpovi-

da dominantni ¢afe iontu s m/z 480,6 ve spektru na obr. 50, kde byl na EGCG navazan Na.
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Obr. 66: Spektrum EGCG v bilém caji
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Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont ECG. Cara 440,6 (obr. 67) odpovida
dominantni ¢afe iontu s m/z 464,5ve spektru na obr. 46, kde byl na ECG navazan Na.
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Obr. 67: Spektrum ECG v bilém caji

Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont EGC. Cara 306,2 (obr. 68) odpovida
dominantni ¢aie iontu s m/z 634,8 ve spektru na obr. 48, kde byl na 2 molekuly EGC nava-

zan Na.
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Obr. 68: Spektrum EGC v bilém caji

6.2.13 HPLC/MS analyza vzorku ¢erného caje
Vzorek byl pfipraven a analyzovan zpiisobem popsanym v kapitole 5.5.4.

Ze spektra vzorku ¢erného Caje v pozitivnim mddu byly vybrany jednotlivé fragmenty, ve
kterych jsou ve vyznamném mnozstvi patrné ionty standardi, viz obr. 69 — 72. Zamérné
byl také u tohoto vzorku vybran pozitivni méd, jelikoz jsou v ném ionty l1épe identifikova-

telné.
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Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont rutinu. Cara 610,9 (obr. 69) odpovida

dominantni ¢afe iontu s m/z 633,0 ve spektru na obr. 43, kde byl na rutin navazan Na.
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Obr. 69: Spektrum rutinu v cerném caji

Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont katechinu a EGCG. Céra 458,5 (obr.
70) odpovida dominantni ¢are iontu EGCG s m/z 480,6 ve spektru na obr. 50, kde byl na
rutin navazan Na. Céra 288,2 odpovida dominantni ¢afe iontu katechinu s m/z 312,4 ve

spektru na obr. 52, kde byl na katechin také navazan Na.
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Obr. 70: Spektrum katechinu a EGCG v ¢erném ¢aji
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Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont EC. Céara 602,8 (obr. 71) odpovida

o4

dominantni ¢afe iontu s m/z 602,8 ve spektru na obr. 44.
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Obr. 71: Spektrum EC v cerném caji

Ve spektru v pozitivnim médu byl identifikovan iont kofeinu. Cara 194,2 (obr. 72) odpovi-
da dominantni ¢are iontu kofeinu s m/z 216,4 ve spektru na obr. 56, kde byl na kofein na-

vazan Na.
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Obr. 72: Spektrum kofeinu v cerném caji
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ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyvinout a ovéfit metodiku pro stanoveni poly-
fenolickych latek. Z potravin, které jsou vhodnou matrici pro stanoveni polyfenoll, byly
vybrany caje. Nejdiive byla pouzita metoda HPLC s UV — VIS detekei, eluce probihala
gradientové za tlaku cca 160 bar. Byly pouzity dvé mobilni faze: mobilni faze A o slozeni
deionizovana voda, acetonitril, kyselina trifluoroctova v poméru 95:5:0,35 a mobilni faze
B o slozeni deionizovana voda, acetonitril, kyselina trifluoroctova (TFO) v poméru
50:50:0,25. Priitok byl nastaven na 1 ml.min™. Absorbance byla méfena pii vlnovych dél-
kach 205, 210, 275 a 375 nm. Pro vyhodnoceni byla pouzita vinova délka 205 nm, jelikoz
piky pfi této vinové délce ve vétsiné piipadl vykazovaly nejvétsi intenzitu, a také tato vl-
nova délka poskytla ptesnéjsi uréeni retencnich €asii. Méfeni probihalo na koloné¢ Watrex

(250 mm x 4,0 mm; 5 um).

Nejvice fenolickych a polyfenolicky latek bylo nalezeno v zeleném caji Ceylon Green.
Tento vzorek obsahoval 106,763 + 1,418 mg.100g™ kyseliny gallové, 8,128 + 0,00388
mg.100g™ theofylinu, 90,508 + 0,233 mg.100g™ katechinu, 167,217 + 3,169 mg.100g™
kyseliny kumarové, 112,925 + 1,068 mg.lOOg'1 kyseliny ferulové, 64,708 + 0,595
mg.100g™ kyseliny sinapové, 206,640 + 1,138 mg.100g™ rutinu a 1 683,950 + 3,070
mg.100g™ kofeinu.

V bilém c¢aji Shou Mei bylo stanoveno 370,263 + 6,699 mg.lOOg'1 kyseliny gallové,
60,427 + 0,115 mg.100g™* theofylinu, 19,136 + 0,169 mg.100g™ katechinu, 26,573 + 1,384
mg.lOOg'1 kyseliny kumarové, 48,874 £+ 0,165 mg.lOOg'1 kyseliny sinapové, 70,421 =+
0,079 mg.100g™ rutinu a 2 670,210 + 1, 146 mg.100g™ kofeinu.

V &erném ¢&aji Assasm Clasic Blend bylo stanoveno 579,495 + 0,707 mg.100g™ kyseliny
gallové, 269.141 + 0,508 mg.100g™ theofylinu, 73,445 + 0,514 mg.100g™ Katechinu,
40,047 + 0,305 mg.100g™* kyseliny kumarové, 31,580 + 0,191 mg.100g™ kyseliny sinapo-
vé, 84,519 + 0,318 mg.100g™ rutinu, 2 084,954 + 0,425 mg.100g" kofeinu a
448,696 + 0,520 mg.100g™ EGC.

Dale bylo pracovano s metodou HPLC/MS. Ve vorku zeleného ¢aje Ceylon Green byl
identifikovan EGCG, katechin, rutin, theofylin, EGC a ECG.

Ve vzorku bilého ¢aje Shou Mei byl identifikovan EGCG, rutin, EC, EGC, ECG, resverat-

rol a kyselina sinapova.
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Ve vzorku ¢erného ¢aje Assasm Clasic byl identifikovan EGCG, rutin, EC, ECG, EGC.
Nejvice latek bylo identifikovano v zeleném caji, stejné jako u metody HPLC.

Jelikoz doba vymezena pro praktickou ¢ast diplomové prace nestacila pro kompletni ana-

lyzu vzorkt, jedna se v piipad¢ hmotnostni spektrometrie pouze o kvalitativni analyzu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APCI

API

AU

Cl

DMX

EC

ECG

EGC

EGCG

ESI

FAB

Fl

GC

HPLC

MALDI

MS

RDA

TOF

Atmospheric Pressure Chemical lonization — chemicka ionizace za atmosférického
tlaku

Atmospheric Pressure Interface - rozhrani atmosférického tlaku
Average unit — relativni primérna jednotka

Chemicka ionizace

Desmethylxanthohumol

Epikatechin

Epikatechin gallat

Epigallokatechin

Epigallokatechin gallat

Elektrospray ionization — ionizace elektrosprejem

Fast atom bombardement — ionizace narazem urychlenymi atomy
Field ionization - ionizace polem

Gass chromatogramy — plynova chromatografie

High performance liquid chromatogramy — vysokotéinna kapalinova chromato-

grafie

Isoxanthohumol

Matrix-assisted laser desorption/ionization — ionizace laserem za ucasti matrice
Mass spektrometry — hmotnostni spektrometrie

Diels Alder reaction — Diels Alderova reakce

Time of flight — typ analyzatoru, ve kterém jsou ionty urychleny vysokym nap¢-

tim do letové trubice bez el. pole

Xanthohumol
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