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ANOTACE

Cilem této diplomova prace bylo stanoveni jednotlivych volnych a vazanych fenolickych
latek v riznych extraktech amarantovych zrn. Pro uvolnéni fenolickych latek byla pouzita
alkalicka a kysela hydrolyza. VSechny extrakty amarantovych zrn byly analyzovany pomoci
optimalizované HPLC/MS/MS separace pracujici v systému s obracenymi fazemi. Zastoupeni
volnych fenolickych latek v jednotlivych extraktech bylo porovnano a nasledné byl
diskutovan vliv hydrolyzy na uvolnéni fenolickych latek zvazeb na bunécnou sténu
¢i cukernou jednotku. Dale byla méfena antioxidacni aktivita a celkové mnozstvi fenolickych

latek pomoci spektrofotometrickych technik.

KLICOVA SLOVA

Amarant, fenolické latky, antioxidacni aktivita, spektrofotometrické metody, vysokoucinna

kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometr

TITLE

Optimization of HPLC/MS/MS method for analysis of phenolic compounds in amaranth

seeds
ANNOTATION

The aim of this thesis is to determine free and bounded phenolic compounds in different
extracts of amaranth seeds. Alkaline hydrolysis and acid hydrolysis were used for phenolic
compounds releasing. All extracts of amaranth seeds were analysed using optimized reversed
phase HPLC/MS/MS separation. The representation of free phenolic compounds in the
individual extracts was compared. Furthermore, the influence of hydrolysis on phenolic
compounds releasing from bonds on a cell wall and a monosaccharide was discussed.
In addition, antioxidant activity and total amount of phenolic compounds are measured

by using spectrophotometric methods.

KEYWORDS

Amaranth, phenolic compounds, antioxidant activity, spectrophotometric methods, high

performance liquid chromatography, mass spectrometry
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UVOD

Pro lidské télo jsou dulezité nékteré latky, které se mnohdy v lidském téle syntetizuji
ve velmi malém mnozstvi nebo se nesyntetizuji vubec. Proto se bé&zné pfijimaji formou
rostlinné potravy. Vyhodou rostlin je schopnost syntetizovat vét§i mnozstvi latek, z nichz jsou
nekteré pro Cloveka esencidlni, zejména aminokyseliny tvofici bilkoviny, mastné kyseliny
lipidd, vlaknina, vitaminy nebo fenolické latky s antioxidacni aktivitou. Proto muze strava
bohata na rostlinnou potravu podporovat zdravi ¢loveka.

Z tohoto duvodu se v poslednich letech zvysil zajem o rostlinné produkty, mezi které patfi
také pseudoobiloviny. Jednim zjejich hlavnich zastupci je nami studovany amarant,
ktery se vyznacuje vysokou vyzivovou hodnotou a nendroCnosti pii pestovani. Ve srovnani
s béznymi obilovinami obsahuje vyS$§i mnozstvi bilkovin, lipidd, vlakniny, mineralt
avitamini. Dulezité jsou i jeho biologicky aktivni latky, jako jsou fenolické kyseliny
a flavonoidy. Tyto fenolické latky mohou snizovat vznik nékterych chronickych onemocnéni
nebo prispivat k jejich prevenci. Zdravi prospésné Ucinky fenolickych latek jsou zptusobeny
predevsim jejich antioxidacnimi vlastnostmi. Pfi antioxida¢ni aktivit€¢ dochazi ke zhaSeni
reaktivnich forem kysliku, ¢imz se zpomali nebo zcela zastavi oxida¢ni procesy,
které negativné pusobi na lidsky organismus. Proto jsou dnes fenolické latky v popfedi zajmu
a Jsou studovany v mnoha ptirodnich matricich.

Fenolické latky se bézné ziskavaji extrakci do vodné-organickych rozpoustédel. Pro jejich
identifikaci a kvantifikaci se Casto vyuziva vysokoucinnd kapalinova chromatografie

ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem nebo hmotnostnim spektrometrem.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Pseudoobiloviny

Pseudoobiloviny jsou rostliny, které pfipominaji klasické obiloviny, jako je pSenice,
jeCmen, Zito nebo ryZze. Maji podobné nutricni sloZeni a vyuZiti jako bézné obiloviny,
ale odliSnou morfologii semen. Jednd se o dvoudélozné rostliny v porovnani svétSinou
obilovin, které jsou jednodéloZzné [1-3].

Mezi hlavni pseudoobiloviny patfi pohanka, amarant a quinoa (Obrazek 1). Tyto plodiny
se vyznaCuji velmi dobrym nutri¢nim profilem, diky némuz se staly modernim trendem
zdravé vyzivy [1-6]. Neobsahuji nerozpustné proteiny tvofici lepek, proto jsou vhodné
pro lidi trpici celiakii. Z tohoto dlivodu jsou vyuZivany jako nahrada za bézné obiloviny,
které dany lepek obsahuji [2-7]. Dale jsou dobrym zdrojem energie, protoZe se vyznacuji
vy$§im obsahem mikrozivin a Skrobu [1,3,5].

Obrazek 1- Hlavni zastupci pseuoobilovin [1].

Semena pohanky, amarantu a quinoy obsahuji velké mnoZzstvi kvalitnich proteind,
vlakniny a lipidl bohatych nanenasycené tuky (Tabulka 1). Kromé toho se vyznacuji
i dilezitymi a zdravi prospéSnymi mikronutrienty, které maji rlizné biologické vlastnosti,

mimo jiné i antioxidacni aktivitu. Mezi né patfi nékteré vitaminy (Kyselina askorbovd,
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tokoferoly Ci riboflavin) a mineralni latky (K, Fe, P, Mg, Ca nebo Zn). Vyznamny je i obsah
dalSich biologicky aktivnich sloZek, jako jsou fenolické latky, saponiny, fytosteroly, skvalen,

terpenoidy, betaniny a anthokyany [1-6].

Tabulka 1- Chemické sloZeni pseudoobilovin vztazené na suSinu [1- 3,6].

Druhy Proteiny Lipidy Skrob Vlaknina Mineralni latky
semen [% (m/m)] [% (m/m)] [% (m/m)] [% (m/m)] [% (m/m)]
Amarant 14,0-16,5 5,6-10,3 55,1-67,3 11,1-20,6 2,4-3,3
Quinoa 11,0-16,5 4,1-7,5 64,3-70,4 12,88-19,7 2,3-3,8
Pohanka 10,4-14,2 1,3-34 58,5-69,4 6,7-9,9 1,4-2,1

Diky obsahu zdravi prospésSnych latek se pseudoobiloviny vyuZivaji Kk prevenci
nebo k potlageni rliznych chronickych onemocnéni, jako je napfiklad kardiovaskularni
onemocnéni, ateroskler6za nebo rakovina. Na potravinarském trhu jsou jedny
z nejvyhledavanéjsich plodin, ¢imz se zintenzivnil i jejich vyzkum v rdznych oblastech,
jako je agrochemie, biologie nebo chemie. Ale i pfes znafné zvySeni poptavky, jsou
pseudoobiloviny ve srovnani s klasickymi obilovinami stale malo vyuzivané [1-6].
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1.2 Amarant

Amarant (Obrazek 2), znamy jako laskavec, je Fazen do Celedi laskavcovitych
(Amatanthaceae). Sklada se priblizné z 60 druhl, ale pouze tfi druhy jsou vyuzivany
v potravinafském  prdmyslu  (Amaranthus Hypochondriacus, Amaranthus Cruentus
aAmaranthus Caudatus) [1-3,6,7]. Amarant je viceleta rostlina produkujici mald semena
o primeéru cca 1-1,5 mm. Barva vnéjsi obalové vrstvy semen byva obvykle bila, krémova,

rtizova, hnéda nékdy i éerna. Zbarveni vSak zavisi na odridé amarantu [2,3,6,8].

Obréazek 2 - Rostlina a zrna amarantu [9].

Semena amarantu maji vynikajici nutricni sloZeni, coz ocenily uz starovéké aztécké, incké
a mayské civilizace, které péstovaly amarant jako jednu z hlavnich plodin. V soucasnosti
se amarant vyskytuje v mnoha zemich stfedni a jizni Ameriky, jihovychodni Asie a Afriky
[1,2,6-8]. Od 90. let se zacal péstovat také v mnoha evropskych zemich, nejvice v Polsku
[3,6]. Amarantje velice adaptivni rostlina, ktera odolava rliznym teplotdm, desti, pldnimu pH
(alkalickému ¢i kyselému), Sk(dcdm a nékterym parazitdm [8,10]. Rostliny amarantu maji
vysoky potencial pro vynos zrna. Jedna rostlina produkuje cca 50 000 semen. Navic patfi
mezi tzv. C4-rostliny s vice G¢innou fotosyntézou, coz zplsobuje rychly rist rostliny [8].

Amarant je téZ vicelUCelova rostlina, jejiz semena se vyuZivaji jako potrava ¢i krmivo
pro zvifata. Konzumovat se mohou i jeho klicky, listy nebo naté [4,7,8]. Listy amarantu
obsahuji Cervenofialové pigmenty betakyaniny (zejména amaranthin a isoamaranthin),
které se bézné pouzivaji jako pFirodni potravinafska nebo kosmetickd barviva [7,8,10].
JelikoZ je kvétenstvi amarantu velice atraktivni, mlize se péstovat také jako okrasna rostlina
[7]. V soucasnosti tato alternativni plodina pFitahuje celosvétovou pozornost aje povazovana

za novou vysoce potencialni plodinu s rliznym zplsobem vyuziti [1,4,7,8].



1.2.1 Anatomie a slozeni zrna

Amarantové zrno je tvofeno embryem, endospermem a perispermem (Obrazek 3). Embryo
je zarodek kruhového tvaru obklopujici perisperm. Spole¢né svnéjsi vrstvou obsahuje
proteiny, lipidy, sacharidy, vlakninu a nékteré mineralni latky [1,2]. Embryo pfedstavuje asi
25 % celkové hmotnosti zrna, proto je amarantové zrno hlavnim zdrojem latek, které jsou
koncentrovany v embryu [1-3,8]. Perisperm se na rozdil od jednodéloznych obilovin sklada
z velmi malych Skrobovych granuli o prlméru 1-3 pm [3,6,8]. Pro srovnani, primeér granuli
ryzového Skrobu se pohybuje okolo 3-8 pm a bramborového Skrobu 15-100 pm. Endosperm

je u zralych zrn mélo vyvinuty, proto predstavuje jen malou ¢ast amarantového zrna [6,8].

Obréazek 3 - PFicny a podélny Fez amarantového zrna [6,8].

1.2.2 Chemické slozeni

Amarantova zrna maji vyznamné chemické sloZeni (Tabulka 2). Proteiny amarantu byvaji
oproti béZznym obilovindm biologicky dostupnéjsi a jejich kvalita se blizi kvalité ZivociSnych
proteinll, coZ je zplsobeno vyvaZzenym mnozstvim ddlezitych esencialnich aminokyselin,
napfiklad lysinem, leucinem, tryptofanem aaminokyselinami obsahujici siru. Amarant je
rovnéZz dobrym zdrojem lipidd, které jsou tvofené nenasycenymi mastnymi kyselinami
(linolova, olejova, linoleova a palmitova kyselina) a latkami, jako jsou skvalen a tokoferoly
vyznacujici se antioxidacnimi G¢inky [1-3,6,7,10]. Déle obsahuje znacnou ¢ast polysacharidd,

zejména Skrobu, ktery predstavuje 65-75 % semene [6].
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Tabulka 2 - Chemické slozeni zrn tfi druhl amarantu [2,8].

A. Caudatus A. Hypochondriacus A. Cruentus
SloZeni
[%0] (%] [%0]
Proteiny 15,5 17,9 15,5
Lipidy 7,6 7.9 7,7
Vlaknina 4.7 2,2 4.4
Sacharidy 68,8 63,6 58,3

NejvyznamnéjSimi  slouCeninami amarantového zrna jsou predevsSim flavonoidy
afenolické kyseliny, které se vyskytuji ve vngjSich vrstvach semene a funguji jako obrana
proti hmyzu a mikroorganismdm [10]. Flavonoidy ajejich derivaty jsou nejvice zastoupenymi
fenolickymi slouCeninami amarantu, a to zejména vjeho listech a stoncich. Nejbé&znéji
vyskytujicimi se flavonoidy jsou rutin, vitexin, isovitexin, kvercetin, isokvercitrin
nebo nikotiflorin [6-8]. Amarantové zrno je dale tvofeno volnymi fenolickymi kyselinami,
kam patfi predevsim kyseliny, gallova, vanilova, p-hydroxybenzoova, p-kumarova, kdvova
Ci ferulovd. Volné fenolické kyseliny tvofi asi 27 % z celkovych fenolickych kyselin
amarantoveho zrna. Zbytek tvofi kyseliny, které se Casto nachazeji ve vdzanych forméch,
jako je napf. 4-O-glykosid kyseliny ferulové. Amarant se dale vyznaCuje pomérné velkym
obsahem tanin( a saponini [2-7,10]. Znacné zastoupeni maji také nékteré mineralni latky
a vitaminy (Tabulka 3) [2,6,7,10].

Tabulka 3 - Obsah vitamind a mineralnich latek amarantu [2].

Vitaminy [mg/100 g d.w.] Mineréalni latky [mg/100 g d.w.]
Kyselina askorbova 4,2 Vapnik 159,1
Tokoferoly 3,03 HofFcik 248,2
Riboflavin 0,2 Draslik 508
Vitamin B6 0,56 Fosfor 557
Vitamin A 2 Zelezo 7,61
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1.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky pusobici proti oxida¢nimu stresu. Oxidani stres je proces
v lidském organismu, ktery je zpusobeny volnymi radikaly nebo reaktivnimi molekulami,
jako jsou reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS). Volné ROS a RNS
vznikaji béhem metabolismu v lidském téle, kde Casto negativné ovliviuji struktury a funkce
molekul lipida, proteint, ale dokonce i molekul DNA [10-19].

Principem jejich antioxida¢niho pusobeni je uvolnéni volného elektronu nebo odstépeni
kyselého vodiku za vzniku negativn€ nabitého iontu. Pifikladem jsou fenolické latky,
které maji ve své struktufe hydroxylové skupiny, z nichz se kysely vodik snadno odstépuje
za vzniku fenoxidového iontu (Obrazek 4). Pusobenim negativné nabitého iontu na volné
radikaly vznika vice stabilni radikal, ktery zabrafiuje oxidaci riznych potravinovych slozek

a zivotné dalezitych molekul [12,13,20].

SRR

Obrazek 4 — Mechanismus antioxida¢niho ucinku fenolickych latek [13].

-0

Lidské t€lo je za urcitych podminek schopno regulovat vyskyt volnych radikald pomoci
endogennich antioxidanti enzymové (katalasa, superoxiddismutasa) nebo neenzymové
povahy (kyselina askorbova, tokoferoly, kyselina mo&ova, glutathion). Casto se viak stava,
ze vyskyt volnych radikald je vys$s$i nez vyskyt endogennich antioxidantd. Projevem
je zrychlené starnuti a zvySené riziko vzniku raznych zdravotnich problémd, jako je naruseni
imunitnitho systému, kardiovaskuldrni onemocnéni, rakovina, diabetes i obezita.
Pro spravnou fyziologickou funkci je tedy nutnd rovnovaha mezi volnymi radikéaly
a antioxidanty [10-21]. Pfi nedostatku endogennich antioxidantl se mohou pouzit i exogenni
antioxidanty, které jsou obvykle pfijimany formou tzv. funkénich potravin. Tyto pfirodni
rostlinné antioxidanty se vyznacuji raznymi biochemickymi GCinky. Nejvyznamnéjsi je vSak
jejich antioxidacni, antikarcinogenni a protizanétlivé pusobeni. Z tohoto duvodu se staly
velmi vyznamné v oblasti biochemického a farmakologického vyzkumu a neustale se nalézaji
dalsi rostlinné latky zpomalujici oxida¢ni u€inky volnych radikala [11,12,16,17].

Antioxidacni vlastnosti vykazuje cela fada rostlinnych materiall, zejména zelenina, ovoce,
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obiloviny, kofeni a byliny. Mezi pfirodni antioxidanty vyskytujici se v t€chto materidlech
patii fenolické latky (fenolické kyseliny, flavonoidy, chinony, lignany, taniny a dalsi),
vitaminy (kyselina askorbova, tokoferoly nebo betakaroten), terpenoidy véetné karotenoidu,
slouCeniny dusiku (alkaloidy, aminy a betalainy) a nékteré prechodné kovy (Fe, Mn, Cu, Zn,
Se a Ni) [10-17]. Kromé& antioxidantd obsazenych v potravinach lze vyuzit i syntetické
antioxidanty. Syntetické antioxidanty byvaji ucinnéj§i a Casto se pouzivaji jako aditiva
do potravin, kde zabranuji oxidaci ne€kterych pfitomnych slozek. Jejich hlavni nevyhodou je
negativni UCinek na lidské zdravi. Ztohoto divodu se bézn€ nahrazuji rostlinnymi

antioxidanty [12,13].

1.3.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita (AA) je schopnost sloucenin snizovat oxidacni vlastnosti volnych
radikald ¢i tomuto procesu zabranit. JelikoZz je nékolik druht antioxidant, které jsou
piijimany ve slozitych matricich, neurCuje se AA jednotlivych latek, ale celkova antioxidacni
aktivita vzorku (TAA). Mira TAA zavisi na mnoho faktorech, proto je u riiznych biologicky
aktivnich sloucenin odlisna [10,12,17]. Zavisi zejména na reaktivité antioxidantli, coZ souvisi
s poStem a polohou jejich hydroxylovych skupin. Cim vé&tsi je potet hydroxylovych skupin,
tim vyssi je schopnost reakce s volnymi reaktivnimi radikaly [10,12,18].

Existuje fada metod pro stanoveni antioxida¢ni aktivity dané latky ¢i pfirodnich materiald,
které jsou zalozené na riznych chemickych a fyzikalnich principech [14]. Hlavnim principem
chemickych metod je reakce organického Cinidla s volnymi radikdly za vzniku barevnych
produktt, které je mozné monitorovat pomoci spektrofotometru. Chemické metody mohou
byt zalozené na schopnosti eliminovat radikaly (ABTS, DPPH ¢i ORAC) nebo na redoxnich
vlastnostech latek (FRAP) [10,14,16-22]. Smyslem téchto metod je charakteristika jejich
antioxidani G¢innosti v podminkach, které jsou blizké fyziologickému prostiedi.
Pti sledovani TAA je vSak velmi dulezité rozliSovat GCinky zjisténé in vitro (experimentalni
mefeni pii odliSné teplot€¢ a pH nez je v lidském organismu) a U¢inky zji§t€né in vivo,
kde fada rostlinnych materiald podléha metabolickym preménam jiz v travicim traktu
[10,12,15-22]. Dale je dulezité, aby vybrana metoda byla rychla a poskytovala stabilni
vysledky v delsim Casovém rozmezi, protoze stanoveni velkého poctu vzorku je Casové

narocné [14,15,21].
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1.3.1.1 Metoda ABTS

Metoda ABTS patii mezi oblibenou metodu stanovujici TAA. Jelikoz se vysledné hodnoty
antioxidani  aktivity bézné srovnavaji s hodnotami standardni latky  Troloxu
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina), byva oznafovéna také jako
metoda TEAC (Trolox Ekvivalent Antioxidant Capacity).

Principem  metody je sledovani ubytku radikalového kationtu ~ABTS™
(2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat), ktery je nejprve zapotiebi vytvorit oxidaci
ABTS slouCeniny (Obrazek 5) peroxodisiranem draselnym, oxidem manganicitym
nebo pomoci enzymatického systému (H2O2/peroxidasa). Vznikly modrozeleny roztok
radikalového kationtu ABTS™" nasledné reaguje s antioxidanty, ¢imz dojde k jeho odbarveni,
které se spektrofotometricky monitoruje pfi vilnové délce 734 nm. Vysledny pokles
absorbance je Casto zavisly nareakcni dobé€, koncentraci antioxidantl ve vzorku a jejich

antioxida¢nich vlastnostech [14-18,21].

CHy

)
HO\S// N

Obrazek 5 — Sloucenina ABTS.
1.3.1.2 Metoda DPPH

Metoda DPPH je jednou ze zékladnich analytickych metod pro stanoveni TAA biologicky
aktivnich latek. Princip této metody spociva v reakci testovaného extraktu se stabilnim
radikdlem DPPH" (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Vychozi latkou je sloucenina DPPH
(Obrazek 6), kterd je rozpustna v methanolu nebo ethanolu za vzniku fialové zbarveného
roztoku radikalu DPPH’ [14,16,18]. Pusobenim antioxidantd dochazi k redukci DPPH’
zavzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin), coz se projevi odbarvenim roztoku. Mira
odbarveni se spektrofotometricky monitoruje pii vinové délce 515 nm. Méteni se provadi bud’
po uplynuti urcité konstantni doby, nebo se meti zavislost poklesu absorbance na Case

(tzv. kineticky rezim). Vysledky byvaji bézn€ uvedeny jako ECso, tj. mnozstvi antioxidantu,
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které je nezbytné ke snizeni pocatecni koncentrace DPPH o 50 %. Kone¢na antioxidacni

aktivita je vyjadrena jako ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu [5,15-21].

N—NH NO,

Obrazek 6 — Sloucenina DPPH.

1.3.1.3 Metoda FRAP

Metoda FRAP je zalozena na redukCnich vlastnostech antioxidantl. Antioxidanty
obsazené v rostlinnych extraktech redukuji Zzluty komplex zelezitych ionti s TPTZ
(2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) za vzniku intenzivné modie zbarveného komplexu TPTZ
se zeleznatymi ionty, ktery se monitoruje pomoci spektrofotometru pii vinové délce 593 nm.
Vysledné hodnoty byvaji vztazeny ke standardni latce Troloxu nebo ke kyseling L-askorbové.
Nevyhodou této metody je neuplnd redukce Fe*" iontu s nékterymi fenolickymi latkami,
proto se casto nemusi shodovat s celkovou antioxida¢ni aktivitou vzorku [5,15,16,21].

Struktura slou€eniny TPTZ je znazornéna na Obrazku 7.
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Obrazek 7 — Sloucenina TPTZ.

1.3.1.4 Metoda ORAC

Tato fluorescencni metoda je zaloZena na schopnosti antioxidantii vychytavat peroxylové
radikdly, které jsou iniciovany  tepelnym = rozkladem  slouCeniny = AAPH

(2,2’-azobis-2-amidinopropan hydrochlorid) pii 37 °C. Peroxylové radikély se b&ézn€ oxiduji
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pomoci fluoresceinu slouziciho jako fluorescenc¢ni sonda. Oxidaci téchto radikald dojde
k ubytku fluorescence, ktery je monitorovan pomoci mikrotitraéni ¢teci  desticky
s fluorescencnimi filtry v rozmezi vlnovych délek 450-700 nm. Jako standardni latka

se bézn¢€ pouziva Trolox [5,15-18,21].

1.4 Fenolické latky

Fenolické latky byvaji nedilnou soucasti pfirodnich antioxidantt, které¢ maji pozitivni vliv
na lidské zdravi [3,11-13]. Mezi zakladni tfidy patii zejména flavonoidy, fenolické kyseliny,
taniny, lignany, ligniny, chalkony (chalkonoidy), kumariny a saponiny [10-12,18,23]. Jsou to
aromatické slouceniny obsahujici jednu nebo vice hydroxylovych funkénich skupin, vetné
jejich funkénich derivatd. Byvaji velmi komplexni a mohou se vyskytovat jako volné,
konjugované (glykosidy) ¢i vazané na bunéCnou sténu pfirodniho materidlu, kde casto
interaguji s biomolekulami, jako jsou sacharidy, proteiny nebo peptidy [10,12,13,18,20,24].

Fenolické slouCeniny jsou sekundarni metabolity pfitomné v potravinach rostlinného
pavodu (obiloviny, lusténiny, caj, kava a dals§i) [5,11,16,20,25]. Jelikoz se vyznacuji
nékterymi farmakologickymi vlastnostmi, mohou se vyuzivat v medicin€ jako potencialni
slozky prosperujici lidskému organismu a zaroven hraji dalezitou roli pfi riznych typech
chronického onemocnéni. Maji pozitivni vliv nejen na €loveka, ale i na samotné rostliny,
ve kterych se dané fenolické slouCeniny nachazeji. Byvaji stavebnimi, vonnymi a ochrannymi
slozkami rostlin a podileji se na jejich struktufe, odolnosti proti UV zafeni ¢i Skadcim,
procesu kliceni semen, vyvoji rostliny a na mnoha dalSich funkcich. Do této skupiny latek
se dale tadi 1 nckteré rostlinné pigmenty, jako jsou betakyaniny ¢ anthokyany,
které zpusobuji charakteristické zbarveni rostlin [10,12,18,20,23,25].

Obsah fenolickych sloucenin se mize v riznych Castech rostliny a jejich plodi znacné
ligit. Casto také jejich koncentrace zavisi na vng&jsich faktorech, jako je kvalita pudy,
kultiva¢ni proces, klimatické podminky nebo zpusob zpracovani rostlinnych produktt [7,20].
Problémem je zejména piili§ vysoka teplota, ktera muze zpisobit zménu struktury
fenolickych slouCenin, ¢imz dojde k jejich degradaci [3,5,20]. Z tohoto divodu se fenolické
slouCeniny obvykle pfijimaji formou syrovych pokrmi (zelenina nebo ovoce) a pfi jejich
upravé je dulezité volit vhodnou teplotu [11]. Naopak ke zvySeni fenolickych latek dochazi
pti klieni, kde se uvoliuji vazané fenolické slouceniny vlivem endogennich hydrolytickych

enzymu [5,21,23].
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1.4.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny byvaji obsazeny v potravinach rostlinného pdvodu, kde plsobi
jako antioxidanty zabranujici oxidaci rliznych potravinovych slozek, zejména mastnych
kyselin lipidi. Hlavnim skeletem je benzenové jadro, na kterém jsou nasubstituované
karboxylové a hydroxylové skupiny. Tato skupina latek se dale déli na dvé podskupiny,
jejichZz zékladnimi strukturami jsou kyselina benzoovéa a skoficova [10,12,18,20]. Rada
fenolickych kyselin se vaze na cukernou jednotku za vzniku glykosidd nebo se mohou vazat
na bunécnou sténu prirodni matrice, pro jejich uvolnéni z esterovych vazeb se pouZivaji
chemické nebo enzymatické hydrolyzy [10,12,23].

NejvyznamnéjSimi derivaty kyseliny benzoové jsou kyselina gallova a jeji dimerni forma
kyselina ellagova, které mohou dale tvofit hydrolyzované tanniny (gallotanniny
aellagotanniny).  DalSimi  hlavnimi  zastupci jsou kyseliny, 4-hydroxybenzoova,
3,4-dihydroxybenzoova, vanilova, syringova a salicylova [10-12,18,23,26]. Strukturni vzorce
béZnych hydroxybenzoovych kyselin jsou zndzornény v Tabulce 4.

Tabulka 4 - Piehled derivatl kyseliny benzoové [10,12,23].

Kyselina benzoova 2 3 4 5 6 Derivaty kyseliny

benzoové
H OH OH OH H Gallova kyselina
4-hydroxybenzoové
o H H OH H H kyselina
3,4-dihydroxybenzoové
g OH H OH OH H H kyselina
4 2 H OCHs OH H H Vanilovéa kyselina
3
H OCHs OH OCHs H Syringova kyselina
OH H H H H Salicylova kyselina

Typickymi derivaty kyseliny skoficové jsou kyseliny, A-kumarova, o-kumarové, kévova,
ferulova a sinapova. Tyto kyseliny mohou byt ve své volné formé (Tabulka 5) nebo jako
estery hydroxykyselin (kyselina Sikimova nebo chinova) a glykosid(. Dalsi dominantni
kyselinou této skupiny je kyselina chlorogenova, coz je kyselina kdvova esterifikovana
kyselinou chinovou [10,18,20,23,26].
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Tabulka 5 - Prehled derivatd kyseliny skoficové [10,12,23].

Derivaty kyseliny

Kyselina skoFicova 2 3 4 5 6 S
skoFicové
H H OH H H ~-kumarova kyselina
o H OH H H H o-kumarova kyselina
S OH H OH OH H H Kavova kyselina
4 2 ) .
3 H OCHs OH H H Ferulova kyselina
H OCHs OH OCHs H Sinapova kyselina

1.4.2 Flavonoidy

Flavonoidy predstavuji velmi pocetnou skupinu fenolickych sloucenin, kterou mdzeme
najit ve vSech cévnich rostlindch, zejména v ovoci a zeleniné. Patfi mezi nejvice
konzumované fenolické slouceniny s nejvyssi antioxidacni aktivitou a Casto plsobi jako
obranné pigmenty chranici rostlinu pfed Skodlivymi jevy [3,10,12,20,23]. Zakladni
flavonoidni strukturou je flavanové jadro (Obrazek 8), které se skladd z 15 atomi uhliku
usporadanych do t¥i kruh(l (C6-C3-C6) [20,23,26,27].

Obrazek 8 - zakladnf struktura flavonoid( [18,20,23,26,27]

Flavonoidy se vyskytuji jak ve volné, tak i ve vazané formé. Vazané flavonoidy byvaji
spojeny glykosidickou vazbou s jednoduchymi sacharidy (glukosa, galaktosa, arabinosa
arhamnosa) nebo oligosacharidy (rutinosa). V rostlinach jsou Casto pFitomny jako
O-glykosidy, kde je sacharid navazany na hydroxylovou skupinu aglykonu (necukernou
slozku). Mezi né patfi napfiklad rutin neboli kvercetin-3-rutinosid. Dale mohou tvofit
komplexy s lipidy, aminy C¢i karboxylovymi kyselinami. Takto substituované flavonoidy
se Stépi navolné polyfenoly aZ v travicim traktu, kde jsou cCasto absorbovany. Vazané
flavonoidy mivaji nizsi antioxidaCni aktivitu nez jejich volné formy, protoze maji méné

kyselych vodikd, coz je zplsobeno navazanim sacharidu nebo jiné molekuly na hydroxylovou
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skupinu flavonoidu [10,12,18,20,23]. Zéastupci nejbéznéjsich flavonoidd jsou uvedeny

v Tabulce 6.

Tabulka 6 - Bézné druhy flavonoid( [10,18,20,23,26,27].

Flavony Flavonoly
3 3
2' 4 2" 4
8 Ty |
7 " X 5' 7 8 .Q 5
2 ! 2
6 6
6 3 6
5 5 OH
0] 0]
Nejbéznéjsi 5 7 3 4’ Nejbéznéjsi 5 7 Lk 4’ 5*
derivaty derivaty
Apigenin OH OH H OH Kvercetin OH OH OH OH H
Luteolin OH OH OH OH Kaempferol OH OH H OH H
Chrysin OH OH H H Myricetin OH OH OH OH OH
Flavanony Flavan-3-oly
3 3"
;2 4 2 4
7 8 ®) 1 5 8 1
2 7 U\ 5!
6 2 6'
° 5 ’ 6 OH
o 5 4
Nejbéznéjsi 5 7 E 4’ Nejbéznéjsi 3 5 7 3’ 4’ 5
derivaty derivaty
Naringenin  OH OH H OH Katechin pOH OH OH OH OH H

Hesperetin  OH OH OH OCHs (-) Epikatechin aOH OH OH OH OH H

1.4.3 Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek se Casto vyuZivad jednoducha
spektrofotometricka metoda, kterd je zaloZena na reakci Folin-Ciocalteuového cCinidla
s fenolickymi  latkami.  Folin-Ciocalteuové Cinidlo je smés fosfowolframovych

a fosfomolybdenovych kyselin, které se redukuji v prostfedi uhliitanu sodného za vzniku
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modrého zbarveni wolframovych a molybdenovych oxidu. Narist absorbance se méfi
pii vinové délce 750 nm. Vysledné hodnoty koncentrace polyfenolt jsou obvykle vztazeny

na standardni latku kyselinu gallovou (GAE) nebo ekvivalentni mnozstvi katechinu [5,19,28].

1.5 Priprava vzorku

Ptiprava vzorku je velice dulezitou Casti celé analyzy. Musi se proto zvolit vhodny postup,
ktery zaru¢i co nejvyssi mozny vytézek sledovaného analytu s co nejnizsi chybou méfeni.
Toho je Casto t€zké dosahnout, protoze vétSina prirodnich vzorkd obsahuje velké mnozstvi
raznych latek, které vyzaduji vicekrokovou pfipravu. Problémem vicekrokové piipravy je
zvySeny pocet chyb zavedenim interferentli a zaroven snizeni vyt€znosti metody. Vyhodou je
naopak zlepSeni selektivity a citlivosti stanoveni [23].

Postupy pfipravy vzorkl pro analyzu fenolickych slouCenin se mohou zna¢né lisit. Vyber
vhodného postupu zalezi na formé rostlinného materidlu a obsahu fenolickych latek [23].
Pfirodni pevné vzorky jsou obvykle podrobeny mleti, homogenizaci a suSeni, kterého lze
docilit za pokojové i zvySené teploty nebo tzv. lyofilizaci. Pti lyofilizaci se ptfirodni material
susi vymrazovanim a naslednou sublimaci ptitomné vlhkosti za snizené¢ho tlaku a teploty,
¢imz se zachovd vzhled vzorku 1 jeho nutricni profil [29]. Poté nasleduje izolace
a zakoncentrovani analytu a odstranéni rusivé matrice, coz se provadi riznym typem extrakce
[10,19,23,24]. Pted extrakci se v nekterych pfipadech musi provést hydrolyza, ktera slouzi

k vyvéazani fenolickych sloucenin z bunécné stény piirodniho materialu [23,24].

1.5.1 Hydrolyza fenolickych latek

Velka cast fenolickych kyselin a flavonoidu existuje v pfirodnich materialech jako
nerozpustné vazané komplexy, které jsou spojeny se sacharidy i proteiny bunétné stény
prostfednictvim esterovych &1 etherovych vazeb a nelze je extrahovat béznymi
vodné-organickymi rozpoustédly. Pro analyzu je proto velice dulezité navazané latky uvolnit.
Vzhledem k tomu, Ze se tyto navéazané latky v travicim traktu uvolfiuji vlivem pH prostiedi
nebo pfitomnymi enzymy, byly vyvinuty metody pusobici podobnymi mechanismy.
Pro vyvazani jednotlivych sloucenin zvazeb se obvykle pouziva alkalick4, kyseld nebo
enzymaticka hydrolyza. Casto se vyuZivaji i kombinace t&chto typt hydrolyz [10,20,23,30].

Pii alkalické hydrolyze se nejCastéji pouziva hydroxid sodny a pii kyselé hydrolyze
se pouzivaji silné anorganické kyseliny, jako je kyselina chlorovodikova ¢&i sirova. Cilem

hydrolyz je uvolnéni jednotlivych slouCenin z glykosidickych a esterovych vazeb za vzniku

29



aglykonu. Pouzitim jednoho typu hydrolyzy ¢asto nedochazi k vyvazani vsech fenolickych
latek, proto je zapotiebi pouzit kombinaci alkalické akyselé¢ hydrolyzy. V prvnim kroku
se obvykle provadi alkalické hydrolyza, jejiz reak¢ni doba se pohybuje v fadu nékolika hodin.
Tato Cast muze probihat v inertnim prostfedi dusiku. Neékteré fenolické latky, zejména
fenolické kyseliny, se pii alkalické hydrolyze nemusi z buné€nych stén uvolnit, proto je nutné
provést naslednou kyselou hydrolyzu, ktera zajisti uvolnéni dosud nevyvazanych fenolickych
latek. Kyselou hydrolyzou lze ziskat vyznamné mnozstvi n€kterych fenolickych kyselin. Tyto
zminované hydrolyzy vSak mohou zpisobit i snizeni nebo dokonce ztratu nekterych
sledovanych latek. Divodem ztrat jsou vysoké teploty a drsné podminky pH. Proto je dalezité
u obou typu hydrolyz zvolit takové pH a teplotu, aby se zamezil rozklad fenolickych latek
a zaroven tvorba nezadoucich vedlejSich produkti. V alkalické hydrolyze se tato
degradace latek eliminuje pouzitim kyseliny askorbové (silny antioxidant) a kyseliny
ethylendiamintetraoctové (chelata¢ni €inidlo) [10,23,30,31].

K uvolnéni fenolickych latek z glykosidickych vazeb se pouzivd 1mén€ rozSifena
enzymaticka hydrolyza. Tento zpasob hydrolyzy vyuziva enzymy, jako jsou pektinazy,
celulazy, amylazy nebo sulfatdzy. Oproti alkalické a kyselé hydrolyze je méné drasticka,

ale ¢asto 1 méné ucinna [10,13,23].
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1.6 Separacni metody vyuzivané pro analyzu fenolickych latek

1.6.1 Extrakce

Extrakce je separacni metoda, kterd je zalozena na distribuci latky mezi dvéma vzijemné
nemisitelnymi fazemi. Jeji de€lici schopnost je déna selektivni rozpustnosti latek
v rozpousteédle, ktera je zavisla na typu interakci uplatriujicich se pfi rozpousténi. Z tohoto
divodu je dulezita volba vhodného extrakéniho rozpoustédla [23,24,32,33].

Extrakci lze délit podle skupenstvi fazi, mezi kterymi dand slozka pfechazi: extrakce
z pevné faze do kapaliny, extrakce mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi kapalinami, extrakce

z kapaliny na pevnou fazi a extrakce z tekutiny na pevnou fazi [32,33].

1.6.1.1 Extrakce z pevné faze do kapaliny

Tento typ extrakce se nejCastéji pouziva k izolaci jedné nebo vice slozek z biologického
nebo prirodniho pevného materialu. Nejdualezit€jsim krokem je volba vhodného rozpoustédla,
vnémz se selektivné rozpousti izolovana slozka. Dulezité¢ je také dokonalé rozemleti
testovaného materidlu. Pro dosazeni vysokého vytézku se provadi opakovand extrakce,
pii které dochézi k mnohonasobnému ustanoveni rovnovahy mezi pevnym vzorkem
a rozpousStédlem. Opakovana extrakce se muze provadét bud diskontinualné,
nebo kontinudln€. Diskontinudlni extrakce se obvykle provadi v tfepackach za laboratorni
teploty. Vzhledem k tomu, ze je extrakce tuhych latek obvykle zdlouhava, dava se prednost
kontinualnimu provedeni. Pii kontinualni extrakci se nejCastéji pouziva Soxhletiv extraktor,
pii kterém se extrahuji latky za teploty varu. Pii vys$si teploté dojde k lepsi rozpustnosti
extrahovanych slozek v organickych rozpoustédlech, ¢imz se urychli transport hmoty. Jeho
vyhodou je také vysoka ucinnost a niz8i spotfeba rozpoustédla. Extrakci testovanych latek
tuhého materialu 1ze rovnéz podpofit mikrovinnym ohfevem nebo ultrazvukem [32,33].

Pro extrakci fenolickych latek se obvykle pouzivéd klasickd diskontinualni opakovana
extrakce, kde je nejdulezitéjsi zvolit vhodné extrakéni podminky a rozpoustédlo.
Rozpoustédla mivaji riznou polaritu a samotna extrakce probiha pfi odliSnych teplotach
a podminkach pH [13,23,24]. Tento typ extrakce je b&zny pro izolaci volnych forem
fenolickych kyselin a flavonoidu, které se ziskavaji z pevného vzorku amarantovych zrn.
Volné fenolické slouCeniny mivaji jednoduché struktury a be&zné se extrahuji vodnymi
roztoky organickych rozpoustédel, jako je naptfiklad vodny roztok methanolu, ethanolu,

acetonu nebo ethylacetatu [23,24]. V amarantovém zrnu existuji 1 vazané formy fenolickych
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sloucenin, které se nedaji pfimo extrahovat z pevného vzorku, proto se musi provést nejprve

vhodn4 hydrolyza [23].

1.6.1.2 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) patii mezi nejvice pouzivané analytické metody.
Tento druh extrakce je zalozen na pfechodu latek z kapalného vzorku do vhodného
rozpoustédla (ethanol, methanol, ethylacetat a dalsi) [13,23,24]. Metoda LLE umoziiuje
jednoduché, rychlé a selektivni déleni slozek v §irokém rozsahu koncentraci. Latky,
které maji byt extrahovany, se rozpousti v kapaliné podle Liebigova pravidla (podobné
se rozpous$ti v podobném). Pro uspéSnou extrakci je tedy zapotiebi mit dvé odlisné kapaliny,
které jsou vzajemné nemisitelné. Druh rozpoustédla se voli predevsim podle jeho schopnosti
rozpoustét sledované latky. Ve vétSin€ pfipadi se jedna o extrakci z vodnych roztoku
do organického rozpoustédla [32,33].

Tento typ extrakce se bézné vyuziva po hydrolyze k izolaci uvolnénych fenolickych latek.

Jako extrakéni rozpoustédlo se nejCastéji pouziva ethylacetat nebo diethylether [23].

1.6.2 Chromatografické metody

Chromatografie je separani metoda, pfi niz dochazi k rozd€leni smesi latek na zaklade
distribuce mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi, z nichz jedna je stacionarni a druha
mobilni. Stacionarni faze byva ve form& velmi malych tuhych castic, tenké vrstvy kapaliny
nanesené¢ na tuhych &asticich nebo filmu kapaliny naneseném na vnitini strané kapilary.
Mobilni fazi je plyn (plynova chromatografie) nebo kapalina (kapalinovd chromatografie),
kterd svym pohybem unasi slozky vzorku smérem ke stacionarni fazi, kde dochazi

k vz4jemné interakci [33-35].

1.6.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouinnd kapalinova chromatogratie (HPLC) je jednou znejpouzivangjSich
a nejucinngjSich chromatografickych metod, kterd se obvykle pouziva k separaci, identifikaci
a kvantifikaci fenolickych slouCenin v pfirodnich matricich [23,24]. Vysokych ucinnosti
se dosahuje pouzitim chromatografické kolony s dostatené malym vnitinim prumérem
(do 4,6 mm) naplnénou vhodnou stacionarni fazi obsahujici velmi malé Castice pravidelného
tvaru o jednotné velikosti (3—5 pm). Jelikoz takto naplnéna kolona klade velky odpor proti
protékajici mobilni fazi, musi se zvy$it hnaci sila toku mobilni faze pomoci vysokotlakého

Cerpadla vyrobeného z odolného materialu (nerezova ocel). Tim se zajisti nejen vyS$si i€innost
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separace, ale i jeji rychlost. DllezZita je také odolnost chromatografické kolony vici témto
vysokym tlaklim ajeji chemicka inertnost [32-34,36].

Principem této metody je zavedeni vzorku do proudu mobilni faze pomoci davkovaciho
systému, Casto se pouZiva manudlni Sesticestny ventil s ddvkovaci smyckou nebo automaticky
ventil tzv. autosampler [33,34]. VVzorek undSeny mobilni fazi putuje do chromatografické
kolony, kde dochazi k samotné separaci analyzovanych latek v zavislosti na interakcich mezi
fazemi a vzorku. Za chromatografickou kolonou je umistén detektor, ktery detekuje
separované latky a zaznamenava jejich retencni Casy. Volba vhodného detektoru hraje
pfi analyze vyznamnou roli a zavisi na fyzikalné chemickych vlastnostech analyzovanych
latek.  NejbéZnéji  pouzivané detektory jsou spektrofotometrické, fluorescencni,
elektrochemické av neposledni fadé hmotnostni spektrometry, jez se staly nejZzadanéjSimi
detektory ve spojeni s kapalinovou chromatografii [32-36]. Schéma HPLC systému je

zné&zornéno na Obrazku 9.
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Obrézek 9 - Schéma HPLC systému [37].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se déli podle polarity mobilni a stacionarni faze
na chromatografii v systtmu snormalnimi fazemi (NP-HPLC) a chromatografii v systému
s obracenymi fazemi (RP-HPLC). Systém snormalnimi fazemi vyuziva poléarni stacionarni
faze (silikagel, alumina, aminové baze a dalSi) a méné polarni mobilni fazi (organicka
rozpoustédla ajejich smési). Nejcastéji se vSak pouziva HPLC v systému s obracenymi neboli

reverznimi fazemi, kde stacionarni fazi je nepolarni chemicky modifikovany silikagel



(nejastéji pomoci oktadecylového Fetézce, C18). Mobilni fazi predstavuji vodné roztoky
polarnich organickych rozpoustédel, jako jsou vodné roztoky methanolu nebo acetonitrilu.
Pokud separace sledovanych latek probihd za konstantniho sloZeni mobilni faze, mluvime
o0 izokratické eluci. Tento typ eluce nebyvd bézny, protoZze neni vhodny pro analyzu

vvvvvv

sloZit&jsich smési latek. Casto se pouZiva gradientové eluce, pfi které se sloZeni mobilni faze

vvvvvv

smési s velkymi rozdily retence [23,24,32-35,36].

1.7 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikdlné chemickd metoda Siroce vyuZivana
pro detekci fenolickych sloucenin. Jeji podstatou je ionizace molekuly na charakteristické
ionty, rozliseni jednotlivych iontd podle poméru hmotnosti anaboje (m/z) anasledné
vyhodnoceni hmotnostniho zdznamu relativnich intenzit téchto iont(l [38,39]. Hmotnostni
spektrometrie m& velmi dobrou vypovidajici schopnost o struktufe analyzovaneé latky
avyuZziva se pfedevsim ve stopové analyze organickych latek. Vyhodou metody jsou vysoka
citlivost, minimalni spotfeba vzorku a moznost spojeni se separacnimi technikami, jako je LC
nebo GC. Nevyhodou je predevsim pofizovaci a provozni cena [32,38].

Hmotnostni spektrometr (Obrazek 10) se sklada ze tfi zakladnich Casti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Tyto jednotlivé Casti pFistroje jsou navzajem zavislé
amnohdy jejich vybér ovliviiuje kvalitu hmotnostniho spektra a vysledky mérfeni. Nedilnou
soucasti je izafizeni pro zavadéni vzorku, vykonny vakuovy Cerpaci systém udrzujici
dostatecné nizky tlak pri analyze, iontova optika slouzici k fokusaci iontl a pocitac pro sbér
nameérenych dat ajejich vyhodnoceni [38-40].

Obrazek 10 - Schéma hmotnostniho spektrometru [38].
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1.7.1 TIontovy zdroj

Iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru slouzi k ionizaci analytu, neboli k pfevedeni
neutralni molekuly analyzovaného vzorku do iontového stavu (nabité castice), za vzniku
molekularniho iontu. Volba ionizaéni techniky zavisi na mnoha faktorech, a to predevsim
na tékavosti latky, polarité, molekulové hmotnosti, tepelné stabilité, volb& polarity ionizace,
studiu nekovalentnich interakci a prostorovému uspotfadani molekul (zejména biomolekul).
Podle mnozstvi dodané energie délime ioniza¢ni techniky na tzv. tvrdé a mekké. Pii tvrdé
ionizaci ziska ionizovana molekula nadbytek vnitini energie, ktera zpusobi rozsahlejsi
fragmentaci primarn€ vzniklého iontu. Pfi mé&kké ionizaci ziskd ionizovana molekula
mnohem mensi energii, coz se projevi nizkou fragmentaci a ve spektru jsou pozorovany
predevsim protonované nebo deprotonované molekuly v zavislosti na polarité vlozeného
napéti. Pomoci mékkych ioniza¢nich technik lze tedy ziskat informace o hmotnosti molekul
vjejich pavodni formé. Mezi tvrdé ionizacni techniky se fadi elektronova ionizace (EI).
Do mékkych ionizaénich technik, které jsou mnohem Setrnéjsi, se fadi chemicka ionizace (CI)
a ionizaCni techniky pracujici za atmosférického tlaku, mezi které patii ionizace
elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace za atmosférick¢ho tlaku (APCI) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI). Mezi mekké ionizaéni techniky patfi také ionizace laserem
za ucasti matrice (MALDI), kterd se vyuziva piedev§im pro ionizaci latek s velmi vysokou

molekulovou hmotnosti [32,34,38—40].

1.7.1.1 Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (ESI) je jednou z nejSetrnéjSich ionizacnich technik, které jsou
vhodné pro analyzu stiedn& polamich az iontovych latek. Casto se pouZiva pii spojeni
hmotnostniho spektrometru s kapalinovou chromatografii. Nelze ji vSak vyuzit pro analyzu
nepolarnich slouCenin za pouziti nepolarnich mobilnich fazi [32,38,40].

Principem elektrospreje (Obrazek 11) je vytvoreni nabitych ¢astic po pruchodu vzorku
kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti (3—5 kV). Na konci kapilary dochézi
k rozpraSeni roztoku vlivem zmlzujiciho plynu (N2). Vznikly nabity aerosol je privadén
pii atmosférickém tlaku do ioniza¢ni komory, kde dochazi pusobenim protiproudu horkého
inertniho plynu k opatfovani rozpoustédla, ¢imz se zvysi hustota povrchového napéti a dojde
k rozpadu kapicek, neboli ktzv. Coulombické explozi. Tato Coulombicka exploze je

zpusobend prevladajicimi repulznimi silami naboje nad povrchovym napétim kapky.
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Opakovanim tohoto mechanismu iontového vyparovani disociované latky vede az k uvolnéni

iont(, které vstupuji do plynné faze hmotnostniho analyzatoru [32,38-41].

Obrazek 11 - Schéma ESI zdroje [38].

Podle polarity vkladaného napéti jsou ve spektru pozorovany ionty se sudym poCtem
elektronll, prevazné protonované, [M+H]+ nebo deprotonované molekuly, [M-H]-.
Fragmentové ionty jsou pozorovany zfidka. Dale mohou vznikat aduktové ionty s alkalickymi
kovy Ci se soli pfitomnou v mobilni fazi, napf. [M+Na]+, [M+NH4]+, [M+K]+ nebo
[M+HCOOQ]-. Pri ionizaci mohou vznikat i vicenasobné nabité ionty, ¢ehoZ se vyuziva
pfi analyze biomakromolekul svelmi vysokymi molekulovymi hmotnostmi, jako jsou
peptidy, sacharidy, proteiny nebo nukleové kyseliny. Vzhledem ktomu, Ze se ionizuji
vSechny pritomné kapalné féze, je zapotiebi dbat na Cistotu analyzovaného vzorku

a pouzivaného rozpoustédla [32,38].

1.7.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi k separaci vzniklych iontll v plynné fazi podle jejich
poméru m/z, které lze dosdhnout na zakladé rlznych fyzikalnich principd. Separace iontll
probiha za velmi vysokého vakua, 10-3-10-11Pa, v zavislosti na pouzitém analyzatoru. Mezi
jejich zakladni parametry patfi predevSim rozliSovaci schopnost, hmotnostni rozsah,
dynamicky rozsah (rozmezi koncentraci), spravnost ureni m/z a rychlost zd&znamu spekter.
Hmotnostni analyzatory se déli podle zplsobu separace iontll na skenujici, priletové, iontové
pasti a analyzatory pohyblivosti iontli. Déale se mohou délit podle jejich rozliSovaci schopnosti
na analyzatory s nizkym a vysokym rozlienim.

Skenujici analyzatory postupné méni skenované veliiny a propousti ionty o urcitém
poméru m/z smérem Kk detektoru. Hlavnimi zastupci jsou kvadrupdlovy analyzétor (Q)

a sektorovy magneticky analyzator. Principem iontovych pasti (IT) je schopnost zadrZovat
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ionty pomoci napéti na elektrodach a nésledné je analyzovat. Mezi hlavni zastupce patfi
linearni a 3D iontova past. Jejich vyhodou je moznost ziskani vicenasobnych spekter (MSn).
Stejnym principem separace funguji i analyzatory, jako jsou orbitrap a iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR). Vyhodou téchto dvou zmifiovanych
analyzatorll je jejich souCasna kombinace analyzatoru s detektorem. Dal$i skupinou
hmotnostnich analyzator( jsou prlletové analyzatory, které méfi dobu letu iontll potiebnou
pro prekonani urcité vzdalenosti. Hlavnim z&stupcem je analyzator doby letu (TOF). Mezi
jeho vyhody patfi rychlé méfeni spekter a teoreticky neomezeny hmotnostni rozsah
m/z [32,34,38-40].

1.7.2.1 Kvadrupdlovy analyzator

Konstrukéné se jedna o Ctyfi kovové tyce kruhového nebo hyperbolického prifezu délky
20-30 cm. Hyperbolicky pridfez je optimalni pro dosazeni lepsiho rozliseni. Na vsechny tyce
je vkladano vysokofrekvencni stfidavé napéti a soucasné stejnosmérné napéti, kdy na dvé
protilehlé tycCe je vloZeno kladné stejnosmérné napéti a na zbyvajici dvé zdporné stejnosmeérné
napéti. lonty pfivedené do prostoru mezi tyCemi zaCnou vlivem vysokofrekvenéniho
stfidavého napéti oscilovat. V urcity okamzik, pro vhodné zvolené hodnoty stejnosmérného
napéti a amplitudy stfidavého napéti, jsou oscilace stabilni jen pro ionty surcitou hodnotou
m/z a projdou kvadrupdlem na detektor. Ostatni ionty maji nestabilni oscilace a jsou
zachyceny na kvadrup6lovych tyCich. Zménou vkladanych napéti, pfi zachovani jejich
konstantniho poméru, je moZzné postupné propoustét vsechny ionty o urcitych hodnotach m/z

[32,34,38-41]. Schéma kvadrupblového analyzatoru je znazornéno na Obrazku 12.

kvadrup6lové tyce detektor
ionty vystupni Stérbina
stabilni ion
(detekovany)
nestabilni ion

vstupni Stérbina  (zachyceny na tycich)

Obréazek 12 - Schéma kvadrupdlového analyzatoru [42].
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Jednd se vlastn€é o hmotnostni filtr, ktery vyuziva dva jednoduché skenovaci rezimy.
Jednim z nich je zékladni sken (full scan), pii kterém se skenuje celkovy hmotnostni rozsah.
Tento typ skenu slouzi zejména ke kvalitativni analyze, kde jsou zjiSt€ny vSechny
zaznamenané hodnoty m/z. Nevyhodou tohoto skenu je nizka citlivost méfeni. Pro zvyseni
citlivosti se pouziva selektivni zaznam ionti (SIM), kde se skenuji pouze pfedem zvolené
hodnoty m/z. Tento typ skenu se pouziva prevazné pro kvantifikaci iontt.

Vyhodou kvadrupolového analyzatoru je univerzalnost, citlivost a rychla zména hodnot
napéti vkladanych na kovové tyCe, coz umoziuje rychlé skenovani. Nevyhodou je nizky
hmotnostni rozsah. Dalsi nevyhodou je, Ze na rozdil od iontovych pasti nelze provést MS/MS
analyzu. Pro ziskani strukturnich informaci se provadi kolizn€ indukovana disociace (CID),
ktera probiha ve zdroji, kde dochazi k fragmentaci vSech pfitomnych iontd, vcetné

necistot [32,34,38,39].

1.7.3 Tandemové usporadani hmotnostnich analyzatoru

Tandemové usporadani hmotnostnich analyzatori neboli tzv. tandemova hmotnostni
spektrometrie (MS/MS) je metoda, pfi které dochéazi k postupné vicenasobné fragmentaci
iontu. Pfi tandemovém uspotadani lze izolaci a fragmentaci provést v ¢ase nebo v prostoru,
v zavislostt na pouzitém hmotnostnim analyzatoru. Vysledné MS/MS spektrum téchto
usporadani obsahuje pouze fragmentové ionty vzniklé rozpadem vybraného prekurzoru, tudiz
nejsou pritomné zadné necistoty, jako je tomu u fragmentace v iontovém zdroji v pripade

CID [38,39,43,44].

1.7.3.1 Tandemova hmotnostni spektrometrie v ¢ase

Analyza v Case probiha v jednom analyzatoru na zakladé postupnych zmén urcitych
parametrd. Hlavnimi zastupci jsou iontova past, orbitrap a FT-ICR. Principem iontové pasti je
ptivadéni iontu ziontového zdroje do pasti, kde jsou =zachyceny v periodickém
radiofrekvencnim elektromagnetickém poli. Izolaci prekurzoru 1ze provést zmeénou vlozeného
napéti, pit kterém si pouze ionty prekurzoru zachovaji stabilni trajektorii. Nasledné dochézi
vlivem CID aktivace k nasobnym srazkam stabilnich iontl s pfitomnym inertnim plynem
(heliem). Vzniklé produktové ionty jsou zachyceny a postupné vypuzovany smérem
k detektoru. Vyhodou iontovych pasti je obvykle cenova dostupnost, protoze je zapotiebi
pouze jediného hmotnostniho analyzatoru. Dalsi vyhodou je moznost provedeni
vicenasobného opakovani izolace a fragmentace charakteristického iontu, tzv. MS". Naopak

nevyhodou iontovych pasti je nizka rozliSovaci schopnost a spravnost méteni [38,39,43,44].
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1.7.3.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie v prostoru

Analyza v prostoru vyuziva dva a vice analyzatort sefazenych za sebou. Prvni hmotnostni
analyzator vybira prekurzorovy ion a posledni analyzator skenuje produktové ionty vzniklé
v oblasti mezi témito analyzatory. Typickymi zastupci jsou trojity kvadrupdl (QqQ),
kvadrupdl s analyzatorem doby letu (QqTOF), dva analyzatory doby letu (TOF/TOF),
kvadrupdl s iontovou cyklotronovou rezonanci (QqICR) a dalsi. Nevyhodou této analyzy je
omezeni stupnud fragmentace kazdého analyzatoru, protoze dochazi ke ztratam iontového
proudu pfi praletu jednotlivymi analyzatory. Dalsi nevyhodou je cena celého pfistroje, nebot
je zapotfebi pouzit vice analyzatoru. Z tohoto divodu se nejb&€zné&ji pouzivaji pouze
dvojstupiiové tandemové piistroje (MS/MS; MS?), napt. trojity kvadrupol [38,39,40,43,44].

Trojity kvadrupdl se sklada ze tii kvadrupdli zapojenych v sérii. V prvnim
kvadrupolovém analyzatoru (Q1) dochazi k izolaci pozadovaného iontu prekurzoru. Vybrany
ion dale putuje do druhého analyzatoru (q), ktery slouzi jako kolizni cela. V kolizni cele
dochazi k energetickym srazkam (kolizim) prekurzorovych iontli s molekulami neutralniho
plynu (nejCastéji inertniho argonu nebo dusiku) za vzniku produktovych iontl, dochazi tedy
ke kolizn¢ indukované disociaci. Vzniklé produktové ionty se nasledn€ analyzuji a detekuji
ve tfetim analyzatoru (Q2). Trojity kvadrupdl se vyuziva predevsim pro kvantitativni analyzu
a MS/MS experimenty. Jeho vyhodou je, Ze opakovanymi srazkami iontd s koliznim plynem,
sledujeme vice fragmentovych iontil nez u MS/MS méfeni s iontovou pasti. Dalsi vyhodou je

vysoka selektivita a citlivost mefeni [32,34,38,39,40,44].

1.7.3.3 Skenovaci mody v tandemové hmotnostni spektrometrii

Vsechny hmotnostni analyzatory pracuji v riznych skenovacich modech, v zavislosti
na informacich, které chceme ziskat o analyzované latce. V tandemové hmotnostni

spektrometrii se nejvice pouzivaji Ctyfi typy skenovacich moda [38,43].

a) Sken produktovych iontit (PR) poskytuje informace o vSech produktovych iontech, které
vznikly fragmentaci specifického prekurzoru. Tento typ skenu vyuzivaji vSechny
analyzatory pracujici v MS/MS uspotradani, jako jsou QqQ, IT, sektorové analyzatory
a daldi hybridni analyzatory. Sken PR je vhodny pro kvalitativni analyzu, pii které lze
ziskat informace o struktute analyzované latky [38,43,44].

b) Sken ionti prekurzoru (PI) poskytuje informace o vSech iontech, které po kolizi vytvori

fragment se stejnou hodnotou m/z. To znamena, ze Q1 skenuje celé spektrum, zatimco Qs

je nastaven pouze na hodnotu spolecnych produktovych ionth. Sken PI lze pouzit
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predevsim pro detekci vybrané funkCni skupiny nebo tfidy sloucenin s podobnou
strukturou na zaklad€ jejich charakteristického fragmentového iontu [38,43,44].

c) Sken neutralnich ztrat (NL) poskytuje informace o vSech iontech, které se zmensi
o stejnou hodnotu m/z neutralni molekuly (napf. ztrata molekuly vody). V tomto ptipade
skenuji oba analyzatory s konstantnim rozdilem Am/z. VétSinou se zde detekuji latky
se stejnou funk¢ni skupinou [38,43,44].

d) Sken jedné iontové reakce (SRM) nebo vice iontovych reakci (MRM) patii mezi vysoce
citlivou a specifickou techniku hmotnostni spektrometrie, kterd se nejbéznéji pouziva
pro kvantitativni stanoveni analyzovanych latek v komplexnich smé&sich. Tato technika
se vyuziva zejména u QqQ. Pro vyuziti tohoto skenu je dulezité, aby oba separacni
analyzatory byly v urCitém ¢asovém useku konstantni. V Qi se nejprve vybere predem
znama hodnota m/z prekurzoru odpovidajici pfislusné sloucenin€. Tento prekurzor
se nasledné podrobi kolizi v dal§im q za vzniku fragmentd. Ze vzniklych fragmentd
se v Q3 i1zoluyje produktovy ion o dané hodnoté m/z, ktery je urCen pro kvantifikaci.
Pro vyrazné zlepSeni citlivosti a selektivity je zapotiebi tuto techniku vhodnym zptsobem
optimalizovat, v zavislosti na typu pfistroje. Optimalizuje se predevsim volba
prekurzorovych a produktovych iont, skenovaci rychlost, hodnota kolizni energie,

teplota a prutok susiciho plynu nebo urychlujici napéti [38,43].

1.7.4 Detektory

Posledni casti hmotnostniho spektrometru jsou detektory, které slouzi k detekci
dopadajicich iontli, neboli k urCeni jejich relativni intenzity. Detektory 1ze rozdélit do dvou
zakladnich skupin podle zaznamu iontd. Prvni skupinou jsou detektory, které detekuji
elektricky proud vznikajici ptimym dopadem iontt (Faradayova klec). Vysledny indukovany
proud je nasledné zesilen a zaznamenan. Druhou skupinou tvoifi nasobicové detektory,
které vyuzivaji efekt nasobeni elektroni vzniklych po dopadu iontd na detektor. Timto
nasobenim se ziskd silngjsi mefitelny signal pro jednotlivé ionty. Typickymi zéastupci jsou

elektronové nasobice a fotonasobice [32,38,40].
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1.8 Spojeni HPLC/MS

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem je
v soucasnosti nejpouzivangjsi analytickou metodou, jejiz aplikovatelnost je velmi S§iroka.
Vyhodou spojeni je moznost soucasne separovat a identifikovat slozitéj§i smesi latek, pfi¢emz
se vyuziva vysoké ucinnosti separace a selektivity HPLC techniky a citlivosti hmotnostniho
spektrometru [23,24,32,38].

Spojeni HPLC/MS je technicky naro¢né&jsi nez spojeni plynové chromatografie
a hmotnostniho spektrometru (GC/MS), jelikoz se do systému piivadi misto plynu kapalina,
kterou je t&ézsi odstranit [38]. Proto byly pro spojeni HPLC/MS vyvinuty ionizaéni techniky
pracujici za atmosférického tlaku, ESI a APCI, kdy se mobilni faze ptimo ucastni ioniza¢niho
procesu. ESI technika se pouziva pfedevsim pro siln€ polarni latky, APCI pro méné polarni
latky a pro nepolami latky se b&€zn€ pouziva APPI [32]. Hmotnostnim analyzéatorem byva
trojity kvadrupodl, iontova past nebo pruletovy analyzator [32,45]. Dulezity je také vybér
mobilni faze, ktera ma vliv na tvorbu iontd. Jako mobilni faze se Casto pouziva
methanol/voda, acetonitril/voda nebo kombinace obou organickych rozpoustédel
methanol/acetonitril/voda. Veskera aditiva do mobilni faze musi byt tékavd a méla by
se pfidat v co nejniz8§i koncentraci, aby nedosSlo k potlaCeni intenzity signalu. Z kyselin
se nejCastéji pouzivaji kyseliny, mravenci, octova ¢i trifluoroctova, z pufrt to jsou mravencan
amonny nebo octan amonny [45].

Vyuzitim této techniky lze ziskat n€kolik riznych zéznamt, jako je chromatogram
celkového iontového proudu (TIC), rekonstruovany iontovy chromatogram (RIC) nebo
hmotnostni spektrum jednotlivych latek. Ziskana spektra jsou jednoduché a jsou pozorovany
zpravidla ionty se sudym poctem elektron. Pfi snimani kladnych iontd jsou to vétSinou
protonované molekuly ¢i adukty se sodnymi, draselnymi nebo amonnymi ionty a pfi snimani
zapornych iontd to jsou vétsinou deprotonované molekuly. Nevyhodou hmotnostniho spektra
ziskaného HPLC/MS technik je manualni interpretace, kterd zavisi na zkuSenosti operatora
a dostupnosti literatury, protoze vetSina hmotnostnich spekter analyzovanych latek nemé své
knihovny [32,38].

Metoda HPLC/MS, respektive HPLC/MS/MS, se vyuziva pro vysoce selektivni
ultrastopovou kvantitativni analyzu komplexnich matrici, zejména v potravinafstvi, farmacii,
toxikologii nebo ekologii. Pomoci této techniky je mozné analyzovat pfedevSim netékavé
polarni latky svelmi slozitou strukturou, naptf. nami studované fenolické slouCeniny

vyskytujici se v amarantovém zrnu [23,32].
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1.9 Analyza amarantovych zrn

1.9.1 Uprava a extrakce vzorku

Uprava vzorku je nejdolezit&j§im prvotnim krokem pied analyzou jednotlivych
fenolickych slouenin. Z tohoto divodu se musi vybrat vhodny postup upravy, pii kterém
nedochazi k velké degradaci analyzovanych fenolickych latek. Dale je zapottebi zvolit
vhodnou extrakci a rozpoustédlo, které zaru¢i co nejvys§i moznou uclinnost separace
sledovanych latek z matrice.

Pro analyzu fenolickych latek se pouzivaji rizné Casti amarantu, jako jsou semena
[4,5,46-60], listy [48,51,61-63] nebo klicky [4,5,46,59]. Pfed samotnou analyzou musi byt
rostlinny material upraven. Zrna amarantu je nutné rozemlit na jemny prasek, ktery se poté
homogenizuje prosetim pres sito [51,53,58]. Dal§im krokem je odstranéni tukd a jinych
lipofilnich latek, nejCastéji extrakci hexanem [23,47,48,50,52,62]. Nutné je také odstranit
nekteré interferujici organické latky pomoci metody SPE, ¢imz dojde k precisténi
biologického materidlu, a tedy i ke zvySeni koncentrace cilového analytu [23,45]. Po vhodné
zvolené uprave Casto nasleduje suseni vzorku ve vakuové peci [51,59] nebo se vzorky susi
pod dusikem [52], ¢imz se zabrani oxidaci fenolickych latek. VysuSené vzorky se pouziji
k nasledné extrakci nebo se mohou skladovat za neptistupu svétla pii teploté 4—5 °C [52,59].

Po upravé vzorki amarantovych zrn se provadi extrakce volnych fenolickych latek
vhodnym rozpoustédlem. Cista organicka rozpoustédla nelze pouZit pro extrakci velmi
polarnich fenolickych kyselin [23], proto se pouzivaji jejich vodné roztoky. Obvykle to byvaji
vodné roztoky ethanolu [46—48,50,51], methanolu [5,46-49,51-55,59-64], acetonu [46,60,62]
nebo ethylacetatu [23,61]. Casto se také k vodn&-organickému rozpoustédlu piidava slaba
organicka kyselina (kyselina octova) [46,63] nebo zfedénd silna kyselina (kyselina
chlorovodikova) [23,46,52,59,60,62]. Okyselenim extraktu dojde ke zvySeni extrakéni
ucinnosti, protoze se zabrani nezadouci ionizaci fenolickych latek. Po extrakci je smeés
praskového vzorku a rozpoustédla odd€lena pomoci centrifugy [23,46,49,50]. Rozpoustédlo
je nasledné odd€leno a vysuSeno odfoukanim pomoci dusiku [23]. Déle je mozné
rozpoustédlo odpafit ve vakuové peci [47,51,59,61], kde se musi zvolit takova teplota,
pii které nedochazi k degradaci fenolickych latek. VysuSené extrakty se poté skladuji v chladu
pti teploté —20 °C az do analyzy [5,46,50,53,61].

Extrakce véazanych fenolickych sloucenin je slozitéj§i nez extrakce volnych sloucenin.

Pro uvolnéni vazanych fenolickych sloucenin zbunéné stény se nejprve musi provést
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alkalicka [10,23,50,57] & kysela hydrolyza [10,14,23]. Cast&ji se vsak pouziva alkalick4
hydrolyza nebo kombinace obou hydrolyz. Pfi alkalické hydrolyze se pouziva NaOH
o raznych koncentracich. Jelikoz se pracuje ve velmi silném zasaditém prostiedi, je nutné
ke vzorku pfidat kyselinu askorbovou a EDTA, ¢imz se zabrani degradaci nékterych
fenolickych latek [54]. Alkalicka hydrolyza obvykle probiha po dobu né€kolika hodin
pfi laboratorni teploté. Dulezité je také dokonalé promiseni reak¢ni smési, kterého se docili
pouzitim laboratorni tfepacky nebo magnetického michadla [10,23,50,51,54]. Po ukonceni
reakéni doby se obvykle smés okyseluje kyselinou chlorovodikovou, ¢imz se podpofi
naslednd extrakce fenolickych latek [50,54]. Metoda kyselé hydrolyzy vyuziva pro uvolnéni
latek z vazeb anorganickou kyselinu, nejcastéji HCl za velmi vysoké teploty (napt. 85 °C)
[10,23,52,54]. Pokud se hydrolyza provadi nad teplotou varu, musi se vafit pod zpétnym
chladicem ve vodnych nebo alkoholovych rozpoustédlech (napt. methanol) [23]. Reak¢ni
doba se obvykle pohybuje vrozmezi od 30 minut [23,54] do 1 hodiny [23]. Uvolnéné
fenolické slouCeniny se po obou hydrolyzach bézné extrahuji ethylacetatem [S0]
nebo diethyletherem [54]. Kone¢né extrakty se nakonec susi pod argonem [23] nebo Castéji
dusikem [50,57], aby se odstranilo pfebytecné rozpoustédlo, a poté se skladuji v chladu

az do analyzy.

1.9.2 Stanoveni fenolickych slouc¢enin pomoci HPLC/MS metody

Ziskané extrakty se bézné€ rozpoustéji ve vodném roztoku organického rozpoustédla,
napf. methanolu. Methanolové extrakty je dale mozné precistit pifes PTFE
(polytetrafluoroethylen) filtry a nasledn€ pouzit k HPLC analyze [5,10,23,47,48,53,58,59,63].

Pro analyzu fenolickych sloucenin obsazenych v ziskanych extraktech se b&zné pouziva
RP-HPLC. Protoze jsou ve vzorku obsazeny latky liSici se svou polaritou, a tedy i svou
retenci, je nutné separaci provadét s vyuZitim gradientové eluce. Casto se jedna o velmi
slozit¢ smési latek, proto je vysledny gradientovy profil eluce slozen =z né€kolika
gradientovych krokl s riznou strmosti gradientu a nékdy byva kombinovan i s isokratickou
eluci [5,14,46-49,54,57,58,62].

Vyhodou HPLC techniky je moznost Sirokého vybéru chromatografickych kolon,
které selisi stacionarni fazi. Jako stacionarni faze se nejCastéji pouziva chemicky
modifikovany oktadecyl silikagel [14,47-49,54,57,62]. Mobilni fazi je obvykle binarni smes
rozpoustédel, kterd je sloZzena zvodné a organické faze, jako je methanol/voda [14,57]
nebo acetonitril/voda [5,46,48,49,54,57-59,62—-64]. Pro zabranéni ionizace fenolickych

kyselin [24] se vodna ¢4st mobilni faze bézné okyseluje na pH=2-4 pomoci kyseliny

43



mravenci [14,59], octové [5,14,47,59,62,63], fosforeCné [49,54] nebo kyseliny trifluoroctové
[48,57,64]. Separace obvykle probihd pfi laboratorni teploté [48,64] nebo pii zvySenych
teplotach, napt. 30 °C [49,58,63], 35 °C [54,59,63] nebo 40 °C [46].

Pro detekci fenolickych sloucenin se bé&ézné pouzivaji spektrofotometrické detektory,
jako je detektor s diodovym polem (DAD) [14,48,49,54,57,64], dale hmotnostni spektrometr
(MS) [57,58,62,64] nebo jejich kombinace [59]. Vyhody spojeni HPLC/MS jiz byly zminéné,
a proto se toto spojeni stalo standardni metodou pro identifikaci a charakterizaci fenolickych
slouCenin [62,63]. Z ionizaCnich technik se nejCastéji vyuziva ionizace ESI [58,59,62,63]
a z analyzatoru je nejvice pouzivan trojity kvadrupdl [58,59], ktery vynika svou citlivosti
v pfipadé kvantitativni analyzy.

Pfitomnost jednotlivych fenolickych sloucenin v rostlinnych extraktech se identifikuje
porovnanim reten¢nich Casi, UV spektra nebo hmotnostniho zaznamu se standardnimi

slouc¢eninami [58,59,62].

1.9.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity fenolickych latek se vyuzivd nékolik
spektrofotometrickych metod. Mezi nejb&znéji pouzivané metody patii ABTS a DPPH [16].
Pii ABTS metodé dochazi vlivem pusobeni pfitomnych fenolickych latek ke zhaseni
radikalového kationtu ABTS™', ktery se generuje oxidaci s K2S20s [16,52,56]. Vysledkem
eliminace ABTS™™ je odbarveni pivodné modrozeleného roztoku, ¢imz dojde k poklesu
absorbance, ktery se spektrofotometricky méfi pifi 734 nm [48,52,60,61,64]. Vzhledem
k tomu, Ze se sleduje ubytek latky, je mozné pouzit i HPLC metodu, pfi které se sleduje
plocha pasu odpovidajici radikdlovému kationtu [16]. Tato metoda je velmi jednoducha,
rychla a ma §iroké uplatnéni, od stanoveni TAA latek rizného pavodu az po smésné vzorky.
Metoda ABTS poskytuje velmi spolehlivé vysledky, protoze reaguje se vSemi pritomnymi
fenolickymi latkami, hydrofilni 1 lipofilni povahy. Na rozdil od metod DPPH, ORAC a FRAP
byva také citlivéjsi a presnéjsi [16,21]. Podobny zptisob méfeni vyuziva i metoda DPPH, kde
se spektrofotometricky nebo HPLC metodou sleduje snizeni koncentrace DPPH'.
Spektrofotometrické méfeni Ubytku absorbance vétSinou probiha pifi vlnovych délkach
514 nm [60], 515 nm [54] nebo 517 nm [48,52,55,64]. Metoda DPPH byvé jednoducha,
spolehlivé a velice rychla, proto se bézné pouziva jako predbézny test ureny pro posouzeni
TAA rostlinnych extrakta [21,52]. Jeji hlavni vyhodou je také reaktivita radikalu DPPH’
se slabymi antioxidanty. Novym zpusobem analyzy TAA je metoda ORAC, ktera je zaloZena

na eliminaci peroxylovych radikalti. Tato metoda vyuziva k detekci fluorescencni sondu,
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kterd sleduje ubytek fluorescencniho signalu pii excitacni vinové délce 485 nm a emisni
vlnové délce 520 nm [53,59]. Jako fluorescen¢ni sonda se obvykle pouziva fluorescein, diky
némuz je metoda citlivéjsi. Mén¢ Casto vyuzivanou metodou je metoda FRAP, kterd je
zalozena na redukci Fe’'-TPTZ komplexu. Vysledkem je narGist absorbance odpovidajici
mnozstvi vzniklého modfe zbarveného komplexu Fe?'-TPTZ, ktery je méfitelny pfi vinové
délce 593 nm [48,60,64]. Vysledné hodnoty ziskané metodou FRAP, byvaji nizsi
nez u predchozich metod, protoze se zde nestanovuje antioxidacni aktivita latek, ale pouze
jejich redukéni vlastnosti. Jelikoz nezachycuje pomalu reagujici antioxidanty, byva tato
metoda Casto nepfesna. Vzhledem k tomu, ze mé kazda metoda odlidné vysledky, je nutné
pouzit pii stanoveni TAA vice nez jednu metodu. Pro presnost méfeni je také nutné porovnat
vysledné hodnoty téchto metod se standardnimi slou€eninami, jako je Trolox [21].

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych slouCenin se bézn€ pouziva metoda
s Folin—Ciocalteuovym ¢inidlem. Pro dosazeni reakce je nutné, aby ¢inidlo bylo v alkalickém
prostiedi. Jako alkalické €inidlo se pouziva vodny roztok Na>xCOs o koncentraci 7,5 % [59],
14 % [54] nebo 20 % [49]. Reakci dochazi k narastu absorbance, ktery je spektrofotometricky
monitorovan pti vinové délce 720 nm [54], 725 nm [48,64], 735 nm [5], 739 nm [59], 750 nm
[21] nebo 765 nm [49,52]. Obsah fenolickych latek je vyjadiovan jako ekvivalentni mnozstvi
kyseliny gallové (GAE). Tato metoda v§ak muze byt ovlivnéna nefenolickymi molekulami,
které mohou ¢Cinidlo redukovat. Ztohoto duvodu mohou byt vysledné hodnoty

zkreslené [29,53,59,61].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

Pro ptipravu vzorkd a standardi byly pouzity digitalni vahy Sartorius ED 224 S-OCE
(Sartalex, Usti nad Labem), mikropipety Biohit-Proline (Biohit, Finsko) s nastavitelnym
objemem ab&ézné laboratorni nadobi. Vzorek amarantovych zrn byl rozemlet pomoci
nozového mlynu GRINDOMIX GM 200 (Retsch, Ceska republika) a zhomogenizovan
prosetim pres sito o velikosti pord 0,5 mm. K extrakci rostlinnych vzorkii byla pouzita
laboratorni tfepacka REAX 2 (Heidolph, Némecko), ultrazvukova vana K-12LE (Kraintek,
Ceska republika) a centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko). Vzorky byly odpateny pod
dusikem s vyuzitim termostatované susici vany Digital Dry Bath (Miulab, Cina). Dale byl
pouzit pH-metr (Methrom 827, Svycarsko) a magnetické michadlo s ohfevem MR 2002
(Heidolph, Némecko). Pro precisténi vzorku byly pouzity PTFE filtry o velikosti pora
0,45 um (Labicom, Ceska republika) a injekéni stiikatky (3 ml).

Jednotlivé fenolické slouCeniny byly analyzovany pomoci HPLC/MS systému
s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham USA), kde byla
pouzita kolona Ascentis Express C18 plné€néd povrchove poréznimi ¢asticemi (délka 150 mm,
prumér 3,0 mm, zrnitost 2,7 um, Supelco, Belfonte, USA). Kapalinovy chromatograf dale
obsahoval:

e 2 Cerpadla mobilni faze LC-20AD (Shimadzu, Kyoto, Japonsko; vysokotlaky gradient)

e smeSovaC mobilni faze (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

e autosampler SIL-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

e termostat kolony LCO 102 single (Ecom, Praha)

Meéfeni antioxidacni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych sloucenin bylo provedeno
pomoci UV/VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko) s vyuzitim kyvety
S/G10 optické délky 10 mm (Fisher Scientific, Némecko).

2.2 Pouzité chemikalie

2.2.1 Chemikalie

Pro odstranéni lipofilnich latek byl pouzit 95% n-hexan (Lab-Scan, Polsko). K extrakci
a ptripraveé vzorkl byl pouzit > 99,9 % methanol Cistoty pro HPLC/MS (Sigma Aldrich, USA),
aceton, p.a. (Lach-Ner, Neratovice), diethylether, p.a., a ethylacetat, p.a. (oba PENTA, Ceska
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republika). Pro alkalickou hydrolyzu byl pouZit hydroxid sodny, p.a. (PENTA, Ceské
republika), kyselina ethylendiaminotetraoctova, p.a., a 99% kyselina L-askorbova (obé Sigma
Aldrich, USA). Ke kyselé hydrolyze a Gpravé pH byla vyuZita 35% kyselina chlorovodikova
(Lach-Ner, Neratovice). Na pfipravu mobilni faze byl pouZit > 99,9 % acetonitril Cistoty
pro HPLC/MS (Sigma Aldrich, USA) adeionizovana voda prfipravend pomoci zafizeni
Mili-Q (Merck, Némecko). Aditivem vodné mobilni faze byla 98% kyselina mravendi,
HPLC/MS Cistoty (Sigma Aldrich, USA). Ke stanoveni antioxidani aktivity byla pouZita
ABTS diamoniova st (Sigma Aldrich, USA), peroxodisiran draselny (Laborchemie Apoldo,
Némecko), trihydrat octanu sodného (PENTA, Ceska republika) a 99,8 % kyselina
octova (PENTA, Ceska republika). K urgeni celkového mnoZstvi fenolickych slougenin
bylo pouzito 2M Folin-Ciocalteuovo Cinidlo (Sigma Aldrich, USA) a uhliCitan
sodny, p.a. (Lach-Ner, Neratovice).

2.2.2 Vzorek

Pro experimentalni Cast diplomové prace byl pouZit vzorek 100% amarantového zrna

(Zdravi z prirody, Indie), ktery je zobrazen na Obrazku 13.

Obréazek 13 - Vzorek amarantového zrna.
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2.2.3 Standardy

Ke stanoveni antioxidacni aktivity byla pouzita standardni latka Trolox, 97 % (Sigma
Aldrich, USA). K urCeni celkového mnoZstvi fenolickych sloucen byla pouZita 98% kyselina
gallova (Sigma Aldrich, USA). Pro identifikaci fenolickych latek obsaZenych ve vzorcich

amarantovych zrn byly pouZity standardni latky uvedené v Tabulce 7.

Tabulka 7 - Standardni latky fenolickych kyselin a flavonoid( (vée Sigma Aldrich, USA).

Molarni
Standardni Sumarni
Znaceni hmotnost [M-H]-
latky vzorec
[g/mol]
1 Vanilové kyselina CsH 304 168,14 167,14
2 Kavova kyselina CoH 04 180,16 179,16
3 Ferulova kyselina C1oH 1004 194,18 193,18
4 ~N-kumarova kyselina CoH 303 164,05 163,05
5 4-hydroxybenzoova kyselina C7HeOs 138,12 137,12
6 3,4-dihydroxybenzoova kyselina C7HsO4 154,12 153,12
7 Salicylovéa kyselina C7Hs0s 138,12 137,12
8 Rutin C27H300 16 610,52 609,52
9 Kvercetin C1sH 1007 302,24 301,24
10 Kaempferol C1s5H 1005 286,23 285,23
11 Myricetin C1sH 100 318,24 317,24
12 Isokvercitrin C21H 20012 464,38 463,38
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2.3 Pracovni postup

2.3.1 Priprava vzorku

Amarantova zrna byla rozemleta a zhomogenizovana prosetim pfes sito s velikosti pora
0,5 mm. Na analytickych vahach byly navazeny 2 g rozemletého vzorku, které byly
prevedeny do plastové centrifuga¢ni zkumavky. K navazenému mnozstvi bylo pfidano 15 ml
hexanu a smés byla tfepana 15 minut pomoci laboratorni tiepacky. Poté byla kapalna faze,
do které se vyextrahovaly lipofilni latky, odstranéna a extrakce opakovéana. Celkem byla

extrakce hexanem provedena tfikrat. Odtu¢néné vzorky byly poté vysuseny pod dusikem.

2.3.2 Alkalicka hydrolyza a extrakce vazanych fenolickych latek

Vzorky amarantovych zrn byly hydrolyzovany podle postupu, ktery byl pfevzat z prace
[65]. K upravenému vysuSenému vzorku bylo pfidano 15 ml 4M NaOH (16 g/100 ml),
87,6 mg EDTA a 300 mg kyseliny askorbové. Reakéni smé&s byla umisténa do tfepacky,
kde byla promichavéana po dobu 4 hodin pfi laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byla
smés vyjmuta z laboratorni tfepacky, okyselena pomoci 35% HCI na pH 2 a extrahovéana
20 ml smési diethyletheru a ethylacetatu v pomeéru 1:1 (v/v) po dobu 15 minut. Extrakce byla
provedena tfikrat. Vrchni organicka vrstva byla oddélena a vysuSena pod dusikem. Odparek

byl uchovéavan v lednici az do analyzy.

2.3.3 Kysela hydrolyza a extrakce vazanych fenolickych latek

Vzorky amarantovych zrn byly hydrolyzovany podle postupu, ktery byl pievzat z prace
[65]. K upravenému vysuSenému vzorku bylo pfiddno 15 ml pfedem pfipravené 1M HCI
(1,75 ml/20 ml) a smé&s byla umisténa do vodni lazné o teplot€ 90 °C, kde byla ponechana
po dobu 45 minut. Po uplynuti reakéni doby byla smés vyjmuta z vodni 14zn€ a ponechana
v klidu pfi laboratorni teploté. Vychlazena smés byla poté extrahovana 20 ml extrak¢ni smési
diethyletheru a ethylacetatu v poméru 1:1 (v/v) po dobu 15 minut. Extrakce byla provedena
trikrat. Vrchni organickd vrstva byla oddélena a vysusena pod dusikem. Odparek byl

uchovavan v lednici az do analyzy.

2.3.4 Extrakce volnych fenolickych latek

Po odstranéni lipofilnich latek a vysuSeni vzorku amarantovych zrn bylo provedeno

nékolik typu extrakce volnych fenolickych latek pomoci 20 ml organického extrakéniho
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Cinidla (Tabulka 8). V pfipadé pfidavku HCOOH bylo pfidano 100 98% kyseliny,
tzn. 0,5% (v/v). Jednotlivé kapalné extrakty byly oddéleny od pevného vzorku pomoci
centrifugy (5 minut, 5000 rpm). Extrakce byla provedena celkem tfikrat a kapalné faze byly
pfevedeny do centrifugacni zkumavky. Rozpoustédlo bylo odpareno pod dusikem a odparky

byly uchovavany v lednici aZz do analyzy. Kazdy extrakt byl pro porovnani pfipraven dvakrat.

Tabulka 8 - Souhrnjednotlivych provedenych extrakci.

Extrakéni ¢inidlo Zpusob a doba Extrakéni ¢inidlo Zpusob a doba
Znaceni
| extrakce 1 extrakce

25 minut
El 70% methanol + HCOOH L - -
tfepani

25 minut
E2 80% methanol o - -
tfepani

25 minut
E3 80% methanol + HCOOH > minu - -
tFepani
25 minut v
E4 80% methanol + HCOOH ultrazvukové - -
lazni

25 minut
E5 70% aceton oL - -
tfepani

E6 70% aceton + HCOOH 25 minut ; ;
tfepani
25 minut
E7 70% aceton + HCOOH v ultrazvukové - -
lazni

] diethylether
E8 70% aceton 25v m ',mft a ethylacetat
trepan trepani

(1:1)

15 minut

diethylether

25 minut 4
E9 70% aceton + HCOOH S a ethylacetat
trepani (1:1) tFepani

15 minut

25 minut diethylether
E10 70% aceton + HCOOH v ultrazvukové a ethylacetat
azni trepani

lazni (1:1)

15 minut
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2.3.5 Postupna extrakce volnych a vazanych fenolickych latek

Byla provedena postupna extrakce sledovanych latek dle postupu prevzatého z prace [65],
kterd zahrnovala alkalickou a kyselou hydrolyzu. V prvnim kroku byly odtu¢néné vzorky
extrahovany 20 ml 70% (v/v) acetonu, ke kterému bylo pfidano 100 ul kyseliny mravenci.
Tato extrakce byla provedena tfikrat v laboratorni tfepace po dobu 25 minut. Vodna &ast
vSech tii podilt byla pfevedena do sklenéné lahve a okyselena koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou na pH 2, ¢imz byla podpofena nésledna extrakce pomoci 20 ml smési
diethyletheru a ethylacetatu (1:1). Extrakce touto extrakéni smési byla provedena
v laboratorni tfepacce po dobu 15 minut. Vznikla organicka vrstva byla oddélena a prevedena
do centrifugani zkumavky. Vodny podil byl dale podroben alkalické hydrolyze a extrakci
(viz kapitola 2.3.2). Poslednim krokem byla kyseld hydrolyza vodného podilu vzniklého
z predchoziho kroku a jeji nasledna extrakce (viz kapitola 2.3.3). Zbyly podil pevného vzorku
(po extrakci 70% acetonem) byl hydrolyzovan a extrahovan stejnym zpusobem
jako u predchozi alkalické hydrolyzy. Vsechny jednotlivé extrakce byly provedeny tfikrat.
Ziskané extrakty pak byly pfevedeny do centrifugac¢nich zkumavek a suSeny pod proudem

dusiku. Odparky byly uchovéavany v lednici az do analyzy.

2.3.6 HPLC/MS/MS analyza amarantového zrna

2.3.6.1 Priprava vzorku

Predem vysusené extrakty vzorkt byly rozpustény ve 4 ml 50% methanolu. Extrakty byly
umistény do ultrazvukové vany, aby doslo k uplné homogenizaci extraktu a rozpoustédla.
Methanolovy extrakt byl umistén do centrifugy a kapalnd faze byla zfiltrovana pomoci
stiikackovych filtri PTFE 0,45 um. Nakonec byl extrakt ziedén 50% (v/v) methanolem

ve vodé v pomeru 1:1 (v/v).

2.3.6.2 Priprava standardu

Standardy slouzici kidentifikaci jednotlivych latek byly navazeny a rozpustény

v methanolu tak, aby jejich koncentrace byla 1 g/lI.

51



2.3.6.3 Priprava mobilni faze

Vodnou mobilni fazi (MF-A) byl 0,3% vodny roztok kyseliny mravenci (pH 2,43),
ktery byl pfipraven smichanim deionizované vody a 98% kyseliny mraven¢i (HPLC/MS
Cistoty). Organickou mobilni fazi (MF-B) byl Cisty 100% acetonitril uréeny pro HPLC/MS

analyzu.

2.3.6.4 Optimalizované podminky analyzy

Separace a nasledna identifikace fenolickych latek byla provedena pomoci RP-HPLC
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Pfed samotnou analyzou bylo provedeno promyti
kolony mobilni fazi po dobu 10 minut. Separace fenolickych latek byla provedena
gradientovou eluci (Tabulka 9) pfi teploté kolony 40 °C a priitoku mobilni faze 0,4 ml/min.

V8echny vzorky a standardy byly davkovany v objemu 2 pl.

Tabulka 9 - Optimalizovany gradient.

Cas [min] MF-B [%]
0 10
6 37
7 100
9 10

K identifikaci byl pouzit hmotnostni spektrometr Q-TRAP pracujici pfi snimani
zépornych iontd. lontovym zdrojem byl elektrosprej (ESI) a analyzatorem byl trojity
kvadrups| (QqQ). Pro kvantitativni analyzu jednotlivych fenolickych latek v pfipravenych
extraktech byly optimalizovany jednotlivé parametry pro vyuziti MRM (multiple reaction
monitoring) analyzy. U komeréné dostupnych standardd byly jednotlivé parametry
optimalizovany pomoci pfimé infuze (viz Tabulka 7). U latek, které nebyly komer¢né
dostupné, byly jednotlivé parametry optimalizovany postupné pomoci HPLC/MS analyzy.

Hmotnostni spektrometr pfi pfimé infuzi pracoval za nasledujicich podminek: priitok:
5-10 pl/min; ESI-; ,curtain gas“ (CUR): 10 psi; collision gas: medium; napéti na kapilare
iontového zdroje (ion spray voltage, 1S): - 4500 V; teplota zmlZujiciho plynu (drying
temperature, TEM): 0 °C; tlak zmlZujiciho plynu (nebulizing gas pressure, GS1): 20 psi;
tlak suSiciho plynu (drying gas pressure, GS2): O psi; vstupni potencial (entrance potential,

EP): - 10 V; deklasteratni potencial (declustering potential, DP): v zavislosti na sloucening.
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Pii HPLC/MS analyze se pracovalo za nasledujicich podminek: pratok: 0,4 ml/min; ESI;
yeurtain gas™“ (CUR): 10 psi; collision gas: medium; napéti na kapilare iontového zdroje
(lon spray voltage, IS): —4 500 V; teplota zmlzujictho plynu (drying temperature,
TEM): 400 °C; tlak zmlzujiciho plynu (nebulizing gas pressure, GS1): 40 psi; tlak susiciho
plynu (drying gas pressure, GS2): 50 psi; vstupni potencial (entrance potential, EP): — 10 V;
parametry MRM prechodi: deklasteracni potencial (declustering potential, DP), kolizni
energie (collision energy, CE) a vystupni potenciél kolizni cely (collision cell exit potential,

CXP) jsou uvedeny ve vysledkové a diskuzni ¢asti (Tabulka 10).
2.3.7 Méreni antioxidacni aktivity

2.3.7.1 Priprava roztoku standardnich latek

Pro ur€eni antioxidaéni aktivity fenolickych latek amarantovych zrn byl pfipraven zasobni
roztok standardu Troloxu o koncentraci 0,01 mol/l (0,0626 g/25 ml), ktery byl rozpustén
v 50% (v/v) methanolu. K ur€eni celkového mnozstvi fenolickych sloucenin byl piipraven
zasobni roztok standardu kyseliny gallové o koncentraci 3 g/l. Z kazdého zasobniho roztoku

standardnich latek pak byly pfipraveny kalibracni roztoky o raznych koncentraci.

2.3.7.2 Metoda ABTS

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok ABTS rozpusténim 10 mg ABTS diazoniové soli
(1 tableta) v 5 ml deionizované vody (c=3,6 mmol/l), ke kterému bylo pfidano 100 ul
roztoku K2S20s o koncentract 0,064 mol/l. Takto pfipraveny modrozeleny roztok byl
ponechan v chladu po dobu 12-16 hodin. Dale byl pfipraven acetatovy pufr smichanim
se 4,66 ¢ CH3COONa - 3H20 a 170 ml deionizované vody, ktery byl nasledn€¢ okyselen
99,8% kyselinou octovou na pH 4,3. Pro méteni TAA byl poté zasobni roztok ABTS ziedeén
acetatovym pufrem tak, aby jeho absorbance byla cca 0,8, Ke 3 ml tohoto ziedéného
pracovniho roztoku bylo ptidano 100 ul extraktu vzorku. Reakéni smés byla promichana
ainkubovana ve tmé€ po dobu 60 minut. Po uplynuti reakéni doby byl zmeéfen pokles
absorbance pii vinové délce 734 nm proti slepému pokusu, kdy byl k reakéni smesi ABTS
pfidan 50% (v/v) methanol. Kazdy vzorek byl zmeéfen pétkrat. Pokles absorbance byl
vyjadien v procentech a pomoci kalibra¢ni kifivky byl prepocitdn na ekvivalentni mnozstvi
Troloxu. Pro ziskéani kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny kalibraéni roztoky standardu Troloxu
o raznych koncentracich, které byly davkovany a méfeny stejnym zpusobem jako jednotlivé

extrakty.
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2.3.7.3 Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek amarantovych zrn byl pfipraven
pracovni roztok smichanim 2M Folin-Ciocalteuového ¢inidla s deionizovanou vodou
v pomeru 1:20 (v/v). Ke 2 ml pracovniho roztoku bylo pfidano 100 pl extraktu vzorku. Smés
byla promichana a umisténa na 5 minut do prostfedi bez pfistupu svétla. Po této dobé byl
k reakéni smési pfidan 1 ml 7,5% roztoku Na2COs. ReakEni smés byla opét ponechana v klidu
bez pfistupu svétla podobu 30 minut. Poreakéni dobé byl zméfen narGst absorbance
pii vinové délce 750 nm proti slepému vzorku (stejny objem 50% (v/v) methanolu). Kazdy
vzorek byl zméfen pétkrat. Pomoci kalibracni kiivky byl pfepocitan narast absorbance
na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. Pro ziskani kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny
kalibra¢ni roztoky standardu kyseliny gallové o riznych koncentracich, které byly davkovany

a méfeny stejnym zpusobem jako jednotlivé extrakty.

2.3.8 Statistické zpracovani experimentalnich dat

Namefend data byla zpracovana pomoci programu Analyst 1.6.2. a nasledné vyhodnocena
v programu Microsoft Office Excel 2016. Pomoci statistického programu QC Expert byly
vyhodnoceny rovnice regrese kalibra¢nich kfivek. Pro odstranéni vlivnych bodu byl pouzit
Pregibontv, Williamstuv, McCulloh-Meteriv a L-R graf. Dale byla testovana vyznamnost

regresnich parametrti pomoci Studentova t-testu.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace extrakce

Bylo provedeno nékolik typt extrakce volnych fenolickych latek s vyuzitim 70% (v/v)
acetonu [46,65] a 80% (v/v) methanolu [48,64]. Z literatury bylo zjisténo, Ze extrakci
fenolickych latek podporuje okyseleni roztoku pomoci slabé organické kyseliny nebo zfedéné
silné kyseliny [52]. Jelikoz se v HPLC/MS technice pouzivd okyselend mobilni faze 98%
kyselinou mravenci, byla tato slabé kyselina vyuzita i pro okyseleni extrak&niho rozpoustédla
a to v koncentraci 0,5% (v/v). Jednotlivé extrakce byly provedeny v laboratorni tifepacce
¢i za pomoci ultrazvuku, po odpateni extrakéniho rozpoustédla byl odparek rozpustén v 50%
methanolu a poté proméfen optimalizovanou HPLC/MS metodou. Z vyslednych
chromatografickych zaznamua bylo zjisténo, Ze nejvyssi mnozstvi pfitomnych fenolickych
latek vykazoval 80% methanol a nejnizsi mnozstvi latek bylo ziskano extrakei 70% acetonem.
V dal§ich postupech bylo ovéfeno, ze pifidavek kyseliny mravenc¢i pozitivn€ ovliviiuje
extrakci fenolickych latek, predevsim fenolickych kyselin. Déle byla testovana dvojita
extrakce volnych fenolickych latek kdy v druhém kroku po extrakci 80% methanolem
a 70% acetonem byla pfidana smés diethyletheru a ethylacetatu v poméru 1:1 (v/v). Tento
pomer byl prevzat z diplomové prace [66], ve které bylo zjisténo, ze tato smes organickych
rozpoustédel vykazuje vyssi uinnost extrakce nez pii vyuziti pouze Cistého diethyletheru
nebo ethylacetatu. Vzhledem k tomu, ze v pfipadé 80% methanolu nedoslo k tvorbé fazového
rozhrani, byl pro testovani U€innosti tohoto extrakéniho postupu pouzit pouze extrakt se 70%
acetonem, kdy k tvorb& fazového rozhrani doSlo. Déle byl porovnavan obsah fenolickych
latek v extraktech provedenych pouhym tfepanim nebo podpotené ultrazvukem. Obé extrakce
byly provedeny stejnou dobu, 25 minut. Delsi doba extrakce nebyla u extrakce ultrazvukem
mozna z diivodu zahfivani roztoku, které by mohlo zpusobit degradaci nékterych fenolickych
latek. V neposledni fad€é byl pro porovnani vybran 70% methanol s ptidavkem kyseliny
mravenci. VSechny provedené extrakce jsou uvedeny v experimentalni ¢asti v Tabulce 8.

Kromé analyzy volnych fenolickych latek byla provedena kyseld a alkalickd hydrolyza
pro uvolnéni konjugovanych a vazanych fenolickych latek. Zavérem byla provedena postupna
extrakce, kterd v postupu zahrnovala extrakci volnych fenolickych latek spolu s kyselou
a alkalickou hydrolyzou. Tento postup byl pievzat z prace [65], kde byl pouzit na vzorky

jeCmene.
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3.2 Identifikace fenolickych latek v extraktech amarantovych zrn

Identifikace fenolickych latek obsazenych v riznych extraktech amarantového zrna byla
provedena pomoci RP-HPLC ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem vybaveném
elektrosprejovou ionizaci a trojitym kvadrupdlem jako analyzatorem. Nejprve byly provedeny
analyzy v rezimu ,,full sken“, kde byly zaznamenany vsSechny ionty v daném hmotnostnim
rozsahu, a to jak pfi snimani zapornych, tak kladnych iontd. Pro ziskani dalSich strukturnich
informaci byla provedena tandemova hmotnostni spektrometrie. Z vyslednych MS spekter
byly uréeny molekularni ionty (deprotonované, [M—H] ", a protonované, [M+H]", molekuly)
a ze ziskanych MS/MS spekter byly nalezeny typické fragmenty danych molekularnich iontt
(viz priloha Obrazek P1-P3). Na zaklad¢ vSech téchto informaci a informaci nalezenych
v literatufe [46,59,64], byla provedena identifikace latek. U fenolickych latek s dostupnymi
standardy byla jejich identifikace podpoiena porovnanim s jejich retencnimi Casy.

Velice ptinosna byla identifikace glykosida fenolickych kyselin, které nejsou tolik bézné.
Na obrazcich P1-P3 jsou uvedeny ukazky MS a MS/MS spekter glykosida kyselin ferulové,
vanilové a 4-hydroxybenzoové. Jak je z obrazka patrné, dochazi zde k typickym neutralnim
ztratam molekul sacharidu. V tomto piipad¢ se jedna o ztratu molekuly glukosy ¢i galaktosy

(m/z 162) a arabinosy (m/z 132).

3.3 Optimalizace HPLC/MS

Optimalizace separace fenolickych latek byla provedena na modelovém extraktu vzorku
amarantovych zrn (E3, 80% okyseleny methanol), ktery se vyznaCoval vyS$sim obsahem
fenolickych latek. Tento extrakt byl nafedén deionizovanou vodou v poméru 1:1 (v/v),
apoté byl analyzovan pomoci RP-HPLC/MS. K separaci byla vyuzita kolona plnéna
klasickou oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi, ktera je ve vétSin€ piipadi idealni
pro separaci fenolickych latek. Pro zvySeni u€innosti separace byla vybrana kolona plnéna
povrchove poréznimi Casticemi. Optimalizovanymi parametry byly organické slozka mobilni
faze (methanol, acetonitril), pratok mobilni faze, teplota kolony, pocatecni koncentrace
organické slozky pfi gradientové eluci a strmost gradientu. Cilem bylo najit optimalni
podminky separace, pfikterych bylo docileno vysokého poctu sledovanych latek
v co nejkratsi dob€. Behem meéfeni vSak doslo k poruS§e HPLC systému a bylo zjisténo,
ze pii tlaku nad 30 MPa dochéazi k vymyvani neznamych necistot, které zna¢ne€ ovliviuji
kvalitu chromatogramu. Z toho divodu bylo nutné separaci pfizpusobit t€mto pracovnim

podminkam. Jako organicka slozka mobilni faze byl tedy zvolen acetonitril, ktery mé nizsi
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viskozitu a nezplsobuje tak velky protitlak v HPLC systému. Déle byla zvysena teplota
na 40 °C a snizen pritok mobilni faze na 0,4 ml/min. Za téchto podminek bylo mozné HPLC
systém vyuZzit a pracovni tlak nepfesahl 30 MPa. Vodna slozka mobilni faze byla okyselena
kyselinou mraven¢i na pH 2,43 (cca 0,3%) pro zamezeni disociace fenolickych kyselin.
Déle bylo nutné zvolit poCatecni koncentraci organické slozky a nejlepsSi strmost gradientu.
Nejprve bylo provedeno nékolik testd gradientll o r(izné strmosti, pri kterych byla pocateéni
hodnota organické slozky 5 %. Vzhledem k tomu, Ze pfi této poCatecni koncentraci dochazelo
k vysoké koeluci sledovanych latek, byla tato hodnota navy3ena na 10 %. Tim bylo dosazeno
lepSiho rozliSeni latek a zaroven dochézelo kjejich mensi koeluci. Vhodnou volbou strmosti

gradientu pak bylo dosazeno separace vSech sledovanych latek za 9 minut (Obréazek 14).

Obréazek 14 - Optimalizovany gradient separace fenolickych latek ziskanych z extraktu E3.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm * 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH

(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min- 37 % ACN, 7 min- 100 % ACN; prtok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS.
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3.4 Optimalizace MRM prechod

Pro citlivéjsi a selektivngjsi detekci byla vybrana metoda monitorovani MRM prechod.
Optimalizace parametrli MRM piechodl (DP, CE a CXP) byla provedena pfimou inflzi
smeési dostupnych standardnich latek, které byly rozdéleny do dvou skupin. Tyto skupiny byly
rozdéleny tak, aby v kazdé skupiné byly latky o rdznych molarnich hmotnostech. Standardy
byly vybrany na zakladé literatury, ve kterych byly studovany fenolické latky amarantu.
JelikoZz amarantova zrna obsahovala i fenolické latky konjugované se sacharidy,
u kterych nejsou dostupné standardy, byla pro tyto latky nasledné provedena optimalizace
jednotlivych parametrd MRM prechoddl pomoci HPLC/MS/MS spojeni. Nejprve byl
optimalizovan deklasteracni potencial (DP) sledovanych latek. Méfeni DP bylo provedeno
od hodnoty - 150 do - 40 V. Z naméfenych hodnot byl sestrojen graf zavislosti intenzity
plochy a vySky piku na hodnoté DP (Obrazek 15). Optimalni hodnota DP byla zvolena

na zakladé maxima plochy ¢i vysky piku sledované latky (nejvyssi pik chromatogramu).

Intenzita
107
4 » plocha
» vySka
3
2
1
0 #H— o
20 40 60 80 100 120 140 160

DP [V]
Obrazek 15 - Optimalizace deklasteracniho potencialu pro m/z 431 (glykosid 4-hydroxybenzoové k.).

DalSim optimalizovanym parametrem byla kolizni energie (CE). Kolizni energie byla
méfena od hodnoty - 50 do - 20 V. Z naméfenych hodnot byla sledovéna intenzita hlavnich
fragmentl produktového iontu. Optimalni kolizni energie byla zvolena podle nejvyssi
intenzity daného fragmentu. Na Obrazku 16 je znazornéno méfeni CE pro m/z 431 (glykosid

4-hydroxybenzoové kyseliny).

58



Poslednim optimalizovanym parametrem byl vystupni potencial kolizni cely (CXP).
Méreni CXP bylo méfeno od hodnoty - 14 do - 5 V. Z naméfenych dat byla nalezena
optiméalni  hodnota CXP jednotlivych sledovanych latek nejintenzivnéjSiho piku
chromatogramu.

Optimalizované parametry vSech sledovanych latek vcetné standardl jsou uvedeny
v Tabulce 10. Jak je z této tabulky patrné, v extraktu amarantu bylo obsazeno velké mnozstvi
derivatl a izomerd kyselin 4-hydroxybenzoové, vanilové, ferulové, kafeoylchinové,

kumaroylchinové a feruoylchinove.
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Tabulka 10 - Optimalizované parametry pro MS/MS analyzu.

Znaceni

10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Latka

Glykosid 4-hydroxybenzoové k.
Glykosid 4-hydroxybenzoové k.

Glykosid vanilové k.
3,4-dihydroxybenzoova k.
Glykosid vanilové k.

Glykosid 4-hydroxybenzoové k.

Glykosid ferulové k.

Glykosid 4-hydroxybenzoové k.
Glykosid 4-hydroxybenzoové k.

Glykosid vanilové k.
Glykosid vanilové k.
Glykosid vanilové k.
4-hydroxybenzoova k.
Glykosid ferulové k.
Kavova k.

Vanilova k.
Kaffeoylchinova k.
Kaffeoylchinova k.
Rutin
Kumaroylchinova k.
~-kumarova k.
Isokvercitrin
Kumaroylchinova k.
Feruoylchinova k.
Kaempferol-rutinosid
Feruoylchinova k.
Ferulov k.
Ferulova k.
Myricetin
Salicylova k.
Kvercetin

Kaempferol

Q:

299
431
329
153
329
299
355
299
299
329
329
299
137
355
179
167
353
353
609
337
163
463
337
367
593
367
193
193
317
137
301
285
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Q3

137
137
167
109
167
137
193
137
137
167
167
167
93
193
135
123
111
111
300
111
119
300
111
173
285
173
134
134
151
93
151
185

Cas
[min]
1,98
2,06
2,16
3,05
3,13
3,27
3,36
3,37
3,50
3,58
3,68
3,97
4,17
4,35
4,55
4,68
4,74
4,92
5,48
5,57
5,66
5,80
5,83
591
5,98
6,06
6,12
6,46

7,94
8,19
8,55

DP

(VI

- 80
100

115

150

150
150
140
140

140

160

120

125

130

CE
N
20
30
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
18
30
30
48
30
18
40
30
20
40
20
22
22
30
20
30
36



3.5 Porovnani fenolickych latek v riznych extraktech

Optimalizovana separace fenolickych latek byla provedena pro vSechny pfipravené
extrakty E1-E10 a extrakty, které¢ byly pfedem upraveny alkalickou a kyselou hydrolyzou.
Dale byly separovany latky v extraktech ziskanych postupnou hydrolyzou a néslednou
extrakci. Celkem bylo pfipraveno 15 typu extrakti ve dvojim opakovani, tzn. Ze analyzovano
bylo 30 extraktt, které byly tfikrat prométeny optimalizovanou HPLC/MS/MS metodou.
Fenolické latky byly monitorovany na zakladé predchozi identifikace a dostupnych standardu,
kter¢ byly wvybrany podle identifikovanych vazanych fenolickych latek a literatury.
Na Obrazku 17 je znazornén chromatograficky zaznam fenolickych latek pfi analyze extraktu
E3 (80% methanol + kyselina mravenci). Intenzita a koncentrace sledovanych latek je velmi
riznoroda, proto nékteré z nich nejsou v celkovém zaznamu viditelné. Hlavnimi fenolickymi
slouCeninami tohoto methanolového extraktu jsou glykosidy fenolickych kyselin, zejména
kyseliny 4-hydroxybenzoové (1, 2, 6, 8 a9), vanilové (3, 5, 10, 11 a 12) a ferulové (7 a 14).
Jedna se o ruzné derivaty nebo izomery, které byly meéteny pii raiznych MRM piechodech.
Nejvétsi  zastoupeni z fenolickych kyselin ve své volné formé¢ méla kyselina
4-hydroxybenzoové (13) a p-kumarova (21). Kyselina kumarova eluovala ve dvou reten¢nich
Casech (5,66 a 6,08 minut). Na zékladé porovnani reten¢niho Casu se standardem byla
identifikovana jako prvni z pikl, tedy v 5,66 minuté. V Case 6,08 minut eluuje ziejme jeji
izomer, ktery dle poznatkt z literatury nebyl predpokladan. Potvrzeni o jaky izomer se jedna
nebylo z ¢asovych divodu provedeno. Ve své volné forme byly identifikovany také kyseliny,
3,4-dihydroxybenzoova (4) a kavova (15). Tyto kyseliny se vSak vyznaCovaly velmi nizkou
intenzitou. Kyseliny vanilova (16) a salicylova (30) nebyly detekovany vibec. Nalezeny byly
vSak derivaty kyseliny chinové, jako jsou kyseliny, kafeoylchinova (17 a 18),
kumaroylchinova (20 a23) aferuoylchinova (24 a 26). Tyto kyseliny se nachéazeji
v pfirodnich matricich v mnoha izomernich forméach. Zde byly pozorovany dva izomery
od kazd¢ z kyselin. Neymen$i zastoupeni fenolickych latek mély flavonoidy. Hlavnimi
flavonoidy amarantového zrna byly rutin (19) a kaempferol-rutinosid (25). Tyto flavonoidy
se v analyzovaném extraktu vyskytovaly ve velmi malém mnozstvi. Isokvercitrin (22),
myricerin (29), kvercetin (31) akaempferol (32) nebyli detekovany vibec. Vysledné
chromatogramy vsech ziskanych extraktii volnych fenolickych latek (E1-E10) poskytovaly
podobny profil fenolickych latek, lisily se pouze jejich intenzitou (viz ptfiloha Tabulka P1).
Ukazky chromatogrami pii analyze extrakti s pfidavkem HCOOH (E1, E6 a E9) jsou
zobrazeny v ptiloze Obrazek P4-P6.
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Obréazek 17 - Optimalizovana separace latek obsazenych v extraktu E3.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm * 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; prdtok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM ptechody viz Tabulka 10.

1, 2 - glykosidy 4-hydroxybenzoové Kk.; 3- glykosid vanilové k.; 4- k 3,4-dihydroxybenzoova;
5- glykosid vanilové k.; 6, 8, 9- glykosidy 4-hydroxybenzoové k; 7 - glykosid ferulové Kk;
10, 11 - glykosidy vanilové k.; 12 - glykosid vanilové k.; 13 - k. 4-hydroxybenzoova; 14 - glykosid
ferulové kyseliny; 15- k. ka&vova; 17, 18 - k. kafeoylchinova; 19 - rutin; 20, 23 - k. kumaroylchinovg;

21 - k. p-kumarovd; 24, 26 - feruoylchinova k; 25 - kaempferol-rutinosid; 30 - k. salicylova.

Vzhledem ktomu, Ze fenolické latky se vyskytuji v obilovindch také ve vazané formé
na bunécné stény, byla pro jejich uvolnéni provedena kysela ¢i alkalick& hydrolyza. Zaroven
by mélo pfi hydrolyze dochazet k uvolnéni volnych fenolickych kyselin z glykosidické vazby.
Chromatografické zaznamy extraktu po alkalické a kyselé hydrolyze jsou znazornény
na Obrazku 18. Porovnanim obou zaznamu uvolnénych fenolickych latek Ize vidét, Ze vysSich
intenzit uvolnénych fenolickych latek bylo dosaZzeno alkalickou hydrolyzou, protoZe vlivem
zésady dochazi k uvolnéni latek z bunécné stény zrna. Avsak u kyselé hydrolyzy byl zéznam
bohat$i na nékteré konjugované fenolické latky, u kterych vlivem plsobeni kyseliny
nedoch&zi k poruseni vazby. PFi alkalické hydrolyze vykazovaly nejvyssi intenzitu kyseliny,
kdvova (15), p-kumarova (21) a ferulova (27 a 28), které jsou zpravidla vdzané na bunécnou
sténu, navic se ve vzorku vyskytuji ve velkém mnoZstvi v konjugované formé. Kyselina
ferulova se ve vzorku vyskytovala ve dvou formach, -cis a -trans, tudiz byly pozorovany dva

piky. Nejvyssi intenzitu méla kyselina 4-hydroxybenzoova. Jeji vysokd intenzita zfejmé
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souvisi svelkym poétem glykosidd, které byly v extraktech zastoupeny a diky hydrolyze

doSlo k poruseni vazby a k uvolnéni volné kyseliny.

Obréazek 18 - Optimalizovana separace vazanych fenolickych latek po alkalické (A) a kyselé (B) hydrolyze.
Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm * 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; prdtok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM ptechody viz Tabulka 10.

1- glykosid 4-hydroxybenzoové k; 3 - glykosid vanilové k.; 4 - k. 3,4-dihydroxybenzoovd; 12 - glykosid
vanilové k.; 13- k. 4-hydroxybenzoova; 15- k. kavova; 16- k. vanilovd; 17 - k. kafeoylchinovd;
20, 23 - k. kumaroylchinova; 21 - k. ~-kumarova; 24, 26 - feruoylchinova k; 27, 28 - kyselina ferulovd;

30 - k. salicylova; 31 - kvercetin; 32 - kaempferol.



Dale byla provedena alkalickd hydrolyza pevného podilu po extrakci volnych fenolickych
latek vzorku 70% acetonem (Obrazek 19). Cilem bylo zjistit, jaké latky jsou vazané
nabunénou sténu. Z obrdzku 19 je patrné, Ze ve vazané formé na bunéCnou sténu
jsou pfitomné predevsim kyseliny 3,4-dihydroxybenzoova (4), 4-hydroxybenzoova (13),
kdvova (15), p-kumarové (21) a izomery kyseliny ferulové (27 a 28).

Obrézek 19 - Optimalizovan separace fenolickych latek ziskanych po alkalické hydrolyze pevného podilu
po predchozi extrakci volnych fenolickych latek.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm * 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; prdtok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM ptechody viz Tabulka 10.

1- glykosid  4-hydroxybenzoové k; 4- k.  3,4-dihydroxybenzoovd; 13 - k. 4-hydroxybenzoovd;

15 - k. kavovg; 21 - k. p-kumarovd; 27, 28 - k. ferulova; 30 - k. salicylova.

Déle byly analyzovany extrakty po alkalické a kyselé hydrolyze vodného podilu
po extrakci volnych fenolickych latek, tzn. latky které zdstaly ve vodné fazi a nepresly
do smési diethylether a ethylacetat (Obrazek 20). Nejprve byla provedena alkalicka
hydrolyza a extrakce uvolnénych latek. Jak je z obrdzku patrné, do smési diethylether
a ethylacetat nepfechazi vSechny konjugované fenolické latky a nékteré ve vodné fazi
zlistavaji. PredevSsim se jednda o glykosid 4-hydroxybenzoové a vanilové kyseliny

a 4-hydroxybenzoovou kyselinu. U nasledné kyselé hydrolyzy vodného zbytku je vidét,
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Ze ttméf vSechny latky byly vyextrahovany aZz na kyselinu 4-hydroxybenzoovou (13)

a derivaty kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové, které se jesté uvolnily kyselou hydrolyzou.

Obréazek 20 - Optimalizovana separace fenolickych latek ziskanych po alkalické (A) a kyselé (B) hydrolyze
vodného podilu po extrakci volnych fenolickych latek.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm * 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; prdtok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM ptechody viz Tabulka 10.

1- glykosid 4-hydroxybenzoové k; 3- glykosid vanilové k.; 4-k  3,4-dihydroxybenzoovd;
13- k. 4-hydroxybenzoovd; 15- k kavova; 21- k. ~-kumarova; 25 - kaempferol-rutinosid;
27, 28 - kyselina ferulova; 30 - k. salicylova.
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3.6 Kvantifikace fenolickych latek

Z duvodu pandemie a zavady pii HPLCM/MS meéfeni, bylo nedostatek Casu na piipravu
a analyzu kalibracnich roztokd. Proto byla provedena kvantifikace sledovanych fenolickych
latek vSech extrakti vCetné extraktl ziskanych pfi postupné hydrolyze a extrakci uvolnénych
latek na zakladé intenzity ploch ziskanych z chromatografickych zaznamu. Vysledné hodnoty
namétenych dat pak byly zprimérovany a porovnany. V Tabulce P1 jsou vysledky analyzy
volnych fenolickych latek, kde je patrné, ze nelze s jistotou fici, které extrakéni Cinidlo je
pro extrakci volnych fenolickych latek nejvhodné;si. Kazda ze sledovanych fenolickych latek
vyzaduje pro ziskdni maximalni U¢innosti jiné rozpoustédlo. Pro optimalizaci extrakce

by tak bylo potfeba vyuzit nékterou z metod planovani experimentu.
3.7 Spektrofotometrické metody

3.7.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

Stanoveni antioxidacni aktivity bylo nejprve provedeno metodami, ABTS a DPPH.
Vzhledem k tomu, ze Cinidlo DPPH se vzorkem témét nereagovalo, byla stanovena TAA vse

extraktli amarantovych zrn pouze ABTS metodou.

3.7.1.1 Optimalizace metody ABTS

Pro méfeni antioxidacni aktivity bylo nejprve zapotiebi optimalizovat koncentraci
extraktu. Bylo zji§téno, Zze amarantova zrna neobsahuji vyznamné mnozstvi antioxidanti,
které reaguji s ABTS c¢inidlem, proto extrakty nebyly fedény. Dale bylo nutné optimalizovat
objem zvoleného extraktu, ktery byl pfidan ke 3 ml stabilniho roztoku radikalu ABTS
ptipraveného podle postupu popsaného v experimentdlni cCasti (kapitola 2.3.7.2).
Pro rozpusténi ABTS roztoku byl pouzit acetatovy pufr (pH 4,3), protoze ve vodném
prostiedi dochazelo k zakaleni roztoku. Ubytek absorbance byl vypo&itan podle nasledujiciho

vztahu:

Aptani — A
Gbytek A = —221 ", 100 [%)]

blank

kde 4 je absorbance vzorku v ¢ase 30 min a Asum j€ absorbance slepého pokusu.
Z namétfenych hodnot byl sestrojen graf zavislosti ubytku absorbance na davkovaném

objemu extraktu (Obrazek 21).
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Obréazek 21 - Zavislost Gbytku absorbance v procentech na mnoZzstvi pridavaného extraktu vzorku (E3).

Z tohoto grafu je patné, Ze postupnym zvySovanim objemu extraktu pFestava byt zavislost
linedrni. Vys3i davkované objemy extraktu reaguji s radikdlovym kationtem ABTS pouze
nepatrné a sméruji k ustalenym hodnotam Ubytku absorbance. Proto byl zvolen objem 100 pl,
ktery vykazoval vyS$Si reaktivitu a spadal do linedrni casti zavislosti. Nasledné byla
optimalizovana doba reakce, pfi niz byl pozorovan nejvy$si a zaroven pozvolny linearni
pokles absorbance (Obrézek 22). Byla zvolena idedlni a zaroven dostacujici doba reakce

60 minut.
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Obréazek 22 - Zavislost Ubytku absorbance v procentech na dobé reakce.
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3.7.1.2 Stanoveni antioxidacni aktivity rliznych typl extraktl ze vzorku amarantovych

zrn

Pro kvantitativni stanoveni antioxidacni aktivity bylo proméfeno 10 typd extraktl
amarantovych zrn, pfipravenych dle postupu uvedeném v experimentalni  Casti
(kapitola 2.3.4). Dale byl proméren extrakt po kyselé hydrolyze. Kazdy z extraktd byl
pripraven dvakrat, tzn. Ze bylo celkem proméreno 22 extraktll. Extrakt ziskany po alkalické
hydrolyze nebylo mozné spektrofotometricky monitorovat, protoZze byl ovlivnén pfitomnosti
kyseliny askorbové (antioxidant), ktera slouZila k ochrané fenolickych latek. Kazdy extrakt
byl proméren pétkrat. Pro kvantitativni vyjadreni poklesu absorbance bylo nutné prepocitat
jednotlivé vysledné hodnoty ziskané ABTS metodou na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu.
Ktomu bylo zapotfebi nejprve pfipravit kalibratni fadu ze zasobniho roztoku Troloxu
pripraveného dle postupu uvedeného v experimentélni Casti (kapitola 2.3.7.1) a sestrojit
kalibraCni k¥ivku zavislosti poklesu absorbance na molarnim mnoZstvi standardni latky.
Kalibraéni kFivka spolu s rovnici regrese a odchylkami jednotlivych parametr( jsou uvedeny
na Obréazku 23.

Obréazek 23 - Kalibracni krivka zavislosti Gbytku A na mnoZstvi Troloxu v davkovaném objemu.
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Pomoci vysledné rovnice regrese byly prepocitany hodnoty poklesu absorbance u vsech
sledovanych extraktl na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu. Vysledna hodnota celkové
antioxidaéni aktivity byla vztazena na jednotku vzorku (1 g amarantovych zrn)
dle nasledujiciho vztahu:

aktivita vzorku (pmol Troloxu)
TEAC (pmol/g) = fR

m (9)
kde m je navdZzka vzorku amarantovych zrn afR je faktor zahrnujici davkované mnoZzstvi
extraktu vzorku a fedéni.
Z vypocitanych prdmeérnych hodnot byl vytvoren sloupcovy graf (Obrazek 24), kde je

mozné vidét rozdil antioxidacni aktivity pfi rlznych typech extrakce a béhem pfipravy.

1. extrakce 2. extrakce

Obrazek 24 - Antioxida¢ni aktivita fenolickych latek rdiznych extraktd ziskanych ze vzorkd
amarantovych zrn.

Z Obrazku 24 je patrné, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazuji extrakty s pfidavkem
kyseliny mravenci (E1, E3, E4, E6 a E7). Okyselenim tedy do$lo k mirnému podpofeni
extrakce. Hodnoty TEAC extraktu E1 se pohybuji v rozsahu koncentrace
0,9523 - 0,9619 pmol/g, E3 v rozsahu 0,9191 - 0,9665 pmol/g, E4 v rozsahu
0,9875 - 1,0312 pmol/g, E6 v rozsahu 0,9317- 0,9417 pmol/lg a E7 v rozsahu
0,8747 - 0,9417 pmol/g. Je zde také vidét, Ze tyto extrakty byly pFipravené s minimalni
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chybou, s vyjimkou extraktu ES a E7. Nejnizsi hodnoty TAA vykazovaly extrakty ziskané
nekolikanasobnou extrakci E8-E10 (aceton-diethylether-ethylacetat). Jejich hodnoty
se pohybovaly v rozmezi 0,3659 —0,7053 umol/g. Divodem byla ziejmé ztrata fenolickych
latek pii vicekrokové pripravé. U téchto extraktl lze také vidét vyssi chybu pfi opakované
ptipravé. Extrakty methanolu a acetonu, které byly pfipraveny bez okyseleni (E2 a ES5)
a s pridavkem kyseliny mravenci (E3 a E6), nevykazovaly mezi sebou zdsadni rozdil.
Hodnoty TAA extraktu E2 se pohybovaly v rozmezi 0,8679 —0,8867 umol/g a extraktu ES
v rozmezi 0,8307 —0,9089 umol/g. Mezi témito extrakty byl vSak rozdil s vyuzitim
ultrazvuku, ktery u methanolovych extraktt (E4) zptsobil vzrust antioxida¢ni aktivity, naopak
u extrakce acetonem byla antioxidaCni aktivita mirn€ snizena. PuUsobenim ultrazvuku
pfi vicenasobné extrakci (E10) byl zpozorovan znaény pokles TAA, jejiz hodnoty
se pohybovaly v rozsahu koncentrace 0,3659 — 0,4603 pmol/g. Extrakt ziskany po kyselé
hydrolyze se vyznacoval podobnou TAA jako neokyselené extrakty E3 a ES. Rozmezi hodnot
TAA se od sebe lisily v zavislosti na piipravé extrakti (0,7084 — 1,0378 umol/g). Divodem
mohlo byt nedokonalé uvolnéni nékterych fenolickych latek v prabéhu hydrolyzy nebo chyba
pfi postupu, protoze bylo provedeno nekolik kroki pfipravy (odlisna doba extrakce, teplota
nebo priprava roztoku kyseliny chlorovodikové). Z chybovych useCek je vSak patrné,
ze nedochazelo k velkym rozdilnym hodnotdm pii spektrofotometrickém meéteni. Nejveétsi
chyba byla pozorovana v priabéhu extrakce, obzvlast u extrakti s vicekrokovou piipravou.
Vsechny primérné hodnoty TEAC a jejich smérodatné odchylky jsou uvedeny v pfiloze

(Tabulka P2).

3.7.2 Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek

3.7.2.1 Optimalizace metody s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem

Stejnym zpusobem jako u metody ABTS byl optimalizovan nejprve davkovany objem
extraktu vzorku a ndasledné¢ reakéni doba smési. Pro stanoveni celkového mnozstvi
fenolickych latek byl zvolen optimalni objem 100 pl a reakéni doba 30 minut. Nartst

absorbance byl vypocitan dle nasledujiciho vztahu:
AA = A — Apiank
kde A4 je absorbance vzorku v ¢ase 30 min od pocatku reakce a Apiam je absorbance slepého

pokusu ve stejném Case.
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3.7.2.2 Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek riiznych typl extraktd

ziskanych ze vzorku amarantovych zrn

Pro stanoveni celkového mnozZstvi fenolickych latek bylo spektrofotometricky
monitorovano 10 typl extraktd amarantovych zrn a jeden extrakt ziskany po kyselé
hydrolyze. Kazdy z extraktl byl pfipraven dvakrat, tzn. Ze bylo celkem proméfeno
22 extraktl. Extrakty ziskané po alkalické hydrolyze nebylo mozné spektrofotometricky
proméfit, protoZze obsahovaly kyselinu askorbovou. Pro kvantitativni vyjadieni nardst
absorbanci urcujici celkové mnozstvi fenolickych latek extraktl byla sestrojena kalibragni
kfivka zavislosti AA na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. Kalibracni zavislost je spolu
s parametry linedrni regrese (Usek a smérnice) a jejich smérodatnymi odchylkami uvedena
na Obréazku 25.

Obrazek 25 - Kalibraéni k¥ivka zavislosti narfstu A na mnoZstvi kyseliny gallové v davkovaném objemu.

Pomoci vysledné rovnice regrese byly prepocitany hodnoty narlistu absorbance u vSech
sledovanych extraktll na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. Vysledné hodnoty
celkového mnoZstvi fenolickych latek byly vztazeny na 1 g amarantovych zrn dle

nasledujiciho vztahu:

aktivita vzorku (mg kyseliny gallové)

c(mg/g) = m (@) *fR
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kde m je navaZzka vzorku amarantovych zrn a/r je faktor zahrnujici davkované mnozstvi
extraktu vzorku a fedéni.

Ze ziskanych primeérnych hodnot byl vytvoren sloupcovy graf (Obrazek 26), kde je mozné
vidét rozdil obsahu fenolickych latek v rliznych extraktech a béhem pfipravy.

Obrazek 26 - Celkové mnozstvi fenolickych latek riiznych extraktd ziskanych ze vzork( amarantovych
zrn.

Z Obrazku 26 je patrné, Ze extrakty podporené kyselinou mravenci vykazuji nejvyssi
mnozstvi  fenolickych  latek (E1, E3, E4, E6 aE7). Hodnoty celkového
mnozstvi fenolickych latek extraktu E1 se pohybuji v rozsahu 0,4664 - 0,4724 mg/g,
E3 vrozsahu 0,4904 - 0,5024 mg/g, E4 vrozsahu 0,4905 - 0,4998 mg/g, E6 v rozsahu
0,4255 - 0,4314 mg/g a E7 v rozsahu 0,4038 - 0,4419 mg/g. Pridavek kyseliny mravenci
mohl zplsobit nejen zvyseni celkového mnozstvi fenolickych latek v priibéhu extrakce,
ale také vysSi reaktivitu s Folin-Ciocalteuovym Cinidlem. Tyto extrakty byly pfFipravené
s minimalni chybou (v rdmci chyby méfeni), svyjimkou extraktu E7. JelikoZ se methanolovy
extrakt E4 (extrakce podporena ultrazvukem) neliSil od E3, mizeme predpokladat, Ze extrakty
E6 a E7 by si mély byt také velmi blizké. Proto prfedpokladame, Ze hodnoty prvniho extraktu
fenolickych latek maji opét extrakty ziskané vicenasobnou extrakci (E8-E10). Jejich hodnoty
se pohybovaly v rozsahu 0,1086 - 0,2352 mg/g. Dlvodem byla pravdépodobné ztrata

fenolickych latek pfi vicekrokové pfipravé, kdy dochazelo ktvorbé dvou extrakénich
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rovnovah a do smési diethylether:ethylacetat zifejmé nepfechazi velké mnoZstvi latek.
Extrakty methanolu a acetonu, které byly pfipraveny bez okyseleni (E2 a E5), nevykazovaly
mezi sebou zasadni rozdil. Jejich hodnoty vSak byly mnohem niZsi, nez s pridavkem kyseliny
mravenCi. Hodnoty TAA extraktu E2 se pohybovaly vrozmezi 0,282 - 0,2915 mg/g
a extraktu E5 v rozmezi 0,3025 - 0,3195 mg/g. Porovnanim methanolového extraktu E3
s acetonovym extraktem E5, se zjistilo, Ze kyselina mravenci podpofila vice extrakci
s methanolem. Stejné tak hodnoty ziskané z extrakce v ultrazvukové lazni jsou vysSSi
neZ u acetonového extraktu. Plsobenim ultrazvuku u vicenasobné extrakci (E10) se celkové
mnozstvi fenolickych latek vyrazné sniZilo. Extrakt ziskany po Kkyselé hydrolyze
se vyznaCoval podobnou TAA jako neokyselené extrakty E2 aE5. Hodnoty celkového
mnozstvi fenolickych latek se pohybovaly v rozmezi 0,2333 - 0,343 mg/g. Z chybovych
UseCek jednotlivych méfeni je patrné, Ze nedochazelo kvelkym chybam pfi samotném
spektrofotometrickém méreni. Nejvétsi chyba byla pozorovana v pribéhu kyselé hydrolyzy
aextrakce, obzvlast u extraktd s vicekrokovou pfipravou. VSechny priimérné hodnoty
celkového mnoZzstvi fenolickych latek a jejich smérodatné odchylky jsou uvedeny v pfiloze
(Tabulka P3).

3.7.3 Porovnani spektrofotometrickych metod

Pro porovnani spektrofotometrickych metod byl sestrojen graf linearni regrese zavislosti
koncentrace GAE (metoda FCM) na koncentraci TAEC (metoda ABTS). Jejich korelacni

zavislost je znazornéna na Obrazku 27.

Obrazek 27 - Zavislost mezi celkovym mnozstvim fenolickych latek (FCM metoda) a celkovou
antioxidacni aktivitou (ABTS metoda).
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Jak je z obrazku patrné, je pozorovana silnd korelace mezi namefenymi daty pomoci dvou
spektrofotometrickych metod. Nejvice rozdilné hodnoty vykazovaly neokyselené extrakty E2
a E5. U FCM metody byla intenzita téch extrakti mnohem niz§i v porovnani s okyselenymi
extrakty. Tento znaCny rozdil mohl byt zpusobeny kyselinou mravenci, ktera zajistila vyssi
reaktivitu fenolickych latek s ¢inidlem. U méfeni TEAC takovy rozdil mezi pfidavkem
kyseliny mravenci nenastal. Okyselenim doslo pouze k mirnému navySeni antioxidacni

aktivity. U ostatnich extraktt byl rozdil intenzit spektrofotometrickych metod podobny.
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4 ZAVER

Naplni této prace bylo stanoveni jednotlivych fenolickych latek ziskanych z rtznych
extraktli amarantovych zrn a studium antioxidacni aktivity vzorku.

Prvni Cast diplomové prace byla zaméfena na identifikaci a kvantifikaci volnych
a vazanych fenolickych latek v ptipravenych extraktech. Nejprve byla provedena optimalizace
chromatografické separace a hmotnostné spektrometrické detekce. Separace sledovanych
latek probihala v systému s obracenymi fazemi na kolon¢€ Ascentis Express C18, ktera byla
plnéna povrchové poréznimi cCasticemi. VSechny analyzované latky byly separovany
gradientovou eluci po dobu 9 minut. Mobilni fazi pfedstavoval acetonitril a okyselena voda
(0,3% kyselina mravenci). K identifikaci latek byla provedena HPLC/MS analyza pfi snimani
kladnych a zapornych iontd. Pro zjisténi jejich strukturni informace byla nasledné provedena
tandemové hmotnostni spektrometrie. Na zakladé€ identifikovanych latek byly optimalizovany
parametry MRM piechodi. Takto optimalizovanou chromatografickou separaci bylo
analyzovano 10 typu extrakti volnych fenolickych latek, dale pak extrakty =ziskané
po alkalické a kyselé hydrolyze a extrakty ziskané postupnou extrakci. Kazdy extrakt byl
ptipraven dvakrat a jednotlivé extrakty byly mezi sebou porovnany. Z vyslednych hodnot
bylo zjisté€no, ze nejvyssi mnozstvi fenolickych latek vykazuji extrakty s pfidavkem kyseliny
mravenci. Pfi porovnavani namétenych dat bylo zjisténo, Ze jednotlivé extrakty se od sebe lisi
v zavislosti na interakci fenolické latky s danym extrakénim ¢inidlem. Nemuzeme tedy fici,
jaky typ rozpoustédla je vhodny k celkové izolaci fenolickych latek. Dale bylo zjisténo,
ze amarantové zrno obsahuje pfevazn€ fenolické kyseliny a jejich derivaty, zejména
glykosidy. Zastoupeni flavonoidi bylo minimalni.

Druha cast diplomové prace byla zaméfena na spektrofotometrickém stanoveni
antioxida¢ni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek v riznych extraktech volnych
fenolickych latek (E1-E10) a extraktu ziskaného po kyselé hydrolyze. Jelikoz byl kazdy
extrakt pfipraven dvakrat, bylo analyzovano celkem 22 extraktd, které byly navzajem
porovnany. Antioxida¢ni aktivita byla meéfena metodou ABTS a celkové mnozstvi
fenolickych latek metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Pomoci téchto metod bylo
zjisténo, ze nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity 1 celkového mnozstvi fenolickych latek
vykazuji extrakty s pfidavkem kyseliny mravenci, naopak nejniz§i hodnoty poskytovaly
extrakty ziskané vicenasobnou extrakci. Bylo také zjisténo, ze amarantova zrna se vyznacuji
nizkym obsahem fenolickych latek a jejich antioxidaéni aktivitou, bez ohledu na pouzitou

extrakci.
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PRILOHY
Tabulky

Tabulka P1 - Zastoupeni fenolickych latek v extraktech amarantovych zrn, préimérna plocha A/1000.

Znaceni Latka El E2 E3 E4 E5
1 Glykosid 4-HBA 7572 7 435 7 332 6216 7 493
2 Glykosid 4-HBA 7 174 6 828 6 646 5 205 7 120
3 Glykosid vanilové k. 8 692 8 195 8 857 7 699 8 385
4 3,4-DHBA 210,5 156,5 197,7 192,6 193,1
5 Glykosid vanilové k. 641,6 600,9 656,6 586,5 594,1
6 Glykosid 4-HBA 260,4 315,3 275,7 215,5 320,8
7 Glykosid ferulové k. 98,54 55,48 88,62 65,97 36,52
8 Glykosid 4-HBA 562,6 674,2 569,1 448,8 698,5
9 Glykosid 4-HBA 762,1 964,9 798,1 612,3 996,4
10 Glykosid vanilové k. 29,55 33,65 28,44 23,51 33,63
11 Glykosid vanilové k. 32,95 36,88 29,63 24,39 37,12
12 Glykosid vanilové k. 5720 3493 5516 5 065 4 397
13 4-HBA 2282 2 083 2241 2 035 2222
14 Glykosid ferulové k. 1603 1496 1564 1360 1576
15 Kavova k. 2131 1114 195,1 197,8 163,1
16 Vanilové k. - - - - -
17 Kaffeoylchinova k. 404,6 122,3 433,3 439,4 251,6
18 Kaffeoylchinova k. 37,66 18,89 35,41 34,27 10,54
19 Rutin 200,5 239,2 218,4 192,9 239,2
20 Kumaroylchinova k. 1071 383,3 1131 1085 756,9
21 N-kumarova k. 949,1 727,3 813,3 829,1 1011
22 Isokvercitrin 1,58 2,33 2,01 1,61 2,19
23 Kumaroylchinova k. 455,9 2115 432,8 363,3 190,8
24 Feruoylchinova k. 750,1 270,7 759,8 755,2 527,3
25 Kaempferol-rutinosid 432,9 431,9 461,8 384,3 323,6
26 Feruoylchinova k. 375,1 192,9 364,7 284,1 137,7
27 Ferulova k. 36,18 26,97 33,45 33,49 36,15
28 Ferulové k. 36,43 41,48 33,78 27,82 25,11
29 Myricetin - - - - -
30 Salicylova k. - - - - -
31 Kvercetin 1,12 1,06 - - 1,12
32 Kaempferol - - - - -



Znaceni

10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

Latka
Glykosid 4-HBA
Glykosid 4-HBA
Glykosid vanilové k.
3,4-DHBA
Glykosid vanilové k.
Glykosid 4-HBA
Glykosid ferulové k.
Glykosid 4-HBA
Glykosid 4-HBA
Glykosid vanilové k.
Glykosid vanilové k.
Glykosid vanilové k.
4-HBA
Glykosid ferulové k.
Kévova k.

Vanilovi k.
Kaffeoylchinova k.
Kaffeoylchinova k.
Rutin
Kumaroylchinova k.
~-Kumarova k.
Isokvercitrin
Kumaroylchinova k.
Feruoylchinova k.
Kaempferol-rutinosid
Feruoylchinova k.
Ferulova k.
Ferulova k.
Myricetin
Salicylova k.
Kvercetin

Kaempferol

E6
5675
5174
7 098
199,2
567,6
215,8
36,38
497,3
685,6
23,17
27,99
4 566
1878
1288

203,9

477,3
21,75
227,3
1140
832,7
2,22
236,8
782,7
388,5
1419
31,26

25,52

1,06

E7
5997
4 962
6 880
205,2
5424
206,7
50,93
478,9
665,3
23,24
27,26
4 698
1935
1209

200,4

437,5
30,62
219,3
1029
815,2
2,05
307,6
683,3
385,8
212,7
28,06

23,06

84

E8
4 392
363,3

39256
262,3
81,56
10,31
26,01
24,22
54,43

1,17
2,03
2 959
6 909
2239
117,6
89,31
21,79
41,87
333,3
931,5
0,64
168,1
206,5
77,04
152,1
24,31

29,19

E9
7 444
346,68
6 786
304,9
143,2
15,18
49,81
32,37
73,11

1,64

2,52
4 708
8211
274,7
107,9
162,3
40,22
51,53
549,8
961,1

0,74
278,2
329,8
1111
216,7
23,98

27,64

E10
3 685
1846
3070
246,2
172,9
28,02
54,17
87,26
141,6
3,54
5,08
4 125
2 089
525,9

131,2

2141
51,39
71,98
757,6
959,9

1,06
440,9
423,1
180,6
348,1
21,26

37,16



Alkalickd  Alkalicka
Alkalicka Kysela hydrolyza hydrolyza

taci Ltk hydrolyza hydrolyza pevného vodného
podilu podilu
1 Glykosid 4-HBA 1989 1296 55,74 2 898
2 Glykosid 4-HBA 57,25 3,25 0,49 25,52
3 Glykosid vanilove k. 1465 315,69 23,11 2 333
4 3,4-DHBA 1401 1288 1014 235.,6
5 Glykosid vanilové k. . - i -
6 Glykosid 4-HBA . - i -
7 Glykosid ferulové k. 9.64 2,14 2,05 12,99
Glykosid 4-HBA - - - -
9 Glykosid 4-HBA . - - -
10 Glykosid vanilové k. . - i -
1 Glykosid vanilové k. . - i -
12 Glykosid vanilové k. 51,24 4 938 - 51,56
13 4-HBA 20 518 22 001 3811 7 103
14 Glykosid ferulové k. 79,72 7.84 - 75
15 Kavova k. 6 843 1074 4123 336,4
16 Vanilova k. 37,89 138,1 - -
17 Kaffeoylchinové k. . 235,1 - 1,27
18 Kaffeoylchinova k. . 13,21 - -
19 Rutin 14,53 3,04 - 19,69
20 Kumaroylchinova k. 49,05 1048 - -
21 "-kumarova k. 8 983 5 455 6 773 1011
29 Isokvercitrin 1,52 0,26 - -
23 Kumaroylchinové k. - 153,47 - -
24 Feruoylchinova k. 3,96 546,2 - -
25 Kaempferol-rutinosid 72,77 8,36 - 61,81
26 Feruoylchinova k. 4,29 92,27 - -
27 Ferulova k. 4 150 691,3 4 788 197,99
28 Ferulova k. 4 019 386,2 2 882 214,84
29 Myricetin . - - -
30 Salicylova k. 656,1 466 - -
31 Kvercetin 8,84 145,9 1,52 3,42
32 Kaempferol - 26,31 - -
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Tabulka P2 - Prlimérné hodnoty TEAC fenolickych latek v extraktech amarantovych zrn.

Znaceni ¢ [*mol/g vzorku]
El 0,9571 + 0,0251
E2 0,8773 + 0,0279
E3 0,9427 + 0,034
E4 1,0093 + 0,0339
E5 0,8698 + 0,0479
E6 0,9367 + 0,0159
E7 0,9165 + 0,0549
ES 0,4893 + 0,0695
E9 0,6301 + 0,0883
E10 0,4131 + 0,0487

Extrakt po kyselé hydrolyze 0,8731 £ 0,165

némé hodnoty celkového mnozstvi fenolickych latek v extraktech amarant

Znaceni ¢ [mg/g vzorku]
El 0,4694 + 0,0136
E2 0,2868 + 0,01
E3 0,4964 + 0,0167
E4 0,4952 + 0,0196
E5 0,3111 + 0,0138
E6 0,4264 + 0,0184
E7 0,4229 + 0,0208
ES8 0,1344 + 0,0188
E9 0,2053 + 0,0375
E10 0,1201 + 0,0123

Extrakt po kyselé hydrolyze 0,2881 + 0,0548
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Obrazky

Obréazek P1 - Hmotnostni spektrum glykosidu k. ferulové (m/z = 355) ziskané ESI ionizaci.

A. MS spektrum
B. MS/MS spektrum
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Intenzita
X * 106 329 [M-H]

1
100 200 300 400 500 600 700 Iri/z

Obrazek P2 - Hmotnostni spektrum glykosidu k. vanilové (m/z=329) ziskané ESI ionizaci.

A. MS spektrum
B. MS/MS spektrum
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Obréazek P3 - Hmotnostni spektrum glykosidu k. 4-hydroxybenzoové (m/z=299) ziskané ESI ionizaci.

A. MS spektrum
B. MS/MS spektrum
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Obrézek P4 - Optimalizovana separace extraktu E1.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 x3,0 mm x 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; prdtok: 0,4 ml/min;
davkovéni: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM prechody viz Tabulka 10.

Obréazek P5 - Optimalizovana separace extraktu E6.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm Xs,0 mm x 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; prdtok: 0,4 ml/min;
davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM ptechody viz Tabulka 10.
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Obrazek P6 - Optimalizovana separace extraktu E9.

Kolona: Ascentis Express C18 (150 mm x 3,0 mm x 2,7 pm); mobilni faze: ACN/H20 + HCOOH
(pH 2,43); gradient: 0 minut - 10 % ACN, 6 min - 37 % ACN, 7 min - 100 % ACN; pritok: 0,4 ml/min;

davkovani: 2 pl; teplota kolony: 40 °C; detekce: ESI/MS; MRM ptechody viz Tabulka 10.
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