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ANOTACE

Tato diplomova préace se zabyva octy, jejich popisem a chemickym slozenim. Zamétuje
se na polyfenolické slozeni octl, jejich antioxidacni aktivitu a na zmény v pribéhu
technologického procesu. V zavéru reSersni Casti je popsana separace polyfenold v octech
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Experimentalni ¢ast prace je vénovana
analyze polyfenolickych antioxidantd v octech pomoci kapalinové chromatografie s vyuzitim
gradientové eluce. Nasledné pomoci nejlepSich nalezenych podminek byly kvantifikovany tfi

fenolické kyseliny ve vzorku ryZového, jablecného a balzamikového octa.
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Separation of polyphenolic compounds in vinegars using liquid chromatography with

gradient elution

ANNOTATION

This thesis deals with vinegars, their description and chemical composition. It focuses
on the polyphenolic composition of vinegars, their antioxidant activity and changes during the
technological process. In the conclusion of the research part, the separation of polyphenols in
vinegars by high-performance liquid chromatography is described. The experimental part of
the work is devoted to the analysis of polyphenolic antioxidants in vinegars by liquid
chromatography using gradient elution. Subsequently, three phenolic acids in rice, apple and

balsamic vinegar samples were quantified using the best conditions found.
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UVOD

Kromé nejlevnéjsiho lihového kvasného octa existuji i dals§i druhy octl jako naptiklad
balzamikovy, sherry a dalsi, které slouzi spiSe k dochuceni pokrmi, jelikoz jsou mnohem
a konzervaci potravin, ale jsou stale vice konzumovany i pro své antioxida¢ni u¢inky. Mezi
hlavni latky v octech, které maji antioxidacni charakter patii latky polyfenolické, vznikajici
jako sekundarni metabolity rostlin. Tyto rostlinné polyfenolické metabolity jsou riiznorodou
skupinou latek. V octech jsou nejvice zastoupeny hydroxyskoficové kyseliny,
hydroxybenzoové kyseliny a flavonoidy. Do octli se dostavaji diky hlavni cukerné suroviné,
¢imz muaze byt vinnd réva, jablka, ryze a dalSi Sirokd paleta substrati. V pribéhu
technologického procesu dochazi ke zménam polyfenolického sloZeni. Tyto zmény zavisi na
predupraveé cukerné suroviny, na zpusobu vyroby a podminkéach skladovani.

NejcCastéji se tyto analyty stanovuji kapalinovou chromatografii na reverzni fazi. Jelikoz
se nejednd o pevné rostlinné vzorky, ale o vzorky octi, je jejich uprava pred analyzou zcela
minimalni. Cilem diplomové prace je optimalizace podminek separace polyfenolickych
antioxidantl a nasledné ovétfeni vhodnosti zvolené stacionarni faze a slozeni mobilni faze na
separaci polyfenolil v octech. Pti analyzach byla pouzita kapalinovd chromatografie s detekci

diodového pole a detekci hmotnostnim spektrometrem.
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1 OCTY

Ocet je kysela potravina majici vSestranné vyuziti. Pivod octa je spjat s vyrobou vina, kdy
lze ptedpokladat, ze po neimyslném zkvaseni vina na vzduchu doslo k objeveni kyselého
octového roztoku [1]. Této skutecnosti si jiz byly védomy staroveéké civilizace. Stejné tak
o puvodu octll vypovida latinsky nazev ,vinum acer”, znamenajici kyselé vino [2]. V minulosti
se ocet pouzival jako konzervant, medicina ¢i napoj dodavajici silu pred bojem. Slavny lékar
a zakladatel 1¢karské védy Hippocrates (420 pf. n. 1.), pouzival ocet na Cisténi viedd a ran.
K lécbé kasle doporucoval praddvny 1€k Oxymel. Jednalo se o roztok octa s medem. Jeho
pouzivani se uchytilo, jelikoZ byl tento 1€k popsan 1 v britském 1€kopisu pochdzejici z roku
1898. Julius Caesar, ve svych pisemnostech zminil, Ze fimsti vojéci si do vody ptidavali ocet,
jako cistici sloZku, ktera ma zabranit mozné zdvadnosti vody na nepratelskych tizemich. Prvni
spolecnosti vyrabé€jici ocet komeréné je povazovana Vinaigriers moutardiers sauciers
distillateurs en eau-de-vie et esprit-de-vin buffetiers, kterd byla zalozena roku 1394 v Orleédns
ve Francii. Ocet zde byl vyrabén takzvanou pomalou orlednskou metodou, kterd je stale
pouzitelnd i v dnesni dobé¢ [2,3].

Dnes se ocet jednoznacné pouzivd jako ochucovadlo potravin, jako konzervant pii
nakladani ovoce, zeleniny a uzenin. Bézny lihovy kvasny ocet je vhodnym pomocnikem
v domacnosti, je levnéjsi variantou Cisticich prostiedkti. Octy maji antifungicidni a dezinfek¢ni
ucinky, odstranuji vodni kdmen, mastnotu a zapach. Lze je pouZzit na octové obklady snizujici

horecku a otoky [3,4].

1.1 Legislativa a trh

V cCeské legislativé je ocet zminén ve vyhlaSce ¢. 248/2018 Sb., kde je ocet kvasny
okyselujici potravinou, kterd je vyrobena biologickym procesem kyséani lihu obohacené¢ho
Zivinami za pomoci octovych bakterii. Kvasny ocet se déli na lihovy, vinny a ovocny ocet
kvasny. Kvasny ocet lihovy je vyrobeny kysanim kvasného lihu pochazejiciho ze Skrobnatych
nebo cukernych surovin. Kvasny ocet vinny je vyroben kysanim lihu obsazen¢ho v révovém
ving, které bylo kysano spole¢né s fedénym kvasnym lihem. Ovocny kvasny ocet se vyrabi
kysanim lihu obsazeném v ovocném nebo sladovém ving, které bylo kysano spole¢né
s fedénym kvasnym lihem. Pfi vyrobé kvasného octa vinného a kvasného octa ovocného
se k zakysani pouzivd kvasny ocet lihovy, pficemz kyselina octova obsazend v hotovém
vyrobku mtiZze pochéazet z kvasného octa lihového v podilu nejvyse 49 % [5]. Organizace pro

vyzivu a zemédélstvi (FAQO) a Svétova zdravotnickd organizace (WHO) popisuji ocet jako
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tekutinu vhodnou ke konzumaci, ktera byla vyrobena vyluéné ze Skrobnatych/cukernych
zemédé€lskych substratl, dvéma po sobé jdoucimi procesy kvaseni [6]. WHO dale zminuje,
ze ve vinnych octech by nemél obsah zbytkového alkoholu presahnout 0,5 % obj., u ostatnich
octll poté 1 % obj. Obsah celkovych kyselin, vyjadieno jako kyselina octova, by nemélo byt
méné nez 60 g/l a ne vice, nez vznikne pomoci biologické fermentace. Pro ostatni octy by
celkovy pocet kyselin nemél byt mensi nez 50 g/l [7]. Americky ufad pro kontrolu potravin
a léciv (FDA) uvadi, ze ziedéna kyselina octova neni octem a neméla by se pridavat do téch
potravinaiskych vyrobku, u kterych se pfedpoklada ptidany ocet (marinddy a zalivky) [2].

Na trhu se Ize setkat s mnoha druhy octd. V riznych zemich se t&si oblib¢ jiny druh octa,
ktery vychazi z kultury dané zem¢ a konzumovanych jidel. Octy 1ze nejlépe klasifikovat podle
pouzité¢ suroviny. V Ceskych domadcnostech se nejvice pouziva kvasny lihovy ocet, dale
jable¢ny ocet, vinny ocet, balzamikovy ocet a ocet ryzovy. Lihovy kvasny ocet obsahuje 8 %
obj. kyseliny octové a diky své vyrazné kyselosti ma vSestranné pouziti. Vyrabi
se z destilovaného lihu a nejvice se hodi na konzervaci ostatnich potravin, jelikoZ ma Cistou
kyselou chut, diky které vynikd ptivodni chut’ nakladanych potravin. Jable¢ny ocet se vyrabi
z drcenych jablek, které jsou fermentovany na jable¢né vino. Tyto octy mohou byt na trhu také
ve formé nefiltrovanych octl. Pouzivaji se do zalivek ¢i chutney. Vinné octy, se vyrabi bud’to
spontdnnim kvasenim hroznti, nebo inokulaci hroznovych mostt [3]. Balzamikovy ocet je také
ze se vyrabi pouze z vinnych odrtid Trebbiano péstovanych v oblasti Modena na severu Italie.
Vznikajici ocet je ponechan procesu starnuti v difevénych sudech, které davaji kone¢nému
vyrobku specifickou chut’ a buket. Proces starnuti by m¢l trvat nejméné 12 let pro tradicni
balzamikové octy, balzamikové octy z Modeny vSak starnou kratsi dobu, od 2 mésicii do 3 let
[3,4,8]. Dalsim velmi cenénym vinnym octem je sherry ocet pochézejici ze Spanélska [1]. Oba
tyto octy a dalsi spadaji pod ochranné oznafeni PDO ¢i PGI, které je umisténé na obalu
vyrobku. PDO (Protected Destination of Origin), neboli chranéné oznaceni plivodu, zastit'uje
octy, které jsou vyrabény tradicné€ po celou dobu technologického zpracovani na stejném misté
a diky tomu maji specifické vlastnosti dané podnebim, pivodnim technologickym
,.know-how", konkrétnim sloZzenim plidy a odridou suroviny v dané oblasti. Kdezto, PGI
(Protected Geographical Indication), oznacuje octy, které jsou sice vyrobeny tradi¢nimi

postupy, ale jsou alesponi ¢astecné vyrabény na daném tzemi [4].
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PDO oznaceni vlastni tyto octy:

- Aceto Balsamico Tradizionale di Modena (Tradi¢ni balzamikovy ocet z oblasti
Modena, Italie), Aceto Balsamico Tradizionale di Reggio Emilia (Tradi¢ni balzamikovy
ocet z oblasti Emilia, Italie)

- Vinagre de Jerez (Vinny ocet z oblasti Jerez, Spanélsko), Vinagre del Condado de
Huelva (Vinny ocet zoblasti Condado de Huelva, Spanélsko), Vinagre de
Montilla-Moriles (Vinny ocet z Montilla-Moriles, Spanélsko)

PGI oznaceni vlastni tyto octy:
- Aceto Balsamico di Modena (Balzamikovy ocet, ktery mtze byt zpracovan i mimo
oblast Modena)
- Zhenjiang Xiang Cu (Tmavy ryZovy ocet vyrabény v oblasti Cen-tiang, Cina) [4].

Znamym ryzovym octem je japonsky ocet Kurosu a ¢insky ocet Zhenjiang [9]. Bé&zné
se pouzivaji v asijské kuchyni, jsou spiSe sladSi a méné kyselé oproti ostatnim octlim. Mohou
byt vyrobeny fermentaci ryze nebo z ryzového vina. Pokud se pouzivd neloupana ryze,
ziskavame tmavé zbarveny ocet se zékalem. Pro vyrobu svétlych octl se pouziva ryze loupana.
Pokud se v obchodnich fetézcich setkdme se sushi octem, jedné se o jiz ochuceny ryzovy ocet,
do které¢ho byl pfidan cukr a stl [3]. Mezi dals$i druhy octii 1ze zminit sladovy ocet vyrabény
z fermentovaného je¢mene a obilné kaSe. Tento druh octa je velmi popularni ve Velké Briténii,
podava se k oblibenému pokrmu Fish and Chips [3,9]. Dalsim zastupcem je titinovy ocet, ktery
je velmi obliben na Filipinach [9]. Némecko je zase nejvétSim vyrobcem pivniho octa.
Na Stiednim vychodé se naopak hojné¢ vyuziva datlovy ocet [2]. Existuji 1 octy malinové,

rybizové, kokosové nebo umeo octy, vyrabéné ze Svesticek umebosi [10].
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1.2 Technologické zpracovani octit

Ocet je vysledkem dvoustupiiové fermentace. Vstupni surovinou prvniho stupné
je jakakoli surovina obsahujici cukry vhodné k fermentaci, nejcastéji ovoce a obiloviny, kdy
kvasinky rodu Saccharomyces spp. vyrabi ATP, CO; a pfeménuji cukry na ethanol. Tento
biochemicky proces probihd za anaerobnich podminek. Vznikly ethanol je dale v druhé
fermentaci pfeménén octovymi bakteriemi za aerobnich podminek na kyselinu octovou. Mezi
zastupce, kteti se podileji na octovém kvaSeni lze zatadit Acetobacter (Acetobacter aceti subs.
Aceti, Acetobacter subsp. orleanensis, Acetobacter rancens, Acetobacter pasteurianus),
Gluconobacter, Gluconacetobacter a Komagataeibacter [2,6,11,12]. Tento zjednoduSeny

biochemicky proces vyroby octa znazoriuje obrazek 1.

FERMENTOVATELNE SACHARIDY
(glukoza, fruktoza, galaktdza, mandza, sachardza, maltoza)

v

1. ALKOHOLOVE KVASENI C¢H1206 — 2 C:HsOH + 2 CO;
Probiha bez ptistupu O, kvasinky ETHANOL

v

2. OCTOVE KVASENI C;Hs0H + O; — 2 C;H40; + 2 H,0
Probiha za pfistupu O, bakterie octového kvaseni KYSELINA OCTOVA

Obrazek 1: Zjednoduseny biochemicky proces vyroby octa [4]

Mezi nejznamé;jsi zpisoby vyroby octa patii pomalé povrchové metody, dale metody
rychlého octafstvi a submerzni vyrobni metoda. Mezi pomalé tradicni metody patii nejstarsi
orlednsky zpusob. KvaSeni se provadi ve velkych dievénych sudech o objemu kolem 200 litra
a vice. Sudy jsou plnény pouze z 1/3 svého objemu a je zajiStén kontakt kapaliny s okolnim
vzduchem. V minulosti se nechdvaly sudy oteviené, dnes jsou sudy opatieny specialnimi otvory
pro cirkulaci vzduchu. Na povrchu kapaliny se tvofi shluk fermenta¢nich mikroorganismu,
kterému se fika octovd matka. Za 8 az 14 mé&sicl se odeberou pfiblizn€ 2/3 octa a zbytek
se doplni novym vinem [4,13,14].

Principem rychlych octafskych metod je vyroba octa v acetogeneratorech neboli
velkoocetnicich s imobilizovanymi octovymi bakteriemi uloZenymi na dfevéném rostu. Jako
nosice octovych bakterii se nejvice pouzivaji bukové hobliny, 1ze se setkat i s korkovymi nosici

nebo pemzou [14].
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Submerzni metoda je v soucasnosti nejpouzivanéjsi primyslovou vyrobou octa. Vyroba
probihda v ocelovych acetatorech, vybavenymi michadly, chlazenim a provzdusnovacim
syst¢émem. Bakterie jsou volné rozptyleny v celé fediné¢ (ndlevu). Vyrobu lze provadét
vsadkove ¢i kontinualné. U vsadkové metody se vychazi s ndlevem obsahujicim 11-12 % obj.
ethanolu a Zivinami. Doba jednoho cyklu je pfiblizn¢ 48—72 hodin, kdy dojde k poklesu
ethanolu na 0,3 % obj. a zvysSeni obsahu kyseliny octové na 11-12 % obj. [14].

Po vyrobé octa ptichazi uprava octa a jeho skladovani. Pro snizeni obsahu latek
zpasobujici zékaly (bilkoviny, melanoidiny a pektiny) se octy cefi. Dale se fedi
na pozadovanou koncentraci, ptiblizné 8 % obj., chemicky a mikrobiologicky nezavadnou
vodou. Neékteré druhy octll se nechéavaji zrat v sudech pro ziskani lepsich organoleptickych
vlastnosti.

Balzamikovy ocet je znam pro své né€kolikaleté starnuti v sudech. Procesu starnuti
balzamikovych octii nalezi nazev Rincalzo, zndzornény obrazkem 2, (A). Pii tomto postupu
dochazi ke kvaSeni octa nejprve v nejvetsim sudu a nasledné se pokracuje se sudy s menSim
objemem. Sudy jsou vyrobeny zruznych dfevin jako je kaStan, tfeSeni, jalovec, moruse
a dub [2,8].

U Spanélskych sherry octli se pouzivaji dv€ moznosti starnuti. Prvni moznosti je staticky
systém, kdy ocet starne pouze v jednom sudu. Druhou moznosti je Solera systém, zndzornény
na obrazku 2, (B) skladajici se z n¢kolika krok, (od tii do osmi), kdy je nejvyse polozeny sud
naplnén sherry vinem. Findlni ocet je ziskavan z dolnich sudd, které se opét naplni octy ze sudil
nad nimi [4]. Jako kone¢né tpravy pifed plnénim octi do lahvi se provadi Cifeni, filtrace,

v nékterych piipadech dobarveni sulfitovym karamelem a pasterace [14].

(A) (B)
o 7 = :
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Obrézek 2: Starnuti balzamikovych octli (A), starnuti sherry octt [4]

~ il
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1.3 Chemické sloZeni octii

Chemické slozeni octli zavisi na pouzitych surovinach, postupu technologické vyroby
a chemickymi, fyzikdlnimi a mikrobidlnimi zménami béhem fermentace [15]. Jelikoz se tato
prace zabyva stanovenim polyfenolickych latek, je jim v dalSich kapitolach vénovan vétsi

prostor.

1.3.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny se vyskytuji v ptivodnich surovinach, také vznikaji jako produkty
mikrobidlniho rozkladu proteinti. V octech se vyskytuji ve forme volnych i neproteinovych
aminokyselin. Nejvice se vyskytuje kyselina glutamova, a to jak v obilnich, tak 1 ovocnych
octech. Celkova koncentrace aminokyselin roste se stafim octa. Bylo zjisténo, ze octové
kvasinky pii fermentaci hroznového mostu vyuzivaji specifické aminokyseliny, L-arginin,
kyselinu L-glutamovou, L-glutamin, L-aspartat, L-asparagin, L-threonin a L-serin.
na organoleptické vlastnosti, naptiklad glycin, alanin a prolin jsou nositelé sladké chuti. Leucin,

arginin, methionin a tryptofan jsou nositel¢ hotké chuti [4,15].

1.3.2 Organické kyseliny

V octech se vyskytuje mnoho organickych kyselin, jsou jednak v zakladnich surovinach
ale také vznikaji v pribéhu fermentace. Dle provedené studie, vznikaji organické kyseliny
pomalu pii ethanolovém kvaseni, oproti tomu pii octovém kvaSeni rapidné roste jejich obsah.
Ethanol-dehydrogenaza a aldehyd-dehydrogenaza, kterou vylucuji octové bakterie oxiduje
ethanol na kyselinu octovou. Déle produkuji kyselinu vinnou, mlé¢nou, jable¢nou a citronovou
[9]. Kvasinky produkuji kyselinu pyrohroznovou a jantarovou, ¢imz také pfiispivaji
k celkovému mnozstvi organickych kyselin [17]. Nejvyznamnéjsi je kyselina octova, jeji obsah
v octech je také nejvyssi a tvofi priblizné 30-50 % celkovych organickych kyselin. Mezi t¢kavé
zastupce patii kyselina octovd, mravenci, propionovéa, maselnd a chinova. Mezi netékavé
organické kyseliny v octech patii mlécna, jable¢nd, pyroglutamova, citronova, jantarova, vinna
a fumarova [4,15,18].

Organické kyseliny jsou hlavnimi slozkami, davajici octim chut’ a aroma [19]. Bylo
zjisténo, Ze ovocné octy obsahuji vice organickych kyselin nez octy obilné, diky tomu jsou vice
aromatické a maji bohatsi chut’ [18]. Kyselina octova pfispiva velmi siln€ k typické octové viini

a kyselé chuti octli. Pokud se v octu vyskytuji také kyselina mlécnd, vinna, jablecna a jantarova
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tlumi projev kyseliny octové a ocet zjemnuji [15]. Organické kyseliny tidi hladinu glukozy

v krvi a mohou regulovat metabolismus lipidi [18].

1.3.3 Sacharidy

Sacharidy jsou zékladnim zdrojem uhliku a energie béhem fermentace. Souviseji s chuti
a hustotou octli. VétSinou se vyskytuji ve form¢ monosacharidl, které vznikly degradaci
polysacharidii nebo oligosacharidii béhem fermentacniho procesu. Monosacharidy, které
se nejCastéji  vyskytuji v octech jsou glukoza, fruktéza, xyléza, mandza a arabindza.
Disacharidy obsazené v octech jsou sachardza a maltdza. Bylo zjiSténo, Ze balzamikovy ocet
obsahuje devét cukrt (galaktozu, glukézu, fruktézu, mandzu, ribozu, sorbozu, xylézu,
a sachardzu) a Ctyti cukerné alkoholy (manitol, glycerol, erythritol a inositol) [4,15].

Byly studovany vzorky tradi¢niho balzamikového octa, kdy nejvice zastoupenym
sacharidem byla gluko6za (153-294 g/kg), fruktoéza (131-279 g/kg), xyléza (0,11-0,39 g/kg),
rib6oza (0,078-0,429 g/kg), rhamnoéza (0,061-0,195 g/kg), galaktdéza (0,136-0,388 g/kg),
mandza (0,41-1,46 g/kg), arabindza (0,33—1,00 g/kg) a sacharoza (0,46-6,84 g/kg). Kvasny

ocet lihovy obsahuje nejméné sacharidii a zivin ze vSech octii [20].

1.3.4 Melanoidiny

Tyto makromolekularni slouceniny vznikaji pii reakcich redukujicich cukrti a slouc¢enin
obsahujici volné aminoskupiny, jako jsou aminokyseliny, peptidy Ci proteiny prostiednictvim
Maillardovy reakce. Béhem tepelného zpracovani octli jsou Skrob, hemiceluldzy a bilkoviny
hydrolyzovany na redukujici cukry a aminokyseliny, které slouzi jako vstupni reaktanty pro
tvorbu melanoidint. Po tepelné upravé davaji potraviné hnédé zbarveni. Typicky se nachazeji
v prazené kavé, kakau a chlebu, ale 1 v octech a dalSich potravinach. Teplota prazeni kavy
dosahuje teplot nad 200 °C. U octli, konkrétné u tradi€niho ¢inského obilného octa, staci k jejich

tvorbé tepelna uprava o mnohem mensi, a to okolo 80-90 °C [15,21-23].

1.3.5 Vitaminy a minerdly

V octech se vyskytuji vitaminy skupiny B a vitamin C. Obilné octy obsahuji hlavné
vitaminy Bi, Ba, kyselinu nikotinovou a nikotinamid. U palmového octa byl zjistén vysoky
obsah vitaminu C (217 mg/1) [15].

Mineralni latky se do octli dostavaji z hlavnich surovin, vody, ale také ze suda, v kterych

probiha proces fermentace [4]. Mezi hlavni prvky ve vinnych octech patii Ca, K, Mg, Na, P
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a S. Draslik je nejhojnéji zastoupen, jeho koncentrace miize byt navySovana tim, ze se do octli
¢i vin ptidava konzervacéni slozka metabisulfit draselny. Ve Spané€lskych octech z Andalusie
(Vinagre de Jerez, Vinagre de Montilla-Moriles a Vinagre del Condado de Huelva) byla
provedena prvkova analyza pomoci ICP-OES a byly stanoveny tyto prvky: Al, As, B, Ba, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sr, V a Zn. Bylo také zkoumano, zda ma
starnuti octl vliv na prvkové slozeni. Ve vétsin€ piipadi byl obsah minerali ve starych octech
(analyzovana paleta octli byla z riznych oblasti) vyssi nez v mladych, nejvice se hodnoty lisily
pro prvky Al, B, Cu, K, Mg, Pb, S, Sr a Zn. Koncentrace prvkl K, Ca, Cu, Cd, Mn, Zn a Pb
muze byt navySovana tim, ze se vyskytuji v hnojivech, pesticidech ¢i fungicidech. Prvky jako

jsou Cd a Pb mohou byt navySovany v disledku antropogenniho znecisténi [24-26].

1.3.6 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky jsou rozmanitd skupina sloucenin, ktera je distribuovana v ovoci,
zelening, obili ¢i rostlinach. Jedna se o sekundarni metabolity, které si rostliny tvoii jako
ochranné¢ latky vic¢i riznym vliviim jako je UV zéfeni, napadeni hmyzem, viry ¢i bakteriemi
[27]. Krom¢ latek ptrirodniho ptivodu, 1ze do fenolickych latek zatradit i synteticky vyrabéné
latky slouzici jako antioxidanty ptfidavané do potravin, jedna se o butylhydroxytoluen,
butylhydroxyanisol, propylgalat (ester kyseliny gallové) a terc-butylhydrochinin [28]. Skupina
fenolickych latek v sobé zahrnuje jak jednoduché molekuly (fenolové kyseliny), tak
1 vysokomolekularni polymery (taniny a lignany). Mohou se vyskytovat jak volné, tak
1 ve forme esterti, aldehyda, keton ¢i methoxyderivatt [29,30]. Ovliviiuji senzorické vlastnosti
rostlinnych produkti, jelikoz se jednd o barviva (flavonoidy a lignany), chutové latky (taniny)
a vonné latky (jednoduché fenoly a fenolické kyseliny). Tyto latky jsou zodpovédné
za sviravost octl, podileji se na barvé a vini octll. Jsou to také antioxidanty a fytoestrogeny
majici antimikrobidlni, antialergické, antimutagenni, antitrombotické a protizanétlivé Gcinky

[29,31,32].
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V octech se vyskytuje Siroké Skala polyfenolickych latek, I1ze je rozdélit do nize uvedenych
skupin:

- Jednoduché fenoly: fenol, pyrokatechol (benzen-1,2-diol)

- Fenolové kyseliny: hydroxyskoficové kyseliny, hydroxybenzoové kyseliny

- Alkylfenoly: 3,4-xylenol (3,4-dimethylfenol), 4-ethylkatechol, 4-ethylfenol,
4-methylkatechol, 4-vinylfenol, o-kresol, m-kresol, p-kresol

- Methoxyfenoly a alkylmethoxyfenoly: guajakol, 4-ethylguajakol, 4-methylguajakol,
4-vinylguajakol

- Dimethoxyfenoly a alkyldimethoxyfenoly: 4-methylsyringol, syringol

- Alkylfenolické  alkoholy, alkylfenylmethoxy alkoholy: koniferylalkohol,
homovanillylalkohol, hydroxytyrosol, tryptophol, tyrosol

- Hydroxybenzketony a  jejich  derivaty: acetosyringon, acetovanillon,
isoacetosyringon, isoacetovanillon, isopropionsyringon, isopropionvanillon,

- Hydroxybenzethery: 4-hydroxy-3-methoxybenzyl(ethyl)ether

- Flavanoly: (-)-epikatechin, (+)-katechin

- Hydroxykumariny: aeskuletin, skopoletin

Hojné se vSak v octech vyskytuji fenolické kyseliny a flavonoidy.

Fenolické kyseliny

Tyto kyseliny lze rozdélit na derivaty hydroxyskotficové (fetézec C3-C6)
a hydroxybenzoové kyseliny (fetézec C1-C6). Nejbéznéjsi hydroxyskoticové kyseliny jsou:
ferulova, kavova, p-kumarovd, sinapovd. Mezi  hydroxybenzoové  kyseliny
patfi: p-hydroxybenzoova, protokatechuova, vanilova a syringova. Vyskytuji se ve formé
estert, glykosidl ¢i amidi [33]. Kyselina kavové a ferulova ve volné ¢i esterifikované formé
jsou nejvice zastoupenou fenolickou kyselinou v ovoci 1 obilovindch [31,34]. Obrazek 3
znazoriuje zakladni strukturu, benzoovych kyselin (A) a skoficovych kyselin (B), z kterych

poté vychazeji ostatni kyseliny.
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R, COOH R, OO

(A) (B)

Obrazek 3: Chemicka struktura benzoovych kyselin (A), skoficovych kyselin (B)

Flavonoidy

Jsou rozsahlou skupinou, kterad strukturné vychazi z flavanu (fetézec C6-C3-C6, dvé
benzenova jadra jsou spojena pies tii uhliky a spolecné s kyslikem vytvairi heterocyklus
2H- pyran). Tato struktura je poté r0zné substiuovana hydroxyskupinami nebo
methoxyskupinami. Casto se vyskytuji v glykosidové formé, poté je v jejich struktuie
necukerna ¢ast (aglykon) a cukerna slozka (glykon). D¢li se flavony, isoflavony, flavonoidy,

flavonoly, flavanony, antokyaniny, proantokyanidiny, isoflavonoidy a katechiny [35, 36].

Obrazek 4: Chemicka struktura flavanu
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1.4 Zmény polyfenolického sloZeni

Polyfenolicky profil octl zavisi na mnoha faktorech, 1ze je rozd¢lit na tii hlavni Casti,
kterymi jsou vybér a prediprava suroviny, vybér vyrobni metody a také podminky skladovani
kone¢ného vyrobku. Konkrétni polyfenolické latky v octech lze sledovat kvalitativné
a kvantitativné. Lze je také vyjadfit spolecné jako celkovy obsah fenolickych latek (TPC). TPC
se stanovuje Folin-Ciocalteu metodou. Pi ni dochazi k redukci Folin-Ciocalteova ¢inidla, coz
je smés fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny, za alkalickych podminek, kdy vznikaji
modré produkty. Fenolicky antioxidant je donorem elektronu a redukuje iont Mo®" na Mo”>*
Vysledky jsou vyjadfovany jako ekvivalent kyseliny gallové (mg GAE/ml). Lze se vSak setkat

s tim, Ze se jako referenc¢ni latka vyuziva katechin, kyselina kavova ¢i chlorogenova [37].

1.4.1 Vliv hlavni suroviny na sloZeni polyfenolickych latek

Vyznamny vliv vedouci ke zvySeni polyfenol ve vinnych octech je fermentace
spolecné se slupkami. Nartst je pozorovan u kyseliny gallové, benzoové, syringové, katechinu,
epikatechinu, tyrosolu a vanilinu [4]. Dalsi studie [38] zkoumala rozdily mezi vinnymi octy
z oblasti Jerez a Huelva ve Spanélsku. Obé tyto oblasti lezi na jihozapadé Spanélska, pouZivaji
podobné postupy vyroby a také stejnou vychozi surovinu, kterou jsou vybrané odrady vin
jako: Zalema, Pedro Ximénez, Listan de Huelva a dalsi. Piesto vSak na polyfenolické slozeni
maji vliv specifické zemépisné podminky téchto oblasti. V tabulce 1 si lze vSimnout
vyznamnych rozdili v obsahu kyseliny gallové, p-kumarové a kyseliny protokatechuové

vyskytujicich se ve vinnych odriidach Jerez a Huelva.

Tabulka 1: Rozdil polyfenolického slozeni vinnych odriid Jerez a Huelva [38]

Druh slouceniny Jerez Huelva
[mg GAE/] [mg GAE/]

Kyselina gallova 50,7 36,7
Kyselina syringova 11,7 6,5
Kyselina protokatechuova 58,2 67,8
Kyselina kavova 6,6 2,2
Kyselina p-kumarova 8,1 1,7
Protokatechuovy aldehyd 1,8 1,6
Vanilin 4,3 3,0
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Nejenom typ hlavni suroviny ovliviiuje slozeni polyfenold, ale také jeji zbarveni. Pti
vyrobé datlového octa bylo zjistovano TPC ptislusnych datli v mg GAE/100 g Cerstvych datli.
Hodnota TPC se pohybovala od 147,6 do 475,5 mg GAE/100 g cCerstvych datli. Nejvyssi
hodnotu 475,5 mg GAE/100 g mél nejtmavsi druh Khistawi, nejmensi obsah mél nejsvétlejsi
druh Barban 147,6 mg GAE/100 g [39]. Tuto skute¢nost potvrdila jina studie [40], zkoumajici
souvislost mezi zbarvenim octl z plodt diinu obecného a obsahem TPC, kde octy z Cervenych
plodt vykazovaly vétsi hodnoty TPC, oproti octim vyrobenych z plodt oranzovych ¢i Zlutych.
Tato skute¢nost plati i v jinych matricich. Studie brazilskych medt opét potvrdila, Ze nejtmavsi
medy vykazovaly vétsi hodnoty TPC neZ medy svétle [41].

V lracké studii se zabyvali porovnanim obsahu polyfenolickych latek v riznych druzich
datli, datlového octa a také porovnanim b&zné dostupnych octii v fraku. Do prvni skupiny lze
zahrnout ,artificial octy” a destilované kvasné octy s TPC od 0 do 70 mg GAEL/l. Druha
skupina zahrnovala jablecné a vinné octy, jejichz hodnota TPC se pohybovala v rozmezi
100-352 mg GAEL/IL. Posledni skupinou poté byly vzorky, jejichZ obsah polyfenoll byl vyssi
nez 352 mg GAEL/], kam ve vétSin€ ptipada spadaly praveé datlové octy [39]. V tabulce 2, 1ze
vidét porovnani rtznych druhli octii podle jejich hodnoty TPC (mg GAE/l). Mizeme si
vSimnou, Ze nejvysSich hodnot dosahovaly octy datlové a vinné. Ve studii, vSak nebyly
zkoumany napiiklad balzamikové octy, které vykazuji téz velmi vysoké hodnoty TPC.
Nejmens$i obsah TPC je samoziejm¢ u octli destilovanych. V nékterych piipadech u nich

polyfenoly nebyly vlibec stanoveny.

Tabulka 2: Porovnani celkového obsahu fenolickych latek v riznych typech octti [39]

Vyrobce Druh octa Zemé pivodu [mgTCI;SE n
Teeba Al Jabal *Artificial Libanon -
Al-Wafe *Artificial frak -
- *Datlovy ocet frak 1453,0
Durra Datlovy ocet Syrie 752,9
Sham Gardens Datlovy ocet frak 577,9
Al Walaem Cesnekovy Syrie 196,7
Al Wadi Al Akhdar Vinny Libanon 346,9
Kemal Kukrer Vinny Turecko 294,9
American garden Vinny USA 128,9
Zer Jable¢ny Turecko 63,1
Taksan Jable¢ny fran 13,9

*Artificial vinegar = smés vody a kyseliny octové, v Ceské republice nesmi byt prodavan pod nédzvem ocet
* Datlovy ocet = pfipraven pfimo pro analyzu v laboratofi z datlového substratu
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1.4.2  Vliv technologického zpracovani na sloZeni polyfenolickych latek

V prubéhu technologického procesu dochéazi k velkym zménam obsahu polyfenolickych
latek. Pro zjisténi zmén obsahu polyfenolickych latek po procesu acetifikace, byly zkoumany
vzorky jablecnych ciderd, bilych vin, ¢ervenych vin, a také jejich octové analogy vyrobené
v bioreaktorech pro tuto analyzu. V tabulce 3 je vidét pokles TPC oproti ptivodnimu substratu

u vSech sledovanych vzorki [42].

Tabulka 3: Pokles celkového obsahu fenolickych latek po acetifikaci [42]

Vzorek TPC pl:)()zl:clz:it"[i‘ll:acci
[mg GAE/] [%]
Jable¢ny cider (1) 609 -
Ocet z jable¢ného cideru (1) 416 32
Jable¢ny cider (2) 814 -
Ocet z jable¢ného cideru (2) 462 43
Bil¢é vino (1) 592 -
Bily vinny ocet (1) 509 14
Bil¢ vino (2) 211 -
Bily vinny ocet (2) 205 1,9
Cervené vino (1) 1448 -
Cerveny vinny ocet (1) 1262 13

Tabulka 4 znazoriiuje zmény obsahu konkrétnich polyfenola pti technologické vyrobé
jable¢ného octa. Tyto faze zpracovani vzorku jsou zndzornény zkratkami (JK) pro jablecny
koncentrat, (JC) pro jablecny cider, (DJO) pro dekantovany jablecny ocet, (DFJO) pro
dekantovany a filtrovany jablecny ocet, (KP) pro kone¢ny produkt. U vSech vybranych
polyfenolli Ize sledovat pokles jejich obsahu. Je nutné zminit, Ze surovy ocet nestarnul
v dfevénych sudech, ale byl pfed findlnimi Gpravami uchovavan po dobu 3 mésich

v polyesterovych nadrzich potaZzenych pryskyfici [43].
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Tabulka 4: Zmény obsahu vybranych polyfenolii béhem zpracovani octl [43]

Jablecny ocet

Faze Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Katechin

zpracovani gallova syringova kavova p-kumarova [mg/100 ml]
vzorku [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 ml] &

JK 1,0£0,10 5,2+0,30 10,3+ 0,10 2,0£0,10 70,0 + 5,00

JIC 0,22+0,02 | 0,48 +£0,03 2,3+0,10 0,30 = 0,01 16,0 + 1,00

DO 1,8 £0,10 0,4+0,10 1,12+ 0,04 | 0,20+ 0,02 7,4 £0,20
DFJO 5,2+0,10 0,20+ 0,01 | 0,52+0,01 0,11 +0,01 2,8 +0,30
KP 0,8 +0,40 0,12+0,02 | 0,40+0,01 0,08 + 0,01 2,4+0,10

Na obsah polyfenolti ma také vliv zplisob technologické vyroby octa. V laboratoii byly
pfipraveny dva panely vzorkd. Prvni panel zahrnoval vzorky §t4v z dfinu obecného, které
se nechaly volné€ kvasit ve fermentacnich bankach prekryté sterilni gdzou pro regulaci ptistupu
kysliku. Druhy panel vzorki obsahoval stejné §t'avy, ale jejich fermentace byla fizena. Nejprve
byly ovocné §t'avy naoCkovany kvasinkami rodu Saccharomyces bayanus a zakryty zatkami
pro anaerobni podminky po dobu 18 dni, poté jiz probéhlo spontanni octové kvaSeni po dobu
42 dni [40]. Na obrazku 5 si Ize vSimnout, ze prvni panel (I) vykazuje ve vSech ptipadech mensi
hodnoty TPC neZ panel druhy (I). Oznaéeni (Z) znaéi octy vyrobené ze Zlutych plodii, (O) octy
vyrobené z oranzovych plodii a oznaceni (C) octy z plodi ervenych. Nejvétsich hodnot TPC

dosahuji octy z ¢ervenych plodl pii pfiprave fizenou fermentaci.

Celkovy obsah polyfenola
800

700
600
500
400
300
200
100

TPC [mg GAE/100 ml]

Z 0 ¢
Obrézek 5: Porovnani celkového obsahu polyfenolil v octech z diinu obecného [40]
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1.4.3  Vliv skladovani octa na sloZeni polyfenolickych latek

Sud patii mezi nejstarsi nadoby na vino ¢i ocet. Pfi kone¢nych tpravach sudu je nutné
spojit jednotlivé dily neboli duziny k sobé a sud uzavtit. K tomu se pouziva ozehnuti vnittku
sudu ohném, takzvany ,,toasting“. Stupen ozehnuti Ize dé€lit na lehké, stfedni a silné ozehnuti,
které ovliviiuje chemické zmény v hloubce dieva. Typ ozehnuti siln¢ ovliviiuje kone¢né aroma
produktu. Stfedni oZzehnuti dosahuje do hloubky 2 mm, silné ozehnuti pfiblizné do 3 az 4 mm.
Termodegradaci celuldzy a hemiceluldzy vznikaji furanové derivaty, degradaci lipidl vznikaji
laktony. Z pohledu polyfenolickych latek je diilezitd termodegradace ligninu, kdy vznikaji
tékaveé fenolické latky, jako jsou naptiklad: guajakol, eugenol nebo vanilin. Eugenol dava
octiim kofenéné aroma pripominajici viini hiebicku a koufe. Vyznamna je také termodegradace
hydrolyzovatelnych taninti [44,45]. MnozZstvi a rychlost extrakce polyfenolickych latek ze suda
zé4visi na druhu a ptivodu dfeva, stafi sudt, dob& pouzivani (novy sud, ¢i sud po mnoha cyklech
starnuti). Pro urychleni doby starnuti, se dievéné sudy nahrazuji dubovymi pilinami [46].

Bylo studovano Sest sherry octti, které starly v sudech z amerického dubu. Na obrazku
6 1ze vidét nartst TPC v zavislosti na dobé¢ starnuti. U vSech vzorkt se po 2 letech starnuti obsah
TPC ptiblizn€ zdvojnasobil, polyfenolicky index rostl okolo 125 mg/1 za rok. Mezi analyzované
latky patiily: kyselina gallova, kyselina protokatechuova, kyselina vanilovd kyselina
p-kumarova, kyselina skoticova, hydroxymethylfurfural, furfural, vanilin, protokatechuovy
aldehyd, kyselina p-hydroxybenzoova, tyrosol, p-hydroxybenzaldehyd, syringaldehyd
a koniferylaldehyd a dalsi [46].
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Obrazek 6: Nartst polyfenolického obsahu béhem starnuti octt v sudech [46]
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1.5 Antioxidacni vlastnosti octii

Antioxidacni latky jsou pro lidsky organismus velmi dilezité, nékteré si lidské télo
syntetizuje samo, jin¢€ jsou piijimany potravou. Pii normalni funkci organismu staci pfijimané
a biologicky syntetizované antioxidanty bojovat s volnymi radikaly a zabranovat jim jejich
mozné degenerativni G¢inky na lidsky organismus. Volné radikaly vznikaji v organismu pfi
metabolické ¢innosti, dle jsou pfijimany potravou. Pod jejich vétsi expozici se dostavame pti
piemife opalovani, koufeni cigaret nebo konzumaci nezdravych potravin. Mezi volné radikaly
lze zatadit reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Oznaceni volné radikaly je dano
tim, Ze ve své¢ struktufe maji jeden €1 vice nesparovanych elektronti, diky kterym jsou reaktivni.
V tomto stavu pretrvavaji jen velmi kratkou dobu (10°-10'2 s), poté se potkaji s jinou
molekulou pfedaji ji nebo odejmou elektron, a tim ze zicastnéné molekuly vznika novy radikal
a je nastartovana radikéalova fetézova reakce [47].

Radikaly odvozené od ROS jsou: superoxidovy (— "O2"), hydroxylovy (— "OH), alkylovy
(- R"), alkoxylovy (- RO"), peroxylovy (— ROO") a hydroperoxylovy (— HOO") radikal.
Radikaly obsahujici dusik jsou poté odvozeny od oxidu dusného (— NO®) a oxidu dusic¢itého
(= NOO) [32]. V pripadé pfemiry volnych radikali v organismu vznikéd oxidacni stres, ktery
muze vyustit v mnohd zdvaznd onemocnéni. Mohou interagovat s proteiny, nukleovymi
kyselinami a mastnymi kyselinami v bunéénych membranach a plazmatickych lipoproteinech
a modifikovat je. Radikalové poskozeni nukleovych kyselin miize vést k dédicnym mutacim
a onkologickym onemocnénim. PoSkozeni proteini muze naopak nastartovat vznik
autoimunitnich onemocnéni. Poskozeni lipidl a proteint v plazmatickych lipoproteinech mtize
vést k rozvoji aterosklerozy ¢i onemocnéni korondrnich tepen. Dale maji také
neurodegenerativni vliv ¢i vliv na rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni [9,48].

Pojem antioxida¢ni aktivita (AOA) latek lze vysvétlit jako schopnost eliminovat volné
radikdly. Dal§im pojmem je antioxidacni kapacita latek, ta se vyjadiuje jako mnozstvi moli
reaktivnich radikald, které byly eliminovany 1 molem antioxidantu za ur¢itou dobu [32].

AOA fenolickych latek je dand tim, Ze jsou donory elektronu nebo vodiku, jelikoZ jejich
struktura obsahuje mnoho hydroxylovych skupin, které vychytdvaji volné radikaly nebo
chelatuji kovové ionty [27]. Maji redukéni uc€inky, kde hydroxylova skupina na benzenovém
jadre miiZze byt oxidovana a vznika slouc¢enina chinonu [49]. AOA je tedy zavisla na chemické
struktufe téchto latek. Naptiklad fenolické kyseliny vykazuji vétsi AOA v zavislosti na Grovni

hydroxylace a tato schopnost klesd, kdyz je hydroxylova skupina substituovana
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methoxyskupinou. Hydroxyskoficové kyseliny vykazuji vétsi AOA nez hydroxybenzoové,
jelikoz jsou lepsimi donory [29].

Octy obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek, mnoho z nich plni funkci
antioxidantli. Mezi hlavni latky patii primarné fenolické latky a melanoidiny, ale také nekteré
aminokyseliny, vitaminy ¢i organické kyseliny. Bylo zjisténo, ze vysokomolekularni
melanoidiny syntetizované béhem starnuti tradi¢niho balzamikového octa, mohou pfispivat
k celkové antioxidacni aktivité¢ az 40-50 % [21]. Hroznové octy vykazuji vyssi antioxidacni
kapacitu nez jablecné octy [15]. Prave tradi¢ni balzamikovy ocet je povaZovan za bohaty zdroj
antioxidacnich sloucenin, mezi které patii fenolické kyseliny, flavanoly, polymerni taniny
a melanoidiny [4,15,18,50]. N¢které bioflavonoidy maji vEétsi antioxidacni aktivitu nez
napiiklad vitamin C ¢i D a jsou az 1000x ucinnéj$i v potlaceni oxidace LDL cholesterolu nez
vitamin E [48].

Pro stanoveni antioxidac¢nich vlastnosti 1ze pouzit mnoho metod, je dobré je vzajemné
kombinovat, jelikoz kazda metoda méfi jiny aspekt antioxidacnich schopnosti.

Metoda TEAC, neboli (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), se vyuziva pro
stanoveni celkové AOA. Principem je reakce vzorku s kation-radikdlem ABTS-+
(2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonatem)). Antioxidanty jsou donorem
vodiku, tato zména se sleduje v absorp¢nich spektrech pii vinové délce 735 nm. Antioxidacni
kapacita vzorku je poté udavana jako ekvivalentni mnozstvi syntetického derivatu Troloxu.
Antioxidac¢ni aktivita vzorku se udava jako koncentrace Troloxu v (mmol/l) [51].

Metoda FRAP, (Rerric-Reducing Antioxidant Power), je chemickou metodou, pti které
antioxidanty reaguji s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Dochazi k redukci komplexu
Fe**-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazinu) (Fe**-TPTZ) na Fe?’"-TPTZ, kdy se poté mé&ii nartist
absorbance pii 593 nm. Tato metoda neni zcela vhodnd, jelikoz nedochdzi k zachyceni
polyfenolickych latek, které reaguji pomalu [51]. Mezi dal$i metody patii DPPH metoda
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) nebo CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) [43].
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2 ANALYZA POLYFENOLICKYCH LATEK V OCTECH

Polyfenolické antioxidanty lze analyzovat separacnimi technikami, jako je plynova
chromatografie ¢i kapalinova chromatografie. Pouzivaji se i elektromigracni techniky jako
kapalinova elektroforéza. Nejvice pouzivana je vSak vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
[52]. V nésledujicich kapitolach jsou popsany principy a aplikace metod kapalinové

chromatografie pro analyzu polyfenoll, véetné ptipravy vzorka k analyze.

2.1 Uprava vzorku pied analyzou

Jelikoz ocet obsahuje kromé veliké Skaly polyfenolickych latek rtizného charakteru
1 sacharidy, aminokyseliny, melanoidiny a dalsi latky, je vhodné v nékterych piipadech
pristoupit k ptecisténi vzorku. Navic se polyfenoly vyskytuji oproti jiz zmiflovanym analytim
v nizkych koncentracich, a proto je nutné latky komplikujici chromatogramy eliminovat

[53,54].

2.1.1 Extrakce kapalina-kapalina

Principem extrakce v systému kapalina-kapalina (LLE) je ustanoveni fazové rovnovahy
mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi kapalinami. VétSinou se extrahuje z vodného roztoku do
riznych organickych rozpoustédel. Uginnost extrakce zavisi na volbé rozpoustédla, na dobé
a teplot¢ extrakce [55]. Volba extrak¢niho ¢inidla zévisi na polarité analyzovanych sloucenin.
K extrakci polarnich latek se pouzivaji extrak¢éni Cinidla jako: diethylether, ethylacetat, aceton,
ethanol a methanol. Podle zptisobu provedeni 1ze LLE d¢lit na jednostupiiové, mnohastupnové

¢1 kontinualni extrakce. Mnohem selektivnéjsi je vSak pouziti extrakce pevnou fazi (SPE) [56].

2.1.2 Extrakce pevnou fazi

Pfi extrakci pevnou fazi se na pevné fazi selektivné zachycuji analyty ze vzorku
na zékladé¢ svych chemickych vlastnosti. RuSivé slozky zachyceny nejsou a dochdzi
k zakoncentrovani vzorku s vhodnym sloZenim. Tato metoda je tedy mnohem selektivnéjsi nez
LLE extrakce, navic vyuzivd menSich objeml vzorkid i rozpoustédel. PouZivaji se kolonky
obsahujici rtizné absorpéni materidly, jako jsou napiiklad: polyamidové naplné,
polyvinylpolypyrrolidon, sephadex, silikagel ¢i  mikrokrystalickd celuléza. Kolonky
se silikagelem mohou byt rizné modifikované, kde je na jejich povrch navdzan nepolarni C8
fetézec (oktyl), C18 (oktadecyl) nebo diol. Samotnym materidlem kolonek je sklo
¢i polypropylen. Kromé typickych kolonek se sorbenty se I1ze setkat s extrakénimi disky, jedné
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se o teflonové membrany s ptislusSnym sorbentem. Velkou vyhodou je moznost jejich uchovani
pro pozd¢jsi analyzy. Pouzitim on-line SPE, tedy piimého spojeni extrakce se separaci v jedné
instrumentaci dosahujeme vétSi presnosti a citlivosti, jelikoz vzorky déavkujeme piimo
a manipulace se vzorky je vyrazné minimalizovana.

Provedeni SPE lze popsat n€kolika kroky. Prvnim krokem je kondiciovani kolonky.
Jednd se o promyti kolonky vhodnym rozpoustédlem, pii kterém dochdzi k aktivovani
stacionarni faze. Nasleduje davkovani vzorku rozpusténého v obdobném rozpoustédle, kdy dle
vlastnosti SF a analytli, dochazi k selektivnimu zachycovani latek na pevné fazi a matrice.
Nechténé c¢asti vzorku jsou eluovany pry€. Tretim krokem je promyvani, kdy dochazi
k odstranéni zachycenych &asti matrice z kolonky. Ctvrtym krokem je suseni, tento krok
se zafazuje, pokud se elu¢ni rozpoustédlo velmi 1i$i od promyvaciho roztoku. Kolonka
je vysuSena proudem inertniho plynu. Poslednim krokem je eluce, kolonka je promyvana
elucnim rozpoustédlem a konecné dochéazi k desorpci Zadanych latek [53,57]. Tabulka 5
znazoriiuje pouzivané sorbenty a elu¢ni rozpoustédla pii nepolarni, polarni a dalSich typech

extrakci.

Tabulka 5: Riizné principy extrakci s vhodnymi sorbenty a elu¢nimi rozpoustédly [57]

Princip Sorbent Elu¢ni rozpoustédlo

Hexan, dichlormetan,

Nepolarni extrakce C18, C8, CN, Fenyl acetonitril, alkoholy
Polérni extrakce Silikagel, NH,, CN, OH eg;:igg‘tleiﬁa

Kationtova vyména Silng kysely katex Kyseliny, roztoky soli, pufry

Aniontova vymeéna Bazicky anex Zésady, roztoky soli, pufry

Chloroform, aceton,

Extrakce ve smésném modu CN/SiOH, NH,/C18, ,
methanol, ethylacetat

Ethylacetat, methanol,

Nepolarni extrakce na polymeru PS-DVB kopolymer acetonitril

32



2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) patfi mezi nejcastéji pouzivanou
separacni metodu, pii které dochazi ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni latek
ve vzorku. Vzorek je po davkovani do mobilni faze unasen smérem k separacni koloné, ktera
plni funkci pevné faze. V koloné dochazi k odlisné distribuci analytli mezi stacionarni (SF)
a mobilni (MF) fazi v prubéhu ustavovani rovnovéhy. Distribuci analyti mezi dvé faze lze
popsat rozdélovaci konstantou Kp, ta je dana podilem koncentrace slozky ve stacionarni fazi
ku koncentraci slozky ve fazi mobilni. Plati, Ze ¢im vys§i hodnotu Kp analyt mé, tim déle
je zachycovan ve SF a jeho retence je vétsi. Kazdy analyt stravi v kolon¢ urcitou dobu, kterou
vyjadiuje retencni €as. Reten¢ni Cas v sobé zahrnuje jak setrvani latky v mobilni fazi (mrtvy
retencni Cas), tak 1 Cas straveny ve fazi staciondrni (redukovany retencni €as). Grafickym
vystupem analyzy je chromatogram, ktery znazoriuje zavislost métené veliiny detektorem
vztazenou na dobu analyzy. Na chromatogramu jsou rozseparované latky ve formée piki, jejichz
vrchol odpovida retencnimu ¢asu a slouzi k identifikaci analytu [55]. Na obrazku 7 je vidét

schéma kapalinového chromatografu.

Obrazek 7: Schéma kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se skldda ze: (1) zasobniku mobilni faze, (2) odplynovace
neboli degasseru, (3) Cerpadla ¢i souboru Cerpadel, (4) davkovaciho ventilu (autosampleru) pro
vzorek (5), (6) kolony, (7) detektoru, (8) shromazdovaci odpadni nadoby, (9) systému
zpracovavajici signal detektoru (PC jednotka) [58,59]. Jako prvni komponenty celé
instrumentace jsou zasobniky s mobilnimi fazemi, je nutné je umistit vys nez Cerpadlo, aby
dochazelo k pfirozenému vyrovnavani tlaki mezi atmosférickym tlakem a tlakem uvnitf
systému. Mobilni faze musi byt odplynéna, jelikoZ zavzdu$néna mobilni faze miiZze zplisobovat

problémy pii separaci, jako je nestabilita zdkladni linie, neopakovatelné retencni Casy ¢i Spatna
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opakovatelnost davkovaného objemu. K odplynéni mobilni faze slouzi vakuovy degasser.
Pohyb mobilni fize celym systémem ma na starost Eerpadlo. Cerpadla jsou membranova
¢i pistovd, vyrobena z nerezové oceli. Hlavni kritérium, které musi cerpadlo plnit je stabilni
pritok mobilni faze. Nestabilita by vedla k odliSnym reten¢nim casiim, a tedy nepiesnym
vysledkiim. Podstatné jsou vSak také dalSi parametry, jako moznost Sirokého rozmezi
pracovnich tlakli od 1 do 100 MPa, a co nejmensi vnitini objem Cerpadla. Pro eluci latek mtze
byt nastaven rezim isokratické nebo gradientova eluce. V piipadé isokratické eluce Cerpa
cerpadlo neménnou MF v pribehu celé separace. Pti gradientovém rezimu dochazi k cilenym
zméndm MF ve prospéch polarngjsi slozky dle nastaveni metody. Miseni probiha
ve sméSovacim zatizeni. Davkovani vzorku je ve vétSiné piipadi zcela automatické pies
injekéni jehlu davkovace a vicecestného ventilu. Vicecesny ventil vykonava vice ¢innosti, ma
na starosti oplach davkovaci jehly, davkovani vzorku do kolony nebo promyvani kolony
mobilni fazi pted dalsi analyzou [60,61].
aplikaci jsou dostupné kolony riznych délek, vnitiniho priméru a velikosti ¢astic SF [55].
Obecné vsSak Ize analytické kolony charakterizovat jako kolony z nerezové oceli, dlouhé
10-150 mm s vnitfnim primér okolo 0,2 az 5 mm, naplnéné casticemi stacionarni faze
o velikosti 3 az 5 um. Jsou uloZzeny do termostatu, ktery ma na starosti udrzovat rovnomérnou
distribuci teploty, jinak se programova zména u HPLC neprovadi. Kolony musi byt odolné,
musi zvladnout odolavat vysokym pracovnim tlakiim a chemickému ptsobeni mobilni faze.
Neékdy se pred analytickou kolonu, umist'uje ochranna predkolona, ktera zamezuje poskozovani
kolony a zvysuje jeji Zivotnost. Zivotnost analytické kolony je piiblizné 500 az 2000
injektovanych davek vzorku [57,58].

Po separaci nastdva detekce analyt. Detekéni systémy volime podle povahy analyth
a dostupné instrumentace. Detektor by mél byt univerzalni, citlivy, poskytovat odezvu nejlépe
na vSechny hledané analyty a jeho signdl by mél byt nezévisly na zméné¢ slozeni MF, teploty
a prutoku. HPLC detektory jsou spektrofotometrické (s fixni vlnovou délkou, s ménitelnou
vlnovou délkou, s programovatelnou vinovou délkou nebo diodovym polem), fluorescencni,
elektrochemické (amperometrické a coulometrické), univerzalni detektory na bazi aerosolu
(detektor rozptylu svétla a corona detektor), refraktometrické, vodivostni a hmotnostni

spektrometry [57].
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2.3 Fazové systémy kapalinové chromatografie
Jak jiz bylo zminéno dfive, pfi chromatografické separaci, se latky rozdé€luji mezi dvé
nemisitelné faze, fazi stacionarni a mobilni. Pro polarni latky se nejvice pouziva separace

na reverzni fazi, u silné polarnich latek také separace hydrofilné interakéni [55].

2.3.1 Separace na reverzni fazi

Jednéd se o nejpouzivanéjsi rezim HPLC, pfi kterém se analyzuji primarné polarni,
sttedné polarni latky ale 1 nékteré nepolarni analyty. Reverzni separace je zaloZzena na déleni
analyti podle rozd€lovacich koeficientli mezi mobilni a staciondrni fazi, kdy mobilni faze
je vice polarni nez stacionarni faze kolony. SF maji nepolarni charakter a skladaji se z nosice,
kterym je silikagel ¢i n€jaky hybridni sorbent, na némz jsou napojeny dlouhé nepolarni uhlikaté
fetézce. Mezi nejbéznéjsi SF Ize zatadit C4 (butyl), C8 (oktyl), C18 (oktadecyl), C30
(triakontyl), fenyl a bifenyl [62]. Casto pouzivanou mobilni fazi je smés methanolu, acetonitrilu
a vody v riznych pomérech, pouzivaji se 1 roztoky s pufracni kapacitou [53,58]. Nejcastéji
se pouziva linedrni gradientova eluce. Retence latek na RP roste se zvétSujicim se poctem
a délkou alkylt v homologickych fadach a dale s poctem aromatickych jader. Naopak retence
se snizuje s po¢tem silné¢ polarnich a iontovych skupin (-NH, -OH, -COOH, -SOsH). Silné
polarni latky a latky iontové povahy se na nepolarni SF zadrzuji slabé, eluuji velmi rychle
a Casto jsou eluovany s mrtvym objemem kolony. V tom piipadé je lepSi volit separaci

hydrofilné-interakcni [57].

2.3.2 Separace hydrofilné-interakcni

Hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC) je technika, ktera se pouziva pro separaci
siln€ polarnich latek dobte rozpustnych ve vode, kdy je retence téchto latek v systému RP velmi
nizkd a naopak, v systémech NP dochazi u n¢kterych analytl az k pfiliSnému zadrzovani
na koloné€. Hlavnim hnacim mechanismem separace je déleni analytl mezi hydrofobni ¢asti
mobilni faze a silné€ hydrofilni vrstvou, ktera se tvofi na povrchu faze stacionarni, tento princip
znazornuje obrazek 8. Tato difuzni vrstva vody je imobilizovana na polarnich centrech
stacionarni faze a k jejimu vzniku se doporucuje, aby mobilni faze obsahovala alespont 3 %
vody. PouZzivané polarni stacionarni faze (SF) lze je rozdélit do tii skupin: neutrdlni SF, které
jsou bez elektrostatickych interakei (diol, amid a cyklodextrin), nabité SF, kter¢ jsou se silnymi
elektrostatickymi interakcemi (silikagel a aminopropyl silikagel), zwitterionty, které jsou

se slabymi elektrostatickymi interakcemi (sulfobetain a ZIC-HILIC) [63,64].
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Obrazek 8: Princip HILIC separace [64]

Nejpouzivangj§imi jsou kolony z nemodifikovaného silikagelu ¢i  kolony
s modifikovanymi silikagelovymi fadzemi neboli chemicky vazanymi fdzemi. Chemicky vazané
faze jsou naptiklad: aminopropylové, amidové, nitrilové, karbamatové, diolové,
polyethylenglykolové ¢i s polyhydroxylovymi (cyklodextranovymi a sorbitolovymi),
zwitteriontovymi, sulfobetainovymi ¢i  fosforylcholinovymi skupinami [60]. Velmi
perspektivnim materialem pro HILIC separace je silikagel typu C s hydrosilovanym povrchem,
kde jsou silanolové skupiny (-Si-OH) nahrazeny hydridovymi skupinami (-Si-H), ptipadné
modifikovanymi méné polarnimi skupinami (C18, cholesterol a kyselina undekanova). Lze
vyuzit 1 monolitickych HILIC kolon na bazi silikagelu ¢i organickych polymert [59].

Mobilni faze kromé malého mnozstvi vody musi obsahovat vysoky podil organického
rozpoustédla, zpravidla vice nez 60 %. Nejvice pouzivanym organickym rozpoustédlem
je acetonitril, tetrahydrofuran nebo aceton. DalSimi interakcemi, které se uplatituji jsou
druhotné elektrostatické interakce, které by nemély v separacich dominovat a Ize je omezit
piidanim amonnych organickych soli kyselin do mobilni faze (mravencan/octan amonny).
Hlavnimi vyhodami HILIC systému je dobra retence polarnich latek, pouZiti vysSich priatoku
MF, kdy vysoky podil organické slozky snizuje zpétny tlak v systému. Daéle je velmi
kompatibilni s ionizaci vzorku elektrosprejem a hmotnostni detekci, diky vysokému podilu
acetonitrilu v MF [57,59,63,65,66,67]. Cim jsou analyty polarngjsi, jsou v systému vice
zadrZzovany. Jejich retenci lze sniZit zvySenim polarity MF (kles4d s rostoucim podilem
vody/pufru) [63]. Pro analyzu bazickych analyti je vhodn&js$i pouzit SF modifikovanou
amidovou skupinou nebo zwitteriontovou sulfobetainovou skupinou. Kyselé latky jsou naopak

lépe separovat na SF modifikovanych propylamino skupinou [57].
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2.4 Detekce ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
Nejvice pouzivanymi HPLC detektory jsou jednoznacné spektrofotometrické a detektory
hmotnostné¢ spektrometrické. Tyto detektory se pouzivaji také nejcastéji u analyz

polyfenolickych latek [57].

2.4.1 Spektrofotometricka detekce v ultrafialové a viditelné oblasti

Jak jiz bylo zminéno dfive, patii sem detektory liSici se nastavenim vlnovych délek.
Patii sem detektory s jednou fixni vinovou délkou, dale s ménitelnou vlnovou délkou, kdy
se pracuje s konkrétnimi vinovymi délkami. DalSi moZnosti jsou detektory s programovatelnou
vlnovou délkou umoznuji detekci pfi ur€itém rozmezi vlnovych délek, anebo méteni pii dvou
¢i ¢tyfech vinovych délkach soucasné. Poslednim typem je detektor diodového pole (DAD),
snimajici celé spektrum v priabehu chromatografické separace. Tyto detektory Ize souhrnné
popsat jako nedestruktivni, se selektivni odezvou, umoznujici gradientovou eluci. Pro vSechny
tyto detektory plati, ze detekuji absorpci elektromagnetického zatreni analyzovanych slozek
v eluentu, pochazejiciho ze zdroje. Snimé se v oblasti vlnovych délek 190-800 nm, rozsah
190-400 nm odpovida ultrafialové oblasti (UV), rozsah 400-800 poté viditelné oblasti (VIS).
Aby bylo mozné tyto detektory vyuzit, musi mit analyty uskupeni atomi a vazeb dovolujici
absorpci elektromagnetického zéareni zdroje [68,69]. O této situaci hovotime, pokud ma dana
molekula chromofor. Chromofory jsou ¢asti molekul majici konjugované nasobné vazby nebo
dvojné vazby v aromatickych ¢i heterocyklickych slouc¢eninach. U nearomatickych slouc¢enin
se jedna o slou¢eniny majici nevazebny elektronovy par, maji tedy ve své struktuie atomy S, O
a N. Pokud zkoumané latky neobsahuji chromofor, vyuziva se vhodna derivatizace. Slouceniny,
které 1ze detekovat vétSinou podléhaji svymi absorpnimi pasy piechodim:
n — 1* - pro ndsobné vazby a konjugované systémy
n — 1* - pro volny elektronovy par a n-elektrony

n — o* - pro slouceniny obsahujici heteroatomy

Obrazek 9 znazoriuje instrumentaci detektoru diodového pole. Instrumentace se sklada
ze (1) zdroje, (2) Sté€rbiny, (3) Cocky, (4) clony, (5) mérné cely detektoru (Z-cely), (6) konkdvni
holografické mfiizky a (7) diodového pole. Zateni ze zdroje, ¢imZ je deuteriova vybojka,
prochdzi mérnou celou detektoru a je spektralné rozdélené pomoci holografické miizky
na jednotlivé vinové délky, tedy bilé svétlo zdroje je rozdéleno na barevné spektrum paprskda.

Na kazdou fotodiodu v diodovém poli poté dopadd zativy tok o urcité vinové délce, tento
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svételny tok je zeslabeny absorpci analytti v cele detektoru. Fotodiody jsou napojené
na kondenzatory, které jsou pfedem nabité na urcitou hodnotu. Po dopadu toku na fotodiodu
dochazi k fotoelektrickému proudu, ktery vybije kondenzator. Toto vybiti je pfimo tmérné
intenzité dopadajiciho zatreni. Poté nasleduje nabiti kondenzatori a je méfen proud, ktery
je potiebny na jejich opétovné nabiti. Spektralni rozliSeni je ddno poctem fotodiod, jejich pocet

se pohybuje od 512 do 1024 [28,68-71].
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Obrazek 9: Schéma detektoru s diodovym polem

Mezi hlavni vyhody DAD detektoru patfi moznost porovnani spektrogramii
s knihovnou spekter a moznost ovéfeni, zda chromatograficky pik zastupuje pouze jednu latku,
anebo dochazi ke koeluci analyti [69]. Pokud vSak maji latky velmi podobna chromoforova
centra, tedy latky jsou si strukturné blizké, maji také obdobna UV spektra a jejich identifikace
muze byt ztizena. V tomto ptipad¢ je vhodné vyuzit kombinovanou detekci

s hmotnostnim spektrometrem [71,72].

2.4.2 Hmotnostné spektrometricka detekce

Hmotnostné spektrometrické detektory se skladaji z iontového zdroje, kde probiha
ionizace vzorku, dale analyzétoru, kde dochézi k rozdéleni ionti podle poméru m/z a detektoru,
ktery detekuje vzniklé ionty. Lze se setkat s mnoha druhy ionizacnich technik, ale ve spojeni
s kapalinovou chromatografii se pouziva hlavné ionizace elektrosprejem (ESI), ionizace
za atmosférického tlaku (APCI) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Volba
ioniza¢ni techniky zavisi na povaze analyzovanych analytl. APPI se vyuZiva u nepolarnich
latek, APCI u latek nepolarnich az stifedné polarnich. AvSak pro latky polarni, které
analyzujeme v systému RP ¢i HILIC, nejvice dominuje ionizace elektrosprejem. Pii ESI,

dochazi ke kontinudlnimu ptivadéni vzorku spolu s mobilni fazi kapildrou k iontovému zdroji.
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Usti kapilary je pod napétim a vytvafi se zde elektrostatické pole. Vlivem elektrostatického
pole dochézi k vytvoreni aerosolu kapicek s velkym nébojem. Vzniklé kapicky jsou poté diky
susicimu plynu postupné odparovany, ¢imz se zmensuji a zvétSuje se jejich povrchovy naboj.
Po prekonani kritické hodnoty jsou kapicky uz tak malé, ze mohou byt povazovany za ionty.
Vzniklé ionty jsou vtahovany fokusaénim systémem do hmotnostniho analyzatoru.
Hmotnostnich analyzatorti je velka Skala. Za zminku stoji jednoduchy kvadrupodl, jedna
se o Ctyfi kovové tyCe, kdy je na dvé protilehlé ty¢e vlozeno kladné stejnosmérné napéti
a na druhou dvojici napéti zaporné, zaroven je na vSechny Ctyfi tyc¢e vlozeno stiidaveé napéti.
V moment, kdy je konkrétni pomér stejnosmérného napéti a amplitudy, dochazi k oscilaci pro
iont s ur€itym pomérem m/z. Tento vybrany iont osciluje mezi tyCemi a pokracuje dale
do detektoru. Detektorem muze byt elektronovy ndsobic, fotonasobi¢ nebo Faradayova klec.

S hmotnostnim spektrometrem ve spojeni s kapalinovou chromatografii mizeme
pracovat vrezimu kdy se zaznamenavaji kladné ionty, vznikaji [M + H]" protonované
molekuly, nebo zaporné ionty [M - H]" [52]. Mobilni faze musi byt t€kava, ptidavaji se do ni
rizna aditiva jako kyselina mravenci, octova ¢i trifluoroctova. Pro kvantifikovani slouc¢enin

je nejvhodnéjsi metoda vnitiniho standardu [73,74].

2.5 Stanoveni polyfenolickych latek ve vzorcich octii

Odborna literatura, zabyvajici se polyfenolickymi latkami v octech, se nejvice zamétuje
na spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteau
metody, zjisténi antioxidacni kapacity ¢i jiné biologické aktivity téchto latek. Studii
o samotném stanoveni polyfenold v octech je mnohem méné [11,50,54,75-78]. Castgji jsou
polyfenoly stanovovény v jinych matricich jako jsou rizné druhy vin, dzust, cidert, piva, ¢aja
[79], rostlinnych extraktii, ovoce, zeleniny a dalsich [80]. Uprava vzorki octll pied samotnou
analyzou je jednodus$i, nez je tomu u jinych matric. Pokud jsou polyfenoly stanovovany
v rostlinnych matricich, kde se vyskytuji také ve vazané formé naptiklad v bunécéné sténé€, musi
se provést kyseld ¢i alkalickd hydrolyza vzorku ¢i jejich kombinace a néslednd extrakce,
nejcastéji ethylacetatem [81]. Poté se provadi LLE nejcastéji za pouziti ethylacetatu, a to pfi
pH 7 a 2, kdy se poté analyzuje neutrdlni a kysely podil kazdy zv1ast. Uvedena uprava vzorku
neni zcela selektivni a stdle nedochézi k vyraznému zjednoduseni chromatogramt [53,82].
Extrakce je jednoznacné ovlivnéna teplotou, se zvySujici se teplotou extrakce, se rozpoustédlo

dostava lIépe do matric vzorkl, diky snizené viskozité¢ a snizenému povrchovému napéti.
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U polyfenolickych latek mtze byt vSak tato skutecnost na Skodu, jelikoz pfi pfili§ vysoké
teploté dochazi k jejich oxidaci [83].

Vzorky slouzici k analyze polyfenoll jsou Casto okyselovany, aby se zabranilo ionizaci
analytd. Uprava pH se Cast&ji provadi u jinych vzorki nez u vzorki octd, jelikoz hodnota pH
octli se pohybuje v rozmezi 2-3 [39,84]. V jedné analyze byly vSak vzorky octli okyseleny
IM HCI na hodnotu pH 2,0 a tfikrat extrahovahy ethylacetatem, poté byl u takto upravenych
vzorkd ethylacetat odpafen pomoci rota¢ni vakuové odparky. Zbytek byl rozpustén
v methanolu, pfefiltrovan pfes membranovy filtr a analyzovan [11]. Pro polyfenoly s nizkou
molekulovou hmotnosti se jevi methanol jako nejucinng;si extrakcni ¢inidlo, zatimco naptiklad
flavanoly s vy$§i molekulovou hmotnosti jsou mnohem Iépe extrahovany vodnym
acetonem [83].

Vzorky jsou pted analyzou temperovany na teplotu laboratoie, ptiblizné na teplotu 20 °C
[50,76]. V drtivé vétSin€ jsou vzorky octl prefiltrovany pres rtizné druhy membranovych filtra
(polyvinylidenfluoridové, nylonové a polytetrafluorethylenové) nejcastéji o velikosti pora
0,45 um nebo 0,22 um [29,40,42,46,50,76,77,85,86]. Pro tipravu zakalenych octa byly v jedné
analyze vzorky centrifugovany. Pro ptecisténi lze zvolit off-line ¢i on-line SPE extrakci
[29,54,87]. Ptecistovaci kolonkou je nejcastéji typ CI18 [29,54,87], Discovery DPA-6S
(polyamid) [85] ¢i Nexus SPE s hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi [87]. Pro vzorky octii
byl vyvinut pritokovy off-line systém pro prekoncentraci a extrakci polyfenolickych latek. Pro
selektivni zachyceni analytl byla pouzita mini kolona obsahujici nanocastice CoFe,O4potazené
celul6zou s rozméry (75 mm x 3,2 mm) [56].

Po upravé vzorku pfistupujeme k samotné analyze. Metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie na obracenych fazich s riiznymi druhy detekce je bezpochyby nejpouzivané;si
metodou stanoveni [42,50,53,76,77,87,88]. V RP rezimu se pracuje s kolonami: Phenomenex
Luna C18 [77,76], Zorbax C18 [86], LiChrospher® RP-18 HPLC [56], Atlantis C18 [85],
Acclaim C18 [50], Intersil C8 [87], Fenyl [11], Grom-Sil 120 ODS-4 HE [42], Merck
Superspher 100 RP-18 [46], Purospher RP-18 [88] a Cadenza Imtakt C5-C18 [40].

V ptipadé HILIC separaci, se pro stanoveni polyfenol pouZivaji kolony jako Diol HILIC
nebo kolony na bézi sulfobetainu [89].

V analyze zabyvajici se stanovenim fenolickych kyselin v balzamikové glazufe, coz
je vlastné zahu$tény balsamikovy ocet, byla pied analytickou kolonu umisténa ochranna
ptedkolona typu CI18 [85]. V jiné analyze Cervenych vinnych octil, byla pfed analytickou

kolonu Acclaim C18, umisténa piedkolona ze stejného materialu [50], jako piedkolona byla
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pouzita také Zorbax SB C18 [86] a Nova-Pak C18 [46]. Teplota kolony pii separaci byva
22,5 °C[46], 25 °C [85,88], 30 °C [42,86], 35 °C [50] a 40 °C [11,76].

Pti separacich jednozna¢n¢ dominuje gradientovd eluce [11,42,50,56,76,85]. Pri
separacich na reverzni fazi 1ze mobilni fazi popsat jako smésnou, sloZzenou ze dvou slozek (A),
(B), kdy se méni podil slozek, ¢imz se méni polarita MF. Nej¢astéji se jedna o riizné poméry
vody a acetonitrilu [11], Casto je soucasti i malé mnozstvi kyseliny octové [11] nebo kyseliny
mravenci [51]. Také se pouziva okyselend voda 0,1% ¢i 0,2% trifluoroctovou kyselinou (A),
a stejné takto okyseleny acetonitril (B) [76,85,86]. Kyselina mravenci byla pouzita v mobilni
fazi sloZzené z (A) vody-kyseliny mravenci, (99:1, v:v), z (B) acetonitrilu-(A) (60:40, v:v) [77].
Byla také pouzita mobilni faze slozend z (A) vodného roztoku kyseliny octové (1%),
(B) metanolu [56] nebo mobilni faze o rGzné polarité systému methanol-voda okyselené
kyselinou octovou na pH 3—4 [87,88].

U HILIC separaci také pievlada gradientova eluce [89-91]. Byly pouZity mobilni faze
sloZzeny z acetonitrilu (A) a 0,5% vodného roztoku kyseliny mravenci (B) [90], nebo 0,4%
roztoku kyseliny trifluoroctové v acetonitrilu (A) a 0,4% vodného roztoku kyseliny
trifluoroctové (B) [91]. Dalsi pouzitou mobilni fazi byl 10 mM roztok kyseliny mravenci
opH 2,8 nebo 10 mM roztok octanu amonného o pH 7 a 9 (A) a methanol nebo
acetonitril (B) [92].

Pokud se voli vhodna detekce téchto analytl, Casto se ptistupuje ke spektrofotometrické
detekci v UV-VIS oblasti [11,31,42,86] v rozmezi vinovych délek od 190-380 nm. Vhodnymi
vlnovymi délkami jsou: 280 nm pro flavanoly, 320 nm pro hydroxyskoticové kyseliny a 360 nm
pro flavonoly. Vhodné&jsi je vSak detektor diodového pole (DAD) [40,50,53,56,76,85-88].
Identifikace sloucenin je dle reten¢nich Cast analytii a charakteristickych UV spekter.

Mezi dal$i nejcastéji pouzivané detektory patii bezpochyby hmotnostni spektrometr (MS)
sionizaci elektrosprejem, nejcastéji v moddu negativnich iontd [28,42,53,56,77,78].
Kvantitativni stanoveni je poté provadéné metodou kalibra¢ni kfivky daného standardu. Pii
analyze vinnych a jable¢nych octli bylo pouZito spojeni LC-DAD-ESI-MS", kde MS" znaci
tandemovou hmotnostni spektrometrii [77] nebo LC-TOF-MS/MS, kde TOF oznacuje
analyzator doby letu [93].

Pro separaci rozmanitych polyfenolickych struktur riznych polarit, které by nebylo mozné
ucinné separovat, ptistupujeme ke dvoudimenzionalni kapalinové chromatografii (LCxLC).
Jedna dimenze, tedy jeden separacni systém, pracuje s kolonou, na niZ probiha jiny separacni
mechanismus a jsou voleny jiné podminky separace (gradientova eluce, jiné slozeni MF), nez

u druhé dimenze. V této situaci se zkouSelo spojeni reverzni C18 kolony v prvni dimenzi
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a kolony HILIC v druhé dimenzi. Pro separaci fenolickych kyselin a flavoni bylo také pouzito
spojeni LC s PEG kolonou a LC s C18 kolonou. Jak 1ze ptfedpokladat reten¢ni chovani analyti
bylo riizné. Fenolické kyseliny byly relativné malo zadrzovéany, jak na PEG, tak i na C18,
zatimco flavonové glykosidy byly vice zadrzovany na C18 nez na PEG. Flavonové aglykony
byly poté siln¢ zadrzovany na obou kolonach. Timto propojenim dochazi ke zvySeni mozného
poctu separovanych sloucenin, tedy pikové kapacity, kterd by v idedlnim pripadé¢ méla byt
nasobkem pikovych kapacit jednotlivych dimenzi [33,94,95].

Kromé HPLC se setkdvame 1 s ultra vysokouc¢innou kapalinou chromatografii (UHPLC)
s hmotnostni detekci. Takto byly analyzovany fenolické slouceniny v octu z cukrové titiny
[96]. V analyze zabyvajici se identifikaci a kvantifikaci polyfenolickych latek a jejich
aldehydovych derivatii ve ving, lihovinach a octech se osvédcilo spojeni UHPLC-MS, kdy pred
analyzou byla provedena online prekoncentrace na SPE kolonce, aby se zabranilo moznym
interferencim zkoumanych matric. U této analyzy byly zkouSeny riizné analytické kolony.
Kolona Acclaim HILIC-10 nedokdzala zadrZzovat velké mnoZstvi nepolarnich analytd, piky
na chromatogramech byly Siroké a nepravidelné. Dalsi zkouSenou kolonou byla C18, kde
dochazelo k uspokojivé separaci. Posledni testovanou kolonou byla Poroshell 120 EC, ktera
vSak byla mén¢ efektivni a selektivni [29].

Byly analyzovany vinné octy ze dvou Spané€lskych oblasti, Jerez a Condado de Huelva,
jejichz vyrobky maji chranéné oznaceni ptivodu. Obé tyto oblasti leZi na jihozapadé Spanélska
a technologie téchto octl je podobna. Podle slozeni polyfenolickych latek 1ze tyto octy odlisit.
Byla pouzita metoda UHPLC s kolonou BEH C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,7 um) a DAD detekeci.
Vzorky octl byly pied analyzou prefiltrovany ptes 0,20 um nylonovy filtr [38,97].

U analyz nesmime zapomenout na dalsi pouzivanou separacni metodu jakou je plynova
chromatografie (GC). Pouziti plynové chromatografie je pro polyfenoly komplikovangjsi
vzhledem k nutnosti derivatizace na tckavéjSi analyty methylaci, trifluotacetylaci nebo
trimethylsilylaci. Takto byly analyzovany fenolické kyseliny v tradi¢nim balzamikovém octu
z Modeny, po predchozi derivatizaci N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (BTSFA).
K detekcei se béZné pouziva plamenové-ionizaéni nebo hmotnostni detektor, ktery je citlivéjsi

a selektivnéjsi [33,98].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PouZité pristroje a zarizeni

Navazovani standardii bylo provedeno na analytickych digitalnich vahach (Sartorius, Usti
nad Labem). Pro pfipravu standardt a vzorka byly pouzity mikropipety (Thermo Scientific,
Finland) a potiebné laboratorni nadobi (navazovaci lodicky, 1zicky, banky a kadinky). Pro tiplné
rozpusténi standardii byla pouzita ultrazvukova lazen (Fisherbrand, USA). Absorp¢ni spektra
standardll byla prométena pomoci UV-VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2600 (Shimadzu,
Japonsko) s pouzitim kyvet 6030-UV s optickou drahou 10 mm (Hellma, Némecko). Vzorky

octii byly centrifugovany na centrifuze (Biofil, Cina).

Samotné chromatografickd separace byla provedena na dvou kapalinovych chromatografech:
1. Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA)

JehoZ soucésti byly komponenty:

- autosampler G1389A, MicroALS (Agilent Technologies, USA)
- cerpadlo G1376A, CapPump (Agilent Technologies, USA)
- detektor G1315B, DAD (Agilent Technologies, USA)

2. Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, USA)

JehoZ soucésti byly komponenty:

- autosampler G7129C, 1260 Vialsampler (Agilent Technologies, USA)
- cCerpadlo G7104C, 1260 Flexible Pump (Agilent Technologies, USA)
- detektor G7115A, 1260 DAD WR (Agilent Technologies, USA)
- detektor G6160A, Infinity Lab LC/MSD 1Q (Agilent Technologies, USA)

Pti separacich byly pouzity tyto kolony:

1. InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 (rozméry: 150 x 3 mm, zrnitost 2,7 pm, Agilent, USA)
2. Kinetex C18 (rozméry: 100 x 3 mm, zrnitost: 2,6 pum, Phenomenex, USA)

3. Kinetex Polar C18 (rozméry: 100 x 3 mm, zrnitost: 2,6 pm, Phenomenex, USA)
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3.2 Pouzité vzorky a chemikalie

3.2.1 Chemikdlie

Navazené standardni latky byly rozpustény v demineralizované vodé (upravené stanici
Milli-Q®, Merck, Némecko) a metanolu (HPLC gradient grade, Merck, Némecko). Pro mobilni
fazi byla pouzita demineralizovana voda (upravend stanici Milli-Q®, Merck, Némecko)
okyselena kyselinou octovou (>99,7%, Sigma Aldrich, USA) a acetonitril (HPLC gradient
grade, Sigma Aldrich, USA). Ke zjis§téni mrtvého objemu chromatografického systému byla
pouzita thiomoc€ovina (=99,0%, Sigma Aldrich, USA). Pro zjisténi zpoZzdéni gradientu byl
pouzit aceton (>99%, Sigma Aldrich, USA).

3.2.2 Standardy

1. Kyselina kavova Mr (180,16 g/mol) (97%, Sigma Aldrich, USA)
2. Kyselina ferulova Mr (194,18 g/mol) (99%, Sigma Aldrich, USA)
3. Kyselina protokatechuova Mr (154,12 g/mol) (297%, Sigma Aldrich, USA)
4. Kyselina kumarova Mr (164,16 g/mol) (98%, Sigma Aldrich, USA)
5. Kyselina chlorogenova Mr (354,31 g/mol) (295%, Sigma Aldrich, USA)
6. Kyselina gallova Mr (170,12 g/mol) (>98%, Fluka, Némecko)

7. Kyselina syringova Mr (198,18 g/mol) (>98%, Sigma Aldrich, USA)
8. Kyselina vanilova Mr (168,15 g/mol) (297%, Fluka, Némecko)

9. (+)-Katechin Mr (290,26 g/mol) (>97%, Fluka, Némecko)

10. (-)-Epikatechin Mr (290,27 g/mol) (>90%, Fluka, Némecko)

1

1. Vanilin

12. Furfural

13. Protokatechuovy aldehyd

14. Syringol
15. Konyferylalkohol

Mr (152,15 g/mol)
Mr (96,08 g/mol)

Mr (138,12 g/mol)
Mr (154,16 g/mol)
Mr (180,07 g/mol)
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3.2.3 Vzorky octii

1. Jable¢ny ocet kvasny

- znacka: Bzenecky ocet

- druh: jable¢ny

- stav: neotevieny

- zakoupeno v Hypermarketu Albert
- zakoupeno dne: 15. 6. 2021

2. Aceto Balsamico di Modena IGP

- znacka: Kaiser Franz Josef

- druh: vinny

- stav: neotevieny

- zakoupeno v Hypermarketu Albert
- zakoupeno dne: 15. 6. 2021

3. Japanese Rice Vinegar

- znacka: Yutaka

- druh: ryzovy

- stav: neotevieny

- zakoupeno v Hypermarketu Albert
- zakoupeno dne: 15. 6. 2021

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava roztoku standardu

Roztoky standardi byly pfipraveny na vychozi koncentraci 1 g/l. Byly navézeny 4 mg
kazdého standardu do sklenéné vialky o objemu 4 ml. Byly pfidany 2 ml methanolu a vody
50:50 (v/v). Pro uplné rozpusténi byly pfipravené roztoky vloZeny do ultrazvukové lazné
na 10 minut.

K analyze na UV-VIS spektrometru bylo odebrano 500 pl ze standardnich roztokt
do 25 ml ban¢k doplnénych na celkovy objem destilovanou vodou. Pro prométeni zdkladni

linie, byla pouzita demineralizovana voda. Pfipravené roztoky analytl bylo potieba vice ztedit,
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aby hodnota absorbance byla kolem hodnoty 1, kdy je dané fotometrické méfeni zcela
spolehlivé.

Pro HPLC analyzu bylo ze standardnich roztoki odpipetovano 5 ul do vialek
a ty doplnény 495 ul demineralizovanou vodou na celkovy objem. Takto byl také pfipraven
smésny standard, zahrnujici vSech 15 analyti a doplnén 425 pl demineralizované vody

na celkovy objem 500 pl.

3.3.2 Piiprava vzorki octit
Pro odstranéni zakalu byl vzorek balzamikového octa centrifugovan po dobu 5 minut,
toto bylo provedeno preventivné 1 u ostatnich vzorkli. Vzorky nebylo tfeba fedit a pro

chromatografickou analyzu bylo do vialky odebrano 500 pl pfisluSného vzorku.

3.3.3 Pracovni podminky HPLC analyzy

Analyza vSech standardl a vzorkl byla provadéna na kapalinovém chromatografu v RP
systému s detekci diodovym polem a detekci hmotnostnim spektrometrem. Pfi analyze byly
pouzity kolony InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, Kinetex C18 a Kinetex Polar C18. Smésna
mobilni faze byla sloZena ze slozky (A) demineralizované vody okyselené kyselinou octovou
0,1% a slozky (B) acetonitrilu. Byly testovany tfi profily gradientt: od 5 % do 50 % ACN,
od 5 % do 70 % ACN a poslednim gradientem od 5 % do 100 % ACN. Diky povaze kolony
Kinetex Polar bylo mozZné u této kolony nastavit koncentra¢ni gradient jiz od 0 % ACN v MF.
Dévkovaci objem Cinil 5 pl a pratok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min u kolony
InfinityLab Poroshell 120 SB-18 u zbylych kolon poté¢ na 0,3 ml/min. Pii separacich byla
nastavena teplota kolony na 30 °C. Detekce standardl 1 vzorkl probihala pii vice vlnovych
délkach. Celkova doba analyzy byla nastavena na 25 minut, doba gradientu na 23 min. Pracovni
podminky hmotnostniho spektrometru byly nastaveny takto: skenovani v pozitivnim

a negativnim modu v rozmezi od 90 az 700 m/z. S frekvenci zdznamu spektra 6 Hz.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Urceni vhodné vinové délky pro detekci analytit

Ke zjisténi vhodné vinové délky pro nastaveni detekénich parametra detektoru diodového
pole, bylo vyuzito méfeni na UV-VIS spektrofotometru. Pro méfeni absorpénich spekter bylo
voleno rozmezi vlnovych délek 200400 nm. V ptiloze 3 jsou uvedena prométfena spektra
standardnich roztokti polyfenold. Schopnost polyfenoll siln¢ absorbovat zateni v UV-VIS
oblasti je dano tim, ze diky absorpci dochazi k elektronovym piechodim molekuldrnich
orbitalll typu m, tato skutecnost poté vede k vzniku charakteristickych spekter. Absorpéni
spektra byla z divodu strukturné odliSnych latek rtzna, a proto bylo potteba vyuzit detekce
diodového pole s nastavenim tii rliznych signalli pro pokryti vét§iho rozmezi vinovych délek,
254 nm, 280 nm a 340 nm vse s referenci 400 nm. Pfi 400 nm je absorbance standardnich latek
prakticky nulova, a proto byla pouzita pro kompenzaci vlivu gradientové eluce na detekéni
signal. Pfi hodnoté 280 nm dévaly vSechny analyty dostacujici signél, a proto byla tato vinova
délka zvolena, pro odecteni retencnich €ast pii kvalitativni analyze. Pro kvantitativni analyzu

byly poté vybrany vinové délky odpovidajici absorpénim maximim danych latek.

4.2 Chromatograficka separace

Standardy a vzorky byly separovany pomoci gradientové eluce. U kolon InfinityLab
Poroshell 120 SB-C18 a Kinetex C18, byly prométeny profily gradienti od 5 % do 100 % ACN,
od prvnich dvou kolon obsahuje kolona Kinetex Polar ¢astice s modifikovanym polarnim
povrchem, ktery zabranuje kolapsu oktadecylovych fetézcti a mlize byt pouzivdna v Cisté
vodnych mobilnich fazich. Tabulka 6 zn4zoriiuje profily zkouSenych gradientti u ptislusnych
kolon.

Tabulka 6: Zkousené profily gradientl u ptisluSnych kolon

Poroshell 120 SB-C18, Kinetex C18 Kinetex Polar C18

Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3 Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3

t PACN t PACN t PACN t PACN t PACN t PACN
[min] | [%] | [min] | [%] | [min] | [%] |[min] | [%] |[min]| [%] |[min]| [%]

0 5 0 5 0 5 0 0 0 0 0 0
23 100 23 70 23 50 23 100 23 70 23 50
24 5 24 5 24 5 24 0 24 0 24 0
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Pro popis pribéhu gradienti byla vypoctena strmost zvolenych gradientl, podle

vzorce (1).

Prk— Pp
tg

B = (1)

B — strmost gradientu [min™']
@i— koncova koncentrace slozky mobilni faze s vyssi elucni silou [%]
@p— pocatecni koncentrace slozky mobilni faze s vyssi elu¢ni silou [%]

t; — doba gradientu [min]

Vypoctené hodnoty strmosti gradientd jsou uvedeny v tabulce 7. Pro vypocet strmosti

byla uvazovana pouze stoupajici ¢ast gradientu tzn. bez navratu na pocate¢ni podminky.

Tabulka 7: Vypoctené hodnoty strmosti gradientt u ptislusnych kolon

Poroshell 120 SB-C18, Kinetex C18 Kinetex Polar C18
Gradient 1 | Gradient2 | Gradient3 | Gradient1 | Gradient2 | Gradient 3
Strmost Strmost Strmost Strmost Strmost Strmost
gradientu B | gradientu B | gradientu B | gradientu B | gradientu B | gradientu B
[min] [min] [min!] [min] [min] [min’!]
0,041 0,028 0,019 0,043 0,030 0,022

U prvnich dvou kolon je pribéh gradientl stejny, jelikoZ na strmost gradientu ma vliv
doba gradientu, pocatecni a koncova koncentrace acetonitrilu. Pozvolné;jsi gradient je u vSech
kolon vzdy gradient 3, jelikoZ za stejnou dobu 23 minut musi dojit pouze k narastu do 50 %
ACN v mobilni fazi, kdezto u gradientu 1, musi za tuto dobu dojit nastavena koncentrace
az do 100 % ACN v MF. Tato strmost mé velky vliv na separaci, tento jev je dale popsan

v kapitole 4.4.
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4.3 ZpoZdéni gradientu

Pti chromatografické analyze byly separace nejprve provadény na kapalinovém
chromatografu Agilent 1100 Series s DAD detekci. Z diivodu slozité matrice octl a obtizné
identifikace latek pouze na zaklad¢ shody retencnich ¢asi a UV spekter bylo rozhodnuto,
ze se realné vzorky a smésné standardy proméii také na kapalinovém chromatografu Agilent
1260 Infinity IT s DAD a MS detekci. Vytvorend metoda byla poté pienesena do softwaru
chromatografu s MS detekci, pficemZz byl vyuzit tzv. ISET systém (Intelligent System
Emulation Technology). Ten umoznuje ptizptsobit vnitini objemy cerpadla a napodobit tak
jakykoliv typ chromatografu. K tomu bylo potfeba proméfit zpozdéni gradientu prvniho
chromatografu, ktery popisuje graf 1. Zpozdéni gradientu bylo proméfeno pomoci linearni
zmény slozeni mobilni faze voda/voda + 0,1% aceton a s pouzitim spojky misto kolony.
V grafu 1 si Ize v§imnout, Ze zpozdéni gradientu, 7z, dosahuje ptiblizné 2,9 minut. ProtoZe bylo
zpozdéni gradientu méfeno pii objemovém pratoku mobilni faze 300 pl/min, odpovida
prumérna naméfend hodnota 870 pl. Pro analyzy s ISET systémem byla hodnota zpozdéni

zaokrouhlena na nastavenych 900 pl.

Odezva detektoru [mUA]

lIE

t [min]

Graf 1: Zpozdéni gradientu na kapalinovém chromatografu Agilent 1100 Series
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4.4 Porovnani retencniho chovani polyfenolickych latek

Pro sadu standardti fenolickych kyselin, flavonoidi a dalSich latek, uvedenych v ptiloze
1 a 2, bylo proméfeno reten¢ni chovani na tiech kolondch pii tfech profilech gradientt,
tabulka 6. Retencni ¢asy jsou uvedeny v priloze 4 v tabulkach 12, 13, 14, jako primérné

hodnoty tfi analyz. Z reten¢nich Casti byl vypocitan retenéni faktor v gradientu dle vzorce (2),

(ptiloha 4, tabulka 12, 13, 14).

tR’g

k' =—2 — )

tm’g

k' — reten¢ni faktor latky v gradientu
frg — retencni Cas latky v gradientu [min]

tmg— mrtvy retencni ¢as latky v gradientu [min]

Jelikoz byl uvedeny reten¢ni faktor &' vypocitan z gradientovych dat, neni totozny
s retencnim faktorem pfi izokratické analyze. Pro reten¢ni Cas latky v gradientu #z ¢ bylo také
vypocteno slozeni mobilni faze v bod¢ eluce, ¢., podle rovnice (3). Hodnoty ¢., jsou uvedeny

v ptiloze 4, tabulka 12, 13, 14.

Pe = Po+ (trg —tz) B 3
@e— slozeni mobilni faze v bod¢ eluce [%]

@o— pocatecni koncentrace acetonitrilu v gradientu [%]

tz— Cas zpozdéni gradientu [min]

trg — retencni Cas analytu v gradientu [min]

B — strmost gradientu [min']

Vliv polarity analytii

Pro vybér vhodné kolony a sloZeni mobilni faze bylo sledovdno retencni chovani latek
pfi jiz zminénych profilech gradientd, tabulka 6. Za prvé lze vidét, Ze polarnéjsi analyty jsou
eluovany nejdfive, to je jasny principidlni jev na reverzni fazi. Napiiklad, prvni eluovanou
latkou byla vzdy kyselina gallova, (kyselina 3,4,5-trihydroxybenzoova), oproti tomu kyselina

protokatechuova, (3,4-dihydroxybenzoova kyselina), obsahujici o jednu hydroxylovou skupinu
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mén¢ byla eluovana jako druhd. Bylo ovéfeno, ze derivaty hydroxybenzoovych kyselin (kys.
gallova, protokatechuova, syringova a vanilovd) jsou eluovany dfive, nez derivaty kyseliny
hydroxyskoticové (kys. ferulova, kumarova a kavova), jelikoz jejich struktura obsahuje delsi
uhlikovy fetézec na benzenovém jadie. Déle retence rostla s vét§Sim poctem methoxy skupin
v chemickeé struktufe, pro pfiklad kyselina kdvova obsahujici pouze hydroxyskupiny byla vzdy
eluovana diive, nez jeji strukturni analog (kyselina ferulova) obsahujici vSak jednu methoxy

skupinu, (ptiloha 4, tabulka 12, 13, 14).

Vliv strmosti gradientu

Pokud se na separaci divame z pohledu strmosti gradientu, lze sledovat stejny trend
u vSech kolon a to, Ze s rostouci koncentraci organického rozpoustédla se retence sniZzovala
a latky byly eluovany rychleji (ptiloha 5, graf 20, 21, 22) a (ptiloha 6, graf 23, 24, 25). Jinak
feCeno, retencni Casy analytli byly vzdy nejkratsi pti gradientu 1 a nejdelsi pti gradientu 3. Toto
chovani lze dobfe porovnat, jelikoz vSechny gradienty maji stejnou dobu trvani 23 minut. Pfi
strmé&j§im gradientu sice dochazi k rychlejsi eluci, coZz by bylo dobré z pohledu rychle;jsi
analyzy, ale tento rozdil reten¢nich €asii neni tak vyznamny, nicmén¢ dochazi k nezddoucimu
shlukovani pikii. Oproti tomu pii pozvoln€jsSimu gradientu, (gradientu 3), dochazelo sice k delsi
retenci, ale dané latky mély Cas se Iépe rozseparovat a nedochéazelo k takové koeluci pika
(ptiloha 5, graf 22) a (ptiloha 6, graf 25). Proto bylo pro skupinu patnacti polyfenolickych latek
vybran pozvolnéjsi gradient. Pro latky, které se vzdy eluovaly mezi prvnimi, nedochédzelo
k vyznamnému posunu retencnich ¢asu pii gradientu, jelikoz se vzdy zac¢inalo na stejné ptivodni
koncentraci 5 % nebo 0 % ACN. Pro priklad retence kyseliny gallové na koloné Polar C18
odpovidala pti gradientu 1 (5,84 min), gradientu 2 (6,00 min), gradientu 3 (6,16 min) uvedeno
v ptiloze 4, tabulce 14. Pro déle eluujici latky, tedy ty méné polarni byl rozdil v retenci nejvetsi,
protoze strmost méla vyrazné€jsi vliv. To lze pozorovat naptiklad u syringolu kdy pfi gradientu
1 byl reten¢ni ¢as (11,06 min), gradientu 2 (12,67 min) a gradientu 3 (14,80 min), (pfiloha 4,
tabulka 14).

Vliv staciondrni faze

Vsechny zkouSené kolony jsou z povrchové poréznich astic, kde staciondrni fazi
je fetézec C18. Kolona Kinetex Polar C18 ma navic modifikovany povrch umoziiujici pouziti
Cist¢ vodnych fazi. Na kolon¢ Kinetex Polar C18 nedochazelo ke zméné elu¢niho potradi
analytd, (pfiloha 4, tabulka 14). Oproti tomu, u kolony Kinetex C18 doslo ke zméné¢ eluce mezi

epikatechinem a kyselinou syringovou u gradientu 1 a 2, (pfiloha 4, tabulka 13).
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4.5 Chromatograficka separace podle zvoleného profilu gradientu a kolony

4.5.1 Vliv nastaveni profilu gradientu a kolony na separaci analytii

K nejlepsi separaci dochéazelo na kolon¢ Kinetex Polar C18 a koloné Kinetex C18 pfi
pouziti profilu gradientu 3. Kolona Kinetex Polar C18 byla t€¢inné&jsi jelikoz, chromatografické
piky byly vyssi a uzsi (ptiloha 6, tabulka 23, 24, 25), nez na kolon¢ Kinetex C18 (pfiloha 5,
tabulka 20, 21, 22). Chromatografické separace na kolon¢ Infinity Poroshell 120 SB-C18
nejsou uvedeny ani diskutovany, jelikoZz piky byly §irSi a nesymetrické. Graf 2 znézornuje

nejvhodnéjsi chromatografickou separaci na koloné Kinetex Polar C18 pfi profilu gradientu 3.
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuova, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenova, 6) Katechin, 7) K. vanilova,
8) K. kavova, 9) K. syringova, 10) Epikatechin, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarova, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 2: Chromatogram smésného standardu

4.5.2 Vliv nastaveni vinové délky na detekci analytit

Po zvoleni vhodného profilu gradientu a kolony je potieba také zvolit nejvhodné;si
vlnovou délku pro kvalitativni analyzu. Nize uvedené grafy 3 a 4 zndzornuji separaci pii profilu
gradientu 3 na kolon€ Polar C18. Pfi 254 nm lze detekovat vSechny zkoumané analyty, ale
ve vetsing piipadl poskytuji analyty vyssi odezvy pii 280 nm. Tuto skutecnost 1ze vidét v grafu
3, kdy u 9 analytli byla zaznamenana vyssi odezva detektoru, a proto byly odecitany reten¢ni
Casy standard pfi této vinové délce. Graf 4 znazorfiuje separaci pii 340 nm. Volba této vinové
délky je nevhodna, jelikoZ jsou na chromatogramu pouze protokatechuovy aldehyd, kyselina
chlorogenovd, kyselina kdvova, vanilin, konyferylalkohol, kyselina kumarova a kyselina

ferulova. Pro jasnéjsi zobrazeni, za¢inaji chromatogramy v paté minute.
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Graf 4: Chromatograficka separace smésného standardu pti 340 nm

4.6 Stanoveni polyfenolit ve vzorcich octit

Kvalitativni analyza octdl, pozd&ji i1 kvantitativni analyza u vybranych analytd byla
provedena na koloné Kinetex Polar C18, kde dochazelo k nejlepS§imu déleni v rameci
testovanych kolon. Nejvhodnégj$im gradientem byl zvolen linearni gradient od 0 do 50 % ACN
v MF s dobou gradientu 23 minut. Pro identifikaci vybranych polyfenold v redlnych vzorcich
byly pouZity retencni ¢asy standardil pti vinové délce 280 nm a také snimani jejich UV spekter

a hmotnostnich spekter v pozitivnim a negativhim modu. Konkrétni proméfend spektra
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aretencni Casy byly vlozeny do metody. Poté do realnych vzorkl stacilo promitnout dané
standardy a jednozna¢né urcit, které analyty se ve vzorcich octll vyskytuji. V tabulce 8 Ize vidét
zprumérované retencni Casy standardd ze tfech méfeni, jejich molarni hmotnosti a hodnoty

molekulovych iontl ptislusnych standarda.

Tabulka 8: Reten¢ni ¢asy a m/z nalezené v hmotnostnich spektrech jednotlivych standardt

et S e M m/z molekulového iontu
analytu [min] | [g/mol]
Pozitivni mod Negativni
M+ H]* mod [M - H|
1 K. gallova 6,16 | 170,12 - 169,2
2 Furfural 7,90 96,08 - 95,0
3 K. protokatechuova 8,41 154,12 - 153.3
4 Protokatechuovy aldehyd | 9,99 | 138,12 - 137,4
5 K. chlorogenova 10,87 | 354,31 - 353,5
6 Katechin 11,05 | 290,26 - 289,6
7 K. vanilova 11,50 | 168,15 - 167,3
8 K. kavova 11,78 | 180,16 - 179,4
9 K. syringova 12,05 | 198,18 - 197,4
10 Epikatechin 12,26 | 290,27 - 289,5
11 Vanilin 13,24 | 152,15 - 151,4
12 Konyferylalkohol 13,29 | 180,07 - 179,2
13 K. kumarova 13,81 | 164,16 - 163,5
14 K. ferulova 14,51 | 194,18 193,4
15 Syringol 14,80 | 154,16 155,4 -

Nalezené polyfenolické latky jsou uvedeny v tabulce 9. V jable¢ném a balzamikovém
oct¢ byly nalezeny vSechny analyty. V ryZovém octé nebyla nalezena kyselina kavova,

syringova, ferulova, konyferylalkohol a syringol.
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Tabulka 9: Piehled polyfenolickych latek nalezenych ve vzorcich octil

Oznaceni Japanese Jableény ocet Accto
Analyt Balsamico di
analytu Rice Vinegar kvasny
Modena IGP
1 K. gallova v v v
2 Furfural v v v
3 K. protokatechuova v v v
4 Protechuovy aldehyd v v v
5 K. chlorogenova v v v
6 Katechin v v v
7 K. vanilova v v v
8 K. kavova X v v
9 K. syringova X v v
10 Epikatechin v v v
11 Vanilin v v v
12 Konyferylalkohol X v v
13 K. kumarova v v v
14 K. ferulova X v v
15 Syringol X v v
V nalezeno

x nenalezeno

Pomoci hmotnostni detekce byly v ryzovém octé jednoznaéné nalezeny kyselina
protokatechuova, protokatechuovy aldehyd a kyselina vanilova. Déale se shodovaly retencni
casy standardli a UV spektra u kyseliny protokatechuové, kumarové, chlorogenové, gallové,
vanilové, katechinu, epikatechinu, wvanilinu, furfuralu a protokatechuového aldehydu.
U jablecného octa se pomoci hmotnosti detekce identifikovala kyselina chlorogenova, kavova,
gallovd, protokatechuovd, protokatechuovy aldehyd, katechin a epikatechin. Dale byla
u jablecného octa shoda retencnich ¢asti a UV spekter se standardy u vSech patnécti analyti.
Poslednim analyzovanym octem byl ocet Balsamico di Modena IGP, v kterém byla hmotnostni
detekci identifikovana kyselina protokatechuova, gallova, kdvova, syringova, protokatechuovy

aldehyd a konyferylalkohol. Shoda reten¢nich ¢asti a UV spekter byla opét pro vSechny analyty.
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Ke kvantitativnimu stanoveni byla vybrana kyselina protokatechuova (KP) a kavova
(KK), které se vyskytovaly v minoritnim méfitku a kyselina chlorogenova (KCH), ktera méla
dominantni pik v jable¢ném octé. Byl pfipraven standardni roztok, z néhoz byla poté pfipravena
kalibra¢ni fada roztokt 1, 10, 50, 100 a 200 mg/l. Analyza kazdého kalibra¢niho roztoku byla
provedena tfikrat a z experimentdlné naméienych ploch pikl (pfiloha 7, tabulka 15) byla
sestrojena kalibra¢ni kfivka pro kazdou kyselinu. Rovnice kalibra¢nich zavislosti, spolehlivosti
a smerodatné odchylky smérnic a usekt jsou uvedeny v tabulce 10. Smérodatna odchylka tiseku
je statisticky nevyznamnd a kalibracni kiivku lze povazovat za prochazejici nulou. Z rovnic
kalibrac¢nich zavislosti uvedenych v tabulce 10 a experimentalné¢ naméfenych ploch danych
kyselin v realnych vzorcich octl (tabulka 16, ptiloha 8), byly vypocteny koncentrace analytt.
Vsechny octy byly také analyzovany tiikrat a koncentrace kyselin jsou uvedeny v tabulce 11.
Pro porovnani byly odecteny plochy pikli standardi méfenych pii DAD detekci (ptiloha 7,
tabulka 15) a MS detekci. Pro kvantitativni stanoveni byla zvolena DAD detekce, jelikoz
zji§téna spolehlivost pro vSechny analyty dosahovala vZdy minimalné 0,99. Pro odecteni ploch
pikti byl vzdy volen zaznam separace pii vlnové délce odpovidajici absorpénimu maximu
stanovované latky. Pro kyselinu protokatechuovou pii vinové délce 254 nm, pro kyselinu
chlorogenovou pii 330 nm a pro kyselinu kavovou pii 320 nm. V piipadé MS detekce by bylo
potieba provést metodu vnitiniho standardu, aby bylo mozné analyty spolehlivé kvantifikovat.

Kalibra¢ni data pro MS detekci zde proto nejsou uvedena.

Tabulka 10: Kalibra¢ni parametry fenolickych kyselin

DAD Detekce
Zkratka | Rovnice kalibra¢ni | Spolehlivost Smeérodatna Smeérodatna
. . . ) odchylka odchylka
analytu zavislosti R . . .
smérnice useku
KP y =52,08x + 31,57 0,9999 0,17 17,33
KCH y =46,65x + 0,85 0,9999 0,12 12,05
KK y =77,52x - 149,29 0,9989 0,70 71,53
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Tabulka 11 znazoriiuje obsah kyseliny protokatechuové (KP), chlorogenové (KCH)

a kavové (KK) v redlnych vzorcich octd.

Tabulka 11: Koncentrace polyfenolickych kyselin ve vzorcich octi

DAD detekce
Vzorek Zkr?tka
analytu Smérodatna
Koncentrace
(mg/l] odchylka
[mg/1]
' KP 0,013 0,006
Japagese Rice KCH 0,15 0,0006
Vinegar
KK - )
B KP 1,59 0,004
Jable¢ny 9cet KCH 33,17 0,29
kvasny
KK 4,12 0,03
KP 6,20 0,22
Aceto Balsamico di
Modena IGP KCH B o1
KK 4,19 0,07

Obsah kyseliny protokatechuové byl nejvétsi v octé Aceto Balsamico di Modena IGP
6,2 mg/l, mén¢ u jabletného kvasného octa 1,59 mg/l a pouze 0,013 mg/l v Japanese Rice
Vinegar. Koncentrace kyseliny chlorogenové byla nejvétsi v jableCném kvasném octé
33,17 mg/l. Oproti tomu, Aceto Balsamico di Modena IGP obsahoval pouze 0,63 mg/l
a Japanese Rice Vinegar dokonce jen 0,15 mg/l. Kyselina kavova nebyla detekovana v Japanese
Rice Vinegar, avSak v jablecném kvasném octé byla nalezena koncentrace 4,12 mg/l a v Aceto
Balsamico di Modena IGP 4,19 mg/l. Pro porovnani obsahti polyfenolickych kyselin, byla
pouzita databaze Phenolic explorer [99] a odborné c¢lanky [29,100,101]. Dle databaze
porovnavajici riizné octy, byl obsah kyseliny protokatechuové pfiblizné 8,1 mg/l a kyseliny
kavové cca 2,8 mg/l. Ve studii [100] se obsah kyseliny kdvové v jablecnych octech pohyboval
od 0,04 mg/l do 3,03 mg/l, obsah kyseliny chlorogenové od 0,83 mg/1 do 26,42 mg/l. Ve studii
[101] zabyvajici se tradi¢nimi ryZovymi octy Zhenjiang, se koncentrace kyseliny kavové
pohybovala od 1,61 mg do 7,37 mg/l a obsah kyseliny chlorogenové od 2,14 mg/l do 15,09
mg/l. Jedna se vSak o octy, které starnou v sudech n¢kolik let. Studie [29] rozdélovala octy
na bézné a balzamikové. V béznych octech byl obsah kyseliny protokatechuové piiblizné

2 mg/l a kyseliny kédvové okolo 2,44 mg/l. Octy balzamikového typu obsahovaly kyselinu
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protokatechuovou o koncentraci 6,11 mg/l a kyselinu kavovou 3,14 mg/l. Variabilita
ve vysledcich je zpisobena tim, Ze pro polyfenolické kyseliny nejsou v octech zadné
legislativni limity a jejich slozeni zavisi na mnoha faktorech: na odrtidé hlavni suroviny, tipravé
vychozi suroviny, technologickém zptsobu vyroby, zda ocet starnul v dievénych sudech, dob¢

starnuti i z jakého konkrétniho dieva byly sudy zhotoveny.
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5 ZAVER

Pti separacich byly vyzkouseny tii kolony urcené pro separace na reverzni fazi. Nejlepsich
vysledkli dosahovaly kolony Kinetex C18 a Kinetex Polar C18. Obé kolony vykazovaly
uspokojivé separace pii pouziti gradientu od 5 do 50 % ACN v MF za dobu 23 min. Nejcasteji
pouzivanou kolonou v odborné literatute je jednoznacné bézna C18. V této diplomové praci
byla pouzita star$i kolona C18, ktera vykazovala mensi u¢innost. Proto byla pro dalsi analyzy
vybrana u¢innéjsi kolona Polar C18, ktera navic umoziuje pracovat s €ist¢ vodnymi fazemi.
V ptipadé potieby lze také polarni polyfenolické latky separovat v HILIC systému, ktery vSak
v ramci této diplomové prace nebyl zkouman. Nejvhodnéjsi nalezené podminky byly pouZity
pfi analyze vybranych polyfenolickych latek a ke kvantifikaci kyseliny protokatechuové,
chlorogenové a kavové v redlnych vzorcich ryzového, jable¢ného a balzamikového octa.

Nalezené vysledky jsou viceméné ve shodé s vysledky nalezenymi v odborné literature.
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Ptiloha 1: Chemické struktury fenolickych kyselin
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Obrazek 10: Chemické struktury fenolickych kyselin
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Ptiloha 2: Chemické struktury dalSich analyzovanych latek
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Obrazek 11: Chemické struktury dalSich analyzovanych latek
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Ptiloha 3: UV-VIS spektra analyzovanych latek
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Graf 5: UV-VIS spektrum kyseliny kavoveé
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Graf 6: UV-VIS spektrum kyseliny ferulové
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Graf 7: UV-VIS spektrum kyseliny protokatechuové

72



Kyselina kumarova
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Graf 8: UV-VIS spektrum kyseliny kumarové
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Graf 9: UV-VIS spektrum kyseliny chlorogenové
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Graf 10: UV-VIS spektrum kyseliny gallové
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Graf 12: UV-VIS spektrum kyseliny vanilové
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Graf 13: UV-VIS spektrum katechinu
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Epikatechin
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Graf 16: UV-VIS spektrum furfuralu
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Graf 17: UV-VIS spektrum protokatechuového aldehydu
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Graf 18: UV-VIS spektrum syringolu

Konyferylalkohol

Graf 19: UV-VIS spektrum konyferylalkoholu
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Ptiloha 4: Retenc¢ni data polyfenolt pfi tfech profilech gradientii u ptislusnych kolon

Tabulka 12: Reten¢ni data standardi méfenych na koloné Infinity Poroshell

Infinity Poroshell 120 SB-C18

Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3

Standard trg o | e trg W | @ trg o | @
[min] [%] | [min] [%] | [min] [%o]

Thiomocovina 1,56 - - 1,54 - - 1,53 - -
Furfural 4,07 (1,61]0,10( 4,30 [1,7910,09| 4,75 |2,10(0,09
Kys. protokatechuova 4,54 (1,91]0,12| 4,49 [1,9210,09| 5,03 |[2,29(0,09
Protokate. aldehyd 491 12,1510,13 - - - - - -
Kys. chlorogenova 498 [2,19]0,14 - - - 7,11 3,65/0,13
Katechin 5,05 12,24 10,14 | 5,57 |2,62]0,13| 6,50 |3,25(0,12
Kys. vanilova 5,63 12,61 10,16| 6,34 |3,12]0,15| 10,22 |5,68 (0,19
Kys. kavova 5,63 |2,610,16| 6,49 |3,21|0,15| 8,18 {4,35[0,15
Epikatechin 5,60 12,59 0,16 - - - | 881 |4,76|0,17
Kys. syringova 5,74 12,68 [0,17| 6,57 |3,27|0,15| 8,44 4,52 (0,16
Vanilin 5,77 12,70 {0,17| 9,42 |5,12]0,23 | 12,69 | 7,29 (0,24
Konyferylalkohol 5,63 |2,6110,16| 6,35 |3,12]0,15| 7,90 (4,16 (0,15
Kys. kumarova 6,60 [3,2310,20( 7,70 |4,00[0,19| 10,24 |5,69 | 0,19
Kys. ferulova 6,85 13,39 10,21 8,04 |4,22]0,20| 10,76 | 6,03 (0,20
Syringol 7,23 13,63 10,23 | 8,62 |4,60[0,21| 11,8 [6,71 [0,22
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Tabulka 13: Reten¢ni data standardit métenych na koloné Kinetex C18

Kinetex C18
Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3
Standard trg . trg . trg .
[min] [min] [min]

Thiomocovina 1,43 - 1,44 - 1,45 -
Kys. gallova 2,79 10,96 2,76 | 0,92 2,79 10,92
Furfural 4,83 |2,38 4,85 12,38 4,87 |2,35
Kys. protokatechuova 5,19 | 2,64 5,18 |2,61 5,25 12,62
Protokate. aldehyd 6,54 | 3,58 6,78 | 3,72 7,06 | 3,86
Kys. chlorogenova 6,95 | 3,87 7,52 14,23 8,19 | 4,64
Katechin 7,09 | 3,97 7,66 | 4,33 8,33 | 4,74
Kys. vanilova 7,61 |4,33 8,24 | 4,74 8,94 | 5,16
Kys. kavova 7,72 | 4,41 8,43 | 4,87 9,41 | 5,48
Epikatechin 7,80 | 4,47 8,72 | 5,07 9,80 | 5,75
Kys. syringova 7,85 | 4,50 8,65 |5,02 9,55 | 5,58
Vanilin 8,74 | 5,12 9,69 |5,75 10,74 | 6,40
Konyferylalkohol 8,68 | 5,08 9,74 15,78 10,96 | 6,55
Kys. kumarova 9,02 |5,32 10,20 | 6,10 11,59 | 6,98
Kys. ferulova 9,41 | 5,60 10,78 | 6,50 12,43 | 7,56
Syringol 11,59 | 7,13 11,16 | 6,77 12,73 | 7,77
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Tabulka 14: Reten¢ni data standardi méfenych na koloné Kinetex Polar C18

Kinetex Polar C18
Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3
Standard tryg - tryg . trRg =
[min] [min] [min]

Thiomocovina 1,63 - 1,64 - 1,64 -
Kys. gallova 5,84 |2,58 6,00 | 2,66 6,16 | 2,76
Furfural 7,16 |3,39 7,53 13,59 7,90 | 3,82
Kys. protokatechuova 7,31 |3,48 7,85 13,79 8,41 (4,13
Protokate. aldehyd 8,30 4,09 9,11 (4,55 9,99 15,09
Kys. chlorogenova 8,36 4,13 9,53 | 4,81 10,87 | 5,63
Katechin 8,58 |4,26 9,70 | 4,91 11,05 | 5,74
Kys. vanilova 9,06 |4,56 10,20 | 5,22 11,50 | 6,01
Kys. kavova 9,13 | 4,60 10,36 | 5,32 11,78 | 6,18
Epikatechin 9,26 | 4,68 10,54 | 5,43 12,05 | 6,35
Kys. syringova 10,00 | 5,13 11,51 | 6,02 12,26 | 6,48
Vanilin 10,16 | 5,23 11,59 | 6,07 13,24 | 7,07
Konyferylalkohol 10,17 | 5,24 11,60 | 6,07 13,29 | 7,10
Kys. kumarova 10,28 | 5,31 11,90 | 6,26 13,81 | 7,42
Kys. ferulova 10,62 | 5,52 12,39 | 6,55 14,51 | 7,85
Syringol 11,06 | 5,79 12,67 | 6,73 14,80 | 8,02
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Ptiloha 5: Chromatografickd separace polyfenolti na koloné Kinetex C18 pfi tfech profilech
gradientt
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuova, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenovd, 6) Katechin, 7) K. vanilovd,
8) K. kavova, 9) Epikatechin, 10) K. syringova, 11) Konyferylalkohol, 12) Vanilin, 13) K. kumarova, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 20: Separace polyfenold na koloné Kinetex C18 pfi profilu gradientu 1
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuovda, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenova, 6) Katechin, 7) K. vanilova,

8) K. kavova, 9) K. syringova, 10) Epikatechin, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarova, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 21: Separace polyfenolil na kolon€ Kinetex C18 pfi profilu gradientu 2
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuovd, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenovd, 6) Katechin, 7) K. vanilovad,
8) K. kavovd, 9) K. syringova, 10) Epikatechin, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarovd, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 22: Separace polyfenolil na koloné Kinetex C18 pfi profilu gradientu 3
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Ptiloha 6: Chromatograficka separace polyfenolli na kolon¢ Kinetex Polar C18 pfi tfech
profilech gradient
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuovd, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenovd, 6) Katechin, 7) K. vanilovad,
8) K. kavova, 9) Epikatechin, 10) K. syringova, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarovd, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 23: Separace polyfenoll na koloné Kinetex Polar C18 pft1 profilu gradientu 1
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuova, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenova, 6) Katechin, 7) K. vanilova,
8) K. kavovad, 9) Epikatechin, 10) K.syringova, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarova, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 24: Separace polyfenold na kolon¢ Kinetex Polar C18 pfti profilu gradientu 2
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1) K. gallova 2) Furfural, 3) K. protokatechuovd, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenova, 6) Katechin, 7) K. vanilovd,
8) K. kavova, 9) Epikatechin, 10) K. syringova, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarovd, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 25: Separace polyfenolil na kolon€ Kinetex Polar C18 pfi profilu gradientu 3
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Ptiloha 7: Experimentdln¢ namétené plochy pikd kalibracnich

protokatechuové, kyseliny chlorogenové a kyseliny kavové

roztokli  kyseliny

Tabulka 15: Plochy pikt kalibracni fady roztokl fenolickych kyselin

c KP KCH KK
[mg/l] Plocha Plocha Plocha
10409,74 9305,70 15430,48
200 10402,30 9296,92 15358,86
10410,51 9304,29 15457,01
5307,38 4719,63 7644,16
100 5307,35 4710,41 7646,97
5311,46 4712,43 7654,80
2670,07 2353,64 3371,05
50 2673,89 2361,58 3367,51
2675,69 2358,56 3368,22
520,36 452,58 736,57
10 520,94 447,62 735,42
522,67 445,74 733,10
50,98 23,03 71,46
1 50,88 22,98 70,70
51,12 22,44 70,28
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Priloha 8: Experimentalné¢ nameétfené plochy piki kyseliny protokatechuové, kyseliny
chlorogenové a kyseliny kdvové ve vzorcich octl

Tabulka 16: Plochy pikt fenolickych kyselin ve vzorcich octti

KP KCH KK
Vzorek
Plocha Plocha Plocha
I Ri 32,57 7,88 -
apagese ice 31.87 781 -
Vinegar
32,32 7,85 -
Tabletnt 114,62 1529,89 166,77
ablecny ocet 114,09 1553.83 171.12
kvasny
114,37 1561,41 172,35
Aceto Bal o di 338,67 32,58 173,37
ceto Balsamico di
Modena IGP 359,15 23,06 170,58
365,46 35,38 183,69
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Ptiloha 9: Chromatogram ryzového octa
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Podminky analyzy: Kolona Polar C18 (100 x 3 mm; 2,6 um); MF A: vodny roztok kyseliny octové 0,1%, B: ACN; gradientové eluce; priitok
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s
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MF 0,3 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 5 ul.

Graf 26: Chromatogram ryZového octa
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1) K. gallova, 2) Furfural, 3) K. protokatechuova, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenova, 6) Katechin, 7) K. vanilovd,

8) Epikatechin, 9) Vanilin, 10) K. kumarova

Graf 27: Ptiblizeny chromatogram ryzového octa
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Ptiloha 10: Chromatogram jable¢ného octa
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Podminky analyzy: Kolona Polar C18 (100 x 3 mm; 2,6 um); MF A: vodny roztok kyseliny octové 0,1%, B: ACN; gradientové eluce, priitok
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MF 0,3 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 5 ul.

Graf 28: Chromatogram jable¢ného octa
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1) K. gallova, 2) Furfural, 3) K. protokatechuova, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenovd, 6) Katechin, 7) K. vanilovd,
8) K. kavovd, 9) K. syringova, 10) Epikatechin, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarova, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 29: PfibliZzeny chromatogram jable¢ného octa
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Ptiloha 11: Chromatogram balzamikového octa
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Podminky analyzy: Kolona Polar C18 (100 x 3 mm; 2,6 um); MF A: vodny roztok kyseliny octové 0,1%, B: ACN, gradientové eluce, priitok
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Graf 30: Chromatogram balzamikového octa
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1) K. gallova, 2) Furfural, 3) K. protokatechuova, 4) Protokatechuovy aldehyd, 5) K. chlorogenovd, 6) Katechin, 7) K. vanilovad,
8) K. kavovd, 9) K. syringova, 10) Epikatechin, 11) Vanilin, 12) Konyferylalkohol, 13) K. kumarova, 14) K. ferulova, 15) Syrigol

Graf 31: PfibliZeny chromatogram balzamikového octa
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