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ABSTRAKT

Obsahem této prace je vyvoj a optimalizace metody pro identifikaci polyfenolickych
latek pochazejicich ze chmelu (Humulus lupulus L.) s potencionalni antimikrobialni
aktivitou. V ramci extrakce latek ze chmelu byly susené chmelové hlavky aplikovany
do rustového media, odkud latky difundovaly do agaru a po naockovani bakteridlnim
kmenem Streptococcus aureus vytvorily inhibi¢ni zonu. Pro extrakci latek z agaru byla
optimalizovana metoda kombinujici extrakci acetonem s vysolenim metodou
QuEChERS. Me¢éfeni probihalo s pouzitim LC/HR-MS s hybridnim analyzatorem
kvadrupdl-orbitalni pasti. MS metoda byla vyvinuta jako screening s naslednou
fragmentaci latky na zaklad¢ seznamu hmot. Latky extrahované z inhibi¢ni zony byly
nasledné identifikovany bud’ proti databazi, anebo byla jejich struktura objasnéna

pomoci fragmentacnich spekter.

ABSTRACT

This thesis describes development and optimalization of method for identification of
polyphenols compounds present in hops (Humulus lupulus L.) that have potential
antimicrobial activity. Within extraction of compounds from hop, minced hop cones
were applied in a growth medium, where compounds diffused into the medium and
created an inhibition zone after inoculated with Streptococcus aureus. The method
combining extraction with aceton a salting out using QUEChERS principles was
optimized for extraction of compounds from solid growth medium. The analysis was
carried out using LC/HR-MS with a quadrupole-orbitrap hybrid mass analyzer. The MS
method was developed as a screening method with a subsequent fragmentation of
compound of interest on the base of inclusion mass list. The compounds extracted from
inhibition zone were identified either by searching against a database or their structures
have been elucidated on the basis of their fragmentation spectra.
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1 Uvobp

Antimikrobidlni vlastnosti chmele jsou obecné znamé, je vSak jen malo informaci o
antimikrobialni aktivité jednotlivych chmelovych latek. Cilem této prace bylo popsat
latky, zejména polyfenolické slouceniny, pochazejici z chmele a vykazujici potencidlni
antimikrobidlni vlastnosti. Vlastni experimenty budou zaloZeny na pouziti difuzni
agarové metody k preselekci latek s potencidlné antimikrobidlnimi ucinky, vyvoji a
optimalizaci extrakéniho postupu a dale pak na identifikaci téchto latek pomoci spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem umoznujicim meéfeni presné

hmoty (LC/HR-MS).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC) je jeden z druhi
kapalinové chromatografie, pfi kterém se pro zlepSeni UCinnosti separace pouzivaji
stacionarni faze s ¢asticemi mensimi nez 2 pum. Ultra-vysokouc¢inné chromatogramy
pracuji pii tlacich okolo 100 MPa i vice, a v kombinaci velikosti ¢astic 1ze dosahnout
vys§iho rozliSeni pikl a zkraceni délky kolony na 50 — 150 mm (délka kolon u HPLC
metod je az 250 mm), a tim k vyraznému zkraceni doby analyzy. Dale je mozna i
uspora rozpoustédel.

Materidly pro stacionarni fazi v UHPLC se voli podle polarity analytu. Pro nepolarni
analyty se pouzivaji nemodifikované materidly jako silikagel, mobilni fazi byva pak
napiiklad hexan. Pro separaci na reverzni fazi, tedy pro poldrni analyty, se voli
modifikovany silikagel s navazanymi nepolarnimi skupinami, nej¢astéji C18 nebo méné
Casto C8. Nejvyssi naroky jsou kladené na stabilitu jak chemickou, pro pouziti
v Sirokém rozmezi pH, tak mechanickou stabilitu, diillezitou pro odolnost vici velmi

vysokym tlaktim®,

2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je zaloZzena na interakci nabitych ¢astic
s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. Hmotnostni spektrometry jsou
tvofeny tfemi zakladnimi ¢astmi: iontovym zdrojem, analyzatorem a detektorem castic.

Pocatky hmotnostni spektrometrie se datuji od konce 19. stoleti. V této dob¢ byl
objasnén pohyb nabitych castic v elektrickém 1 magnetickém poli. J. J. Thomson
pozd¢ji sestavil pfistroj, ktery umel méfit pomer hodnot e/m (pomér elektronu ku
hmot¢) a nepfimo tak méfit hmotu elektronu. Poté s pomoci F. W. Astona sestavil prvni
parabolicky hmotnostni spektrometr pro analyzu nabitych ¢astic. Nasledoval velky
rozvoj pit navrhovani hmotnostnich spektrometrii pfedev§im v oblasti rozliSovaci

schopnosti, a diky tomu byla v roce 1913 dokazéna existence izotopiez’3.



Vyvoj hmotnostni spektrometrie provazi i nékolik Nobelovych cen v oblasti fyziky i
chemie, a to za objev izotopu neradioaktivnich prvka prostiednictvim hmotnostniho
spektrometru (F. W. Aston, 1922), za vyvoj techniky iontové pasti (W. Paul, 1989) a za
vyvoj mékkych ionizacnich technik elektrospreje (ESI) a desorpéni ionizaci laserem

(MALDI) pro analyzu biologickych makromolekul (J. B. Fenn, K. Tanaka, 2002)4’5.

2.2.1 Druhy ionizace a iontove zdroje

V iontovych zdrojich vznikaji ionty v plynné fazi, které se mohou dale rozpadat
neboli fragmentovat. Mohou vznikat kladné M* nebo ziporné M  nabité pseudo-
molekularni ionty, adukty nebo fragmenty ionizovanych molekul®.

V iontovych zdrojich vznikaji ionty v plynné fazi, které se mohou déle rozpadat
neboli fragmentovat.

Elektronovéa ionizace (EI) je zaloZzena na pifeddvani energie leticich elektron
molekulam analyzované latky. Tento druh ionizace je vhodny pro té¢kavé a termostabilni
latky. U chemické ionizace (CI) nejdiive dochazi k ionizaci reakéniho plynu, nasledné
pak se ionizuji molekuly analytu. Ob& ionizacni techniky se pouzivaji piedev§im v
hmotnostni spektrometrii spojené s plynovou chromatografii.

Velmi vyuzivand metoda pro spojeni MS s chromatografii kapalinovou je ionizace
elektrosprejem (ESI), kterd vyuzivd vysokého napéti za atmosférického tlaku. Tato
technika je vhodna pro ionogenni molekuly a molekuly polarniho charakteru, a to i o
vysSich molekularnich hmotnostech, jako jsou napiiklad biopolymery. Za
atmosférického tlaku lze provadét tzv. chemickou ionizaci (APCI), a to za pomoci
elektrického vyboje. Technika je vhodné pro ionizaci méné polarnich latek, neni vSak
pouzitelna pro vysokomolekularni latky. Velmi dobfe pomoci APCI ionizuji steroidni
latky nebo napf. flavonoidy. Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) vyuziva UV
zéteni k fotoexcitaci molekuly analytu ptfevedeného do plynné faze a nasledné ionizace.
Stanovovanymi analyty mohou byt i1 latky velmi nepolarni. Tento zdroj mtze byt pouzit
I jako termosprej (TSI), protoze molekuly nekterych analyti mohou ionizovat i bez
interakce s fotonem. S témito zplsoby ionizace lze méfit v pozitivnim i negativhim

médu. V pozitivnim médu mohou vznikat kladng nabité M* pseudomolekularni ionty a



adukty s H*, NH,", ale i sNa" a K'. Nevyhodné jsou adukty s Na’, protoze velmi
obtizn¢ fragmentuji. V pozitivnim modu dobie fragmentuji latky, které maji ve své
struktuie NH funkéni skupinu. Ionty s hydroxylovou funkéni skupinou Iépe fragmentuji
v modu negativnim®?,

Lze vyuzit i desorp¢ni techniky, naptf. desorpCni ionizaci vzorku laserem za
pritomnosti matrice (MALDI). Tato ioniza¢ni technika nemusi byt spojena se separacni
technikou. Je vhodné ptedevsim pii analyze biologickych makromolekularnich latek,

naptiklad pro intaktni proteiny. U analytt Ize métit ndboj nebo molekulovou hmotnost.

2.2.2 Analyzatory

V analyzatoru hmotnostniho spektrometru dochazi k déleni iontii z iontového zdroje
za vakua, na zékladé¢ poméru hmotnosti iontu a jeho naboje (m/z), pomoci elektrického
nebo magnetického pole nebo kombinace obou.

Skenujici analyzatory kontinualné v ¢ase separuji jen uréitou hmotu m/z. Do této
skupiny hmotnostnich analyzatorG patii kvadrupdl, ktery na zdklad¢ velikosti
stejnosmeérného napéti a amplitury stfidavého napéti, vlozeného na tyce, necha projit S
ionty s urcitou hodnotou m/z mezi kvadrupolovymi ty¢emi k detektoru. Kvadrupolovy
analyzator (Q) mulze pracovat ve dvou rezimech, ve skenovacim rezimu dojde
k proméfeni vSech hmot m/z v kratkém ¢asovém tseku, ve druhém reZzimu prochazi jen
ionty s urcitou hodnotou m/z. V iontovych pastech dochazi k zadrzovani iontt v pasti a
naslednému vypuzeni podle jejich poméri hodnot m/z. V pruletovych analyzatorech
dochazi k transmisi vSech iontii soucasné. K separaci dojde diky rozdilné rychlosti letu
ve vztahu k m/z. Piikladem prtletového analyzatoru je TOF neboli analyzator doby letu.
Zachytové analyzatory pracuji na zakladé zachyceni ionti v cele nebo pasti.
Cyklotronova rezonance (ICR) a Orbitrap vyuzivaji Fourierovu transformaci, takze

mohou fungovat zaroven jako detektor®,

Analyzator doby letu

V tomto typt priletového analyzatoru se ionty akceleruji elektrickym polem

vakuové trubice. V trubici se méfi doba letu iontli od iontového zdroje k detektoru,
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ktera je timérna hodnoté m/z danych iontd. lonty s niz8i hmotnosti maji vyssi rychlost,
potiebuji tedy kratsi dobu K piekonani vzdalenosti mezi detektorem a zdrojemg. U TOF
analyzatoru existuji dvé usporadani, s kolmou akceleraci nebo s reflektronem. V prvnim
pfipad¢ jsou ionty akcelerovany kolmo na proud iontii. To vede k tomu, Ze akcelerované
ionty maji stejnou kinetickou energii. Pfi uspoiadani s reflektronem se letici ionty
pohybuji v oblasti omezené kvadratickym potencidlem, ktery ptisobi jako iontové

zrcadlo, coz vede k zvétieni drahy letu iontd a k zvyseni rozliSovaci schopnosti’.

lontova past

Iontova past (IT) je tvofena kruhovou elektrodou a koncovymi elektrodami, na které
je vlozeno napéti. Pii vlozeném napétovém pulzu do cely vlétaji elektrony. Zménou
pomértt napéti mezi koncovymi elektrodami a kruhovou elektrodou jsou elektrony
uvnitf pasti zadrzovany nebo vylévaji z cely podle jejich hodnot m/z°. Pouziva se zde
tlumici plyn pro zlepSeni zachytu, a tedy i rozliSeni. Pfi linedrnim uspofadéni pasti
dochazi k vétsi efektivité zachytu iontd v pasti, rychlejSimu skenovani a vétSimu

rozliseni®.

Cyklotronova rezonance

Analyza iontl v ICR je zalozena na pohybu iontli v homogennim magnetickém poli
Vv cyklotronové cele. Z iontového zdroje se ionty pohybuji se vzristajicim vakuem do
cely, kterda je umisténa uvnitf supravodivého magnetu s vysokym statickym
magnetickym polem. lonty jsou stabilizovany v cele diky elektrostatickému poli na
zachycovacich elektrodach a rotuji po danych drahéach s danou frekvenci, kterd zavisi na
poméru hmotnosti iontu a naboje m/z. lonty v cele rotuji po uzkych orbitach, po aplikaci
rychlého frekvencniho napétového pulzu je pohyb iontil excitovan a ionty se stejnou
hodnotou m/z se synchronizuji do oblakl. Pohyb oblakl je v rezonanci s excitovanym
napétim na vysSich orbitach. Na detek¢nich elektrodach je méten stifidavy proud, ktery
je pti priletu indukovan. Intenzita frekvence je imérna poctu ionti v oblaku. Zménou
frekvence excitacniho napéti dojde k zruSeni rezonance pro oblak iontli o daném

poméru m/z a K jejich nasledné relaxaci a padu iontd opé€t na nizké orbity. Prométenim

11



vSech m/z v uréitém rozsahu dostaneme spektrum detekovanych frekvenci v Case,
Fourierovou transformaci se spektrum frekvenci pfevede na spektrum intenzit a
transformaci na dal§i format ziskdme vysledné hmotnostni spektrum intenzit

z4vislé na m/z:%,

Orbitalni past

Orbitalni past (Orbitrap) je hmotnostni analyzator, diky kterému jsou hmotnostni
analyzy s vysokym rozliSenim dostupné i pro bézné analytické a biologické
laboratore®?. Orbitalni past pracuje na principu detekce proudového obrazu s vyuzitim
elektrostatického pole. Analyzator je tvofen tfemi elektrodami, dvéma vné&j$imi osové
soumérnymi elektrodami a stfedovou neboli centralni elektrodou, ktera ma tvar vietena.
Ionty jsou transferovany do prostoru mezi elektrodami a pohybuji se okolo a podél
sttedové elektrody. VloZenim napéti na elektrody dojde k vytvoteni elektrického pole,
diky kterému je trajektorie proudu iontii zakiivovana smérem ke stitedové elektrode¢,
zaroven jsou ionty stlaCovany k nejSir§$i Casti iontové pasti a dojde ke stabilizaci
trajektorie. Pomér mezi hmotnosti iontu a nabojem m/z souvisi s frekvenci oscilace
iontu***. Obihanim naboje vznikaji indukované proudy, u kterych se méii oscilace.
Tyto oscilace se nasledné¢ pomoci Fourierovy transformace prevedou z ¢asové domény
na frekvence, které odpovidaji hodnotam m/z méfenych ionta*,

RozliSovaci schopnost orbitalni pasti je nizs§i nez u ICP, a to 100 az 240 tisic.
Spravnost urceni hmotnosti je 1-3 ppm, hmotnostni rozsah je do 6000 Da. Oproti FT-
ICR ma orbitalni past vyrazné nizsi potizovaci naklady a je mnohem mén¢ prostorové

oo s12
narocna .

Hybridni kombinace analyzator(

V nékterych ptipadech l1ze vyuzit dva nebo i1 vice analyzatort, a tim zkombinovat
ruzné vykonnostni charakteristiky jednotlivych typi analyzatori v jednom hmotnostnim
spektrometru. Lze tak zvysit rozliSovaci schopnost, rychlost anal}’/zy15 nebo spravnost
méfeni. Nejbéznéjsi hybridni kombinaci analyzatord je QqTOF, ktery se sklada

z trojitého kvadrupodlu (Q; 2. analyzator) a analyzatoru doby letu (TOF; 1. analyzator),
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mezi kterymi je umisténa kolizni cela (q). Kvadrupdl je obvykle umistén na transmisi
iontl s danou konstantni hodnotou m/z. Ionty prochazi prvnim analyzatorem, ktery
skenuje, dale ionty fragmentuji v kolizni cele, jsou vSak detekovany pouze tehdy, pokud
vznikaji fragmenty se specifickou hodnotou m/z. Tlonty produkujici stejné
charakteristické fragmenty jsou detekovany selektivn&®®. Kombinaci linearni iontové a
orbitalni pasti umoznuje Siroky rozsah detekce s vysokou rozliSovaci schopnosti (min.
100 000 FW HM), piesnosti a dynamickym rozsahem. Lze provadét MS" analyzy
komplexnich matric”®. Dal3i piiklady hybridnich typt analyzatord jsou IT-TOF,
LIT/FT-ICR nebo MALDI/Orbitalni past.

2.2.3 Detektory

Detektor zaznamena ionty, které prosly hmotnostnim analyzatorem. Detektory,
zalozené na pfimém méfeni elektrického proudu, zaznamenavaji vSechny ionty, signal
je zesilovan nasobi¢em a vyhodnocen. Cyklotronova rezonance a orbitalni past mohou
detekovat ionty ve vztahu k velikosti hodnot m/z a signal je dale zpracovan Fourierovou

transformaci’.

2.3 Spojeni LC a MS

Hlavnim kritickym bodem spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii je prevedeni analyzované latky do plynného skupenstvi, odstranéni
velkého nadbytku mobilni faze proudem suSiciho plynu a vyrovnani pracovniho
prostfedi, protoze analyty jsou na vystupu kapalinového chromatogramu unaSeny
proudem mobilni faze za atmosférického tlaku, zatimco hmotnostni spektrometr pracuje
Vv prosttedi vysokého vakua®’.

Spojeni chromatografickych technik s hmotnostni spektrometrii se vyuziva naptiklad
pfi organickych analyzach v environmentélnich i jinych védnich oborech, nebo pro
charakterizaci biologickych latek, napf. pro stanoveni molekulové hmotnosti. Dulezité

- - Ve, e . . rwe . . A - ol
Jje 1 vyuziti pfi studiu metabolismu 1éCiv a xenobiotik a sekvenovani proteinii™.
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2.4 Chmel

2.4.1 Morfologie chmele

Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) je dvoudoma lianovita rostlina patiici do Celedi
Cannabaceae™. Samci rostliny vytvareji nazloutlé drobné kvéty, samici kvéty se
skladaji ze zelenych kratkych klasu, tzv. §iStic nebo chmelovych hlavek. V pivovarstvi
nebo ve farmaceutickém primyslu a bylinkafstvi se pouzivaji jen kvéty samicich
rostlin.

Chmelova hlavka je tvofena stopkou, vieténkem, krycimi a pravymi listeny
S lupulinovymi zlazkami. Kryci a pravé listy jsou strukturou podobné listu a jsou
pripojeny k vieténku, které¢ vyrtsta ze stopky a pripojuje tak hlavku k vétévce. Kryci
listeny jsou $picaté, maji ochranou funkci a obsahuji malé mnozstvi lupulinovych Zlaz.
Na rozdil od pravych listenl, které maji zaobleny tvar, obsahuji velké mnoZzstvi
lupulinovych zlaz. Ty jsou tvofeny drobnymi zlutymi vacky a nachazeji se na spodni
stran& okvétnich listi chmelové hlavky™®.

Béhem zrani produkuji lupulinové zlazy sekundarni metabolity, které jsou pro chmel
charakteristické (pryskyfice, silice a polyfenolické latky), a které se nachazeji na
pravych listenech®®. Tvrdé pryskyfice jsou slozeny z oxida¢nich produkti mékkych
pryskyfic vznikajicich béhem zrani chmele, po sklizni, ale 1 béhem skladovani. Tvrdé
pryskyfice obsahuji xanthohumol, nejvyznamnéj$i prenylovany chalkon chmelu.
Xanthohumol je vylucovan jako soucast chmelovych pryskyfic zlazovymi trichomy na
vngj§im povrchu krycich listenti hlavky a na spodni strané¢ mladych listi chmele?".
Mekké pryskyfice obsahuji alfa-hotké kyseliny (humulony), beta-hotké kyseliny
(lupulony) a dalsi necharakterizované mekké pryskyfice.

Polyfenolické latky se vyskytuji v nejvétSich koncentracich v zelené ¢asti chmelové
hlavky (stopka, kryci a pravé listeny), ale v riznych ¢astech hlavky se vyskytuji rizné
skupiny  polyfenolickych sloucenin. K syntéze vétSiny polyfenolt  dochazi
Vv nespecifickych buiikach pletivzz’lg. Polyfenoly jsou sekundéarni produkty metabolismu
chmele obsahujici vice nez jednu hydroxylovou skupinu. Mezi polyfenoly patii skupiny
jako flavonoly, flavan-3-oly, fenolové karboxylované kyseliny a dalsi. Jednou

z vyznamnych skupin jsou prenylflavonoidy, které lze ale fadit i do chmelovych
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pryskyfic. Prenylflavonoidy vznikaji stejné jako pryskytice v lupulinovych zlazkach, na

rozdil od vétSiny polyfenolickych latek™®.

2.4.2 Biologicky aktivni latky ve chmelu

Mezi hlavni skupiny latek s biologickou aktivitou nachézejici se ve chmelu patii
silice, tvrdé a mékké pryskyfice a polyfenolické latky. Chemické sloZeni chmele ovSem
zavisi na odriidé, péstebnich podminkéch, klimatickych podminkach a dale pak na

zpusobu skladovani a upravach chmele po sklizni.

2.4.2.1 Silice

Jako silice se oznacuje komplexni smés tékavych latek obsazenych pfedevsim ve
chmelové hlavce. Tyto latky jsou odpoveédné za charakteristickou viini chmele a posléze
i piva. Doposud bylo identifikovano pies nékolik set az tisic slozek patiicich do
chmelovych silic®.

Silice se rozd¢€luji do tii hlavnich skupin, kde nejvétsi zastoupeni maji uhlovodiky,
dale pak oxidované slouceniny a asi 1 % silic tvoii sirna frakce®. Mezi uhlovodiky
prevladaji monoterpeny (napi. myrcen, linalol, geraniol), seskviterpeny (napf. alfa-
humulen, beta-karyofylen) a alifatické uhlovodiky o Sesti az jedenécti atomech uhliku®.
Nejvyznamngj$i slouCeninou je beta-myrcen, ktery ve chmelu tvofi 30 az 60 procent
celkovych silic. Tento monoterpen je velmi tékavy a Cerstvému chmelu dava stiplavy
zapach®. Seskviterpen alfa-humulen se velmi ochotné transformuje na epoxidy, jejich
oxida¢ni produkty také ptispivaji k typické viini pivazg.

U chmelovych silic byly popsané pozitivni Gc€inky, kterych se vyuziva nejen ve
farmacii a pfi alternativnich 1é¢bé nejriznéjSich obtizi. Mirny sedativni efekt je
vyuzivan pfedevsim pii poruchach spénku26. Chmelovy extrakt silic a hotkych kyselin
pomaha uvolnit napéti a nervozitu a v kombinaci nejcastéji s kozlikem Iékatrskym
(Valeriana officinalis) jej 1ze pouzit jako dopln€k k sedativnim farmaktm nebo jejich

alternativu®’.
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2.4.2.2 Mékké pryskyfice

Me¢kké pryskytice neboli hoiké kyseliny patii mezi vyznamné slozky chmelovych
prysky¥ic®. Jsou to derivaty floroglucinolu a lze je rozd&lit na alfa- a beta-hoiké
kyseliny. SuSeny chmel obsahuje 2 — 17 % alfa kyselin a 2 — 10 % beta kyselin
v zavislosti na odridé chmele®. Obg skupiny obsahuji acylovy postranni fetézec o
riizném po¢tu uhlika?’. Vzhledem k ndkterym strukturnim rozdilim alfa a beta kyselin
jsou odlisné i jejich vlastnosti. Alfa kyseliny mohou izomerovat za zvySené teploty a
vytvaret tak iso-alfa kyseliny, které jsou vice rozpustné. Na rozdil od beta kyselin, které
neizomeruji, protoze ve struktuie beta-hotkych kyselin je tercidrni alkoholova skupina
na Sestém uhliku aromatického jadra nahrazena prenylovym fetézcem?®®. Také proto mé
molekula jako celek hydrofobni charakter, oproti alfa kyselinam, které jsou ve vod¢

. ;.28
rozpustné mnohem vice

. v 7 o 29
oxidacnim procesum .

. Kromé toho beta kyseliny velmi ochotné podléhaji

Hotké kyseliny jsou ve chmelu pfitomné v komplexnich smésich o rizném slozeni a
ruznych koncentracich. Mezi hlavni alfa kyseliny neboli humulony se fadi humulon,
ktery miZze byt zastoupen ze 35 az 70 % v celkovych alfa kyselinach, kohumulon a
adhumulon. Mezi hlavni beta kyseliny neboli lupulony patii lupulon, kolupulon a
adlupulon. Ve stopovém mnozstvi mohou byt ve chmelu pfitomné dal$i homology
hotkych kyselin jako posthumulony a prehumulony, respektive postlupulony a
prelupulony?®’.

Alfa-hotké kyseliny jsou Siroce vyuzivanymi latkami v oblasti fytomediciny®. Uz od
sttedovéku se chmel vyuZival ke zmirnéni bolestivych zanétlivych onemocnéni,
napiiklad zan&ti ucha nebo pfi revmatickych obtizich®®. Alfa kyseliny také vykazuji
potencialni antikarcinogenni L’léinky23.

Antimikrobidlni U¢inky chmele byly rozpoznany uZ ve stfedovéku. Chmel byl
zpocatku do piva ptidavan pouze jako konzervacni prostiedek a jednou z hlavnich
slou€enin inhibujici rist bakterii jsou praveé hotké kyseliny. U beta-hotkych kyselin byl
prokazan tento ucinek proti celé fadé bakterii. V prvni polovingé dvacatého stoleti byl
chmel pouzivan pii 16¢bé tuberkulozy. Uéinky byly pozorovany na pracovnicich
Vv pivovarech, ktefi méli snizeny vyskyt vzniku toho onemocnéni v porovnani s délniky

pracujici v jinych odvétvich. Pozdé&ji se ukazalo, Ze hlavni aktivni sloZkou byly beta-
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hotké kyseliny. Silny inhibi¢ni ucinek byl prokazan proti nékterym druhtm bakterii,
které piispivaji k zhorSeni neurodermatitid a aknéznich stavii pokozky, neboli zanétim
vyvodu koznich mazovych 71az*°. Hotké kyseliny byly také testované proti §irokému
spektru kment bakterie Helicobacter pylori, ktera mtze zpusobovat zalude¢ni viedy a
zanéty zazivaciho traktu, které mohou vést az k rakoviné zaludku. V této studii byla
potvrzena vyssi ucinnost beta-hoikych kyselin oproti alfa kyselinémgl.

Hotké kyseliny jsou ucinné proti metabolickym porucham, které mohou vést
onemocnénim jako diabetes mellitus, kardiovaskularnim onemocnénim nebo
metabolickému syndromugz. U hotkych kyselin byly objeveny také u€inky na centralni
nervovou soustavu, predevsim jde o hypnotické, analgetické, protikfeCové a
hypotermické u¢inky®**. Dale byly prokézany antivirotické a antifungalni uginky
hotkych kyselin. Chmelovy extrakt byl testovan proti plisnim, které mohou zptisobovat
onemocnéni nohou. Vysledky ukazaly, ze by alfa- a beta-hoiké kyseliny mohly byt

pouzivany pfti lé€be téchto dermatologickych potizi, kterymi trpi zejména sportovci.

2.4.2.3 Tvrdé pryskyfice

Tvrdé pryskyfice jsou latky, které jsou obecné Spatné rozpustné ve vodé¢ i nékterych
organickych rozpoustédlech, jako napt. hexan. Skladaji se piedev§im z oxida¢nich
produkti mékkych pryskyfic, tedy alfa- a beta-hotkych kyselin. Nejvyznamnéjsi
slouCeninou tvrdych pryskyfic je xanthohumol, ktery je v pryskyficich doprovazen
pfinejmensim tfinacti piibuznymi chalkony, pfitomnymi v desetkrat aZ stokrat mensich
koncentracich nez xanthohumol*#, Xanthohumol je jednoduchy prenylovany chalkon
(struktura je na obrdzku 2.1) a vzhledem ke své struktufe se tadi jak mezi tvrdé
pryskyfice, tak mezi prenylflavanoidy®®. Obsahuje volnou hydroxylovou skupinu a
muze tak izomerovat naptiklad na isoxanthohumol nebo na jiné flavanony. Vyskytuje se

pouze V rostlinach chmele a v suSené rostlin€ je obsazen z 0,1 — 1 %.
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Obr 2.1 Strukturni vzorec xanthohumolu

Xanthohumol je velmi studovanou latkou v mnoha laboratofich po celém svété prave
pro Siroké spektrum pozitivnich ucinkt. Nékteré studie potvrdily preventivni G€inky
xanthohumolu proti vzniku mnoha typii nadorovych bujeni21, napiiklad rakoviny prsu
nebo delohy, kde xanthohumol diky svym antiestrogennim U¢inkiim efektivné inhibuje
vznik hormonu 17beta-estradiolu, ktery stimuluje bunény rist a je tak povazovan za
endogenni promotor vzniku tumoru®. Nikolic a kol.*” ve své studii popisuje
xanthohumol jako antiproliferacni latku proti nddortim tlustého stieva.

Antioxidacni G¢inek xanthohumolu byl prokazan pfi testovani inhibi¢niho efektu na
oxidacni reakci nizkodenzitniho lipoproteinu, LDL. Velké mnozstvi tohoto lipoproteinu
Vv lidském organismu muze zplsobovat aterosklerdzu, ktera v mnoha piipadech muze
vést k cévnim onemocnénim, infarktu myokardu nebo mrtvici®.

Pti 16€bé osteopordzy se dnes jiz bézné€ vyuziva preparat z xanthohumolu, ktery byl
patentovan v USA vroce 1997%% i protizanétlive
antiviroticky®®. Antivirotické ptsobeni bylo pozorovano proti RNA viru, ktery
zpusobuje bovinni virovou diarrhoeu (BVD), infekéni onemocnéni skotu, nebo proti
nékterym cytomegaloviriim, jako naptiklad herpes simplex virim (HSV), které u lidi
zpusobuji celozivotni infekce projevujici se puchyfi na kiiZi 1 sliznicich. Dalsi zajimaveé
terapeutické vyuziti by mohl xanthohumol predstavovat pti 1é€be proti infekci virem
HIV-1%,
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2.4.2.4 Polyfenoly

Polyfenolické latky zahrnuji velky rozsah slouCenin nachazejicich se ve chmelu,
které obsahuji vice nez jednu fenolovou hydroxylovou skupinu. Tyto latky lze rozdélit
do nékolika skupin podle jejich struktury. Mezi flavonoly, jejichz struktura je na
obrazku 2.2, patii naptiklad kvercetin, kemferol nebo rutin. Do skupiny flavan-3-ola,
rovnéz znazornénych na obrazku 2.2, lze zaradit katechin, epikatechin a taniny, coz je
souhrnné oznaceni pro dimery, oligomery a polymery flavanolii. Jinymi skupinami jsou
pak fenolové karboxylové kyseliny, prenylflavonoidy a dal§i®. Vice nez 80 %
polyfenolil je tvofeno z vysSich molekularnich sloucenin, jako katechin taninové latky
nebo taninové kyseliny, a zbylych 20 % je slozeno z monomert, naptiklad fenolovych
karbonylovych kyselin, flavonoidi a glykosidi flavonoidi™.

Mnohym polyfenolickym latkdam jsou pfipisovany zdravi prospésné ucinky.
Antioxidacni vlastnosti polyfenolickych latek pochazejicich nejen z chmelu jsou dobie
znamé. Antioxidacni latky mohou zhaset reaktivni radikaly kysliku nebo jejich tvorbu
omezovat, a to napiiklad chelataci pfedevSim iontd zeleza, které katalyzuji vznik

4243 , vy C 1w, .
, a tim znemoznuji oxidacni destrukci latek.

volnych hydroxylovych radikala
Antioxidanty pfijimané v potravé jsou casto spojované s prevenci nékterych
onemocnéni, kardiovaskularnich chorob, neurologickych poruch nebo nemoci
spojenymi s procesy starnuti*.

Jednou z nejvyznamnéjsich skupin chmelovych polyfenolt jsou flavonoidy, které
strukturn€ vychazi z flavanu. Jeho struktura je zndzornéna na obrdzku 2.2. Tato tfida

latek byla objevena ve 30. letech 20. stoleti a jeji objevitel tyto latky pojmenoval

vitamin P*4L,
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Obr 2.2 Zakladni struktury polyfenoli: flavonol (a), flavan-3-ol (b), flavan (c)
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8-prenylnaringenin

Biologicky aktivnim prenylovanym flavonoidem je naptiklad 8-prenylnaringenin,
jehoz struktura je na obr 2.3. Ten mlze vznikat plisobenim bakterii traviciho traktu na
isoxanthohumol, izomerni formu chalkonu xanthohumolu (viz tvrdé pryskyfice). Dalsi
cestou pro vznik 8-prenylnaringeninu, piipadné€ 6-prenylnaringeninu, je spontanni
transformace  desmethylxanthohumolu®.  Strukturni vzorce isoxanthohumolu a
desmethylxanthohumolu jsou také uvedeny na obr 2.3. 8-prenylnaringenin zejména
pusobi jako fytoestrogen. Fytoestrogeny jsou latky rostlinného ptvodu, které jsou
strukturné nebo svym piisobenim podobné Zenskym hormoniim estrogenim a mohou
tak byt alternativnou k tzv. ndhradni hormonalni terapii, ktera mtize mit zna¢né vedlejsi
Géinky*’. 8-prenylnaringenin je vhodny pii 16¢b& obtiZi v obdobi menopausy nebo jako
prevence osteopordzy pro zeny po menopauze. 6-prenylnarigenin vykazuje jen slabé

[ 1
estrogenni G&inky?".
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Obr 2.3 Vznik 8-prenylnaringeninu (c¢) dvéma moznymi cestami: bakterialnim
pusobenim z isoxanthohumolu (a) nebo transformaci desmethylxanthohumolu

(b)
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Kvercetin a kemferol

Dalsi biologicky aktivnimi flavonoidy jsou kvercetin a kemferol. Jejich struktura na
obrazku 2.4 je odvozena od flavonolu a ve chmelu se oba nachazi navazané na rtizné
glykosidy. Kemferol se od kvercetinu lisi pouze jednou hydroxylovou skupinou“.

U obou téchto latek byly nalezeny antialergenni liéinky48. Kvercetin je popisovan
jako latka s velmi silnym antioxidacnim a antikarcinogennim potencidlem. Proto se také
kvercetin nachazi v mnoha potravinovych doplicich volné prodéavanych ve Spojenych
statech®. Kemferol i kvercetin byly studovany jako mozné inhibitory aldosa reduktasy,
coz je enzym, ktery hraje dilezitou roli v rozvoji komplikaci spojenym s diabetem
mellitus. Kemferol i kvercetin mély nejslib&jsi inhibi¢ni vysledky ze vSech testovanych
rostlinnych latek a mohly by tak nahradit syntetické inhibitory, které maji fadu

cxr 1 e 1050
vedlejSich G€inkd™.

Obr 2.4 Strukturni vzorce kvercetinu (a) a kemferolu (b)

Rutin

Rutin je glykosid odvozeny od kvercetinu, obsahuje 2 sacharidové jednotky rutinosy.

Struktura této latky je na obr 2.5. U rutinu, kvercetinu a hesperidinu bylo testovano

rrrrr

rutin projevoval nejvétsi aktivitu proti chronickym zanétim®. Rutin hraje také

ochrannou roli proti vzniku karcinomu jater. Tento druh rakovinového bujeni vyvolavaji
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chemické karcinogeny, které tak poSkozuji DNA*% Uz ve 40. letech 20 stoleti byla

sledovana schopnost rutinu posilovat pruznost krevnich kapilér53’54.

OH 00
 CHy,

H H
OH OH

Obr 2.5 Struktura rutinu

Katechin a epikatechin

Podskupinou flavonoidu jsou katechiny, latky odvozené od flavan-3-olu. Biologicky
aktivnimi zéastupci této skupiny jsou katechin a epikatechin, stereoizomer katechinu.
Katechin zaujima trans- konfiguraci, epikatechin naopak cis-, jak je vidét na obrazku
2.6. Jednotlivé molekuly spolu mohou vytvéafet oligomerni a polymerni struktury®,
napfiklad prokyanidiny ¢i proanthokyanidiny neboli kondenzované tfisloviny
(oligomery katechinu a epikatechinu). Monomery, oligomery i polymery se mohou

vyskytovat ve chmelu ve formé glykosidu.

HO O o

"*OH

oH

Obr 2.6 Struktura katechinu (a) a epikatechinu (b)
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Proanthokyanidiny vykazuji toxické ucinky proti houbam a plisnim, kvasinkam a
bakteriim®®. Katechin a epikatechin piijimané v potravé jsou spojované s pozitivnim
piisobenim na lidsky organismus®>. U prokyanidinti byly prokézany ochranné w&inky
predevsim na kardiovaskularni systém a to snizenim pravdépodobnosti vzniku
poskozeni srdce vlivem ischemie, nedokrveni srdce u krys nebo vyznamnym snizenim
aterosklerozy u kralikii®. Oligomery katechinu i epikatechinu pak mohou pisobit
prevencné proti rakovin¢ prostaty u muzi a oligomery epikatechinu jsou ucinné

V potlacovani vzniku biofirmu a kyselého prostiedi, které vytvaii grampozitivni bakterie

Streptococcus mutans v ustni dutind™.

2.5 Testovani antimikrobialni aktivity

Pro testovani antimikrobialni aktivity se pouzivda mnoho metod. Tyto metody lze

rozd¢lit do dvou skupin, kvalitativni diftzni a kvantitativni dilu¢ni metody.

2.5.1 Kvantitativnhi metody

Dilu¢ni metody se pouZzivaji ke kvantitativnimu stanoveni antimikrobidlnich latek a
to jako minimélni inhibi¢ni koncentracti MIC, coz je nejniz§i koncentrace
antimikrobialni latky, ktera inhibuje viditelny riist mikroorganismu za 24 hodin®’, nebo
jako minimalni baktericidni koncentraci MBC, tedy nejniZzsi koncentraci aktivni latky,
Ktera usmrti alespont 99,9 % mikroorganismi. V praxi se rutinné¢ vyuZivaji pro

kvantitativni stanoveni bujonova nebo agarova dilu¢ni metoda a mikrodiluc¢ni testy.

Bujonova dilu¢ni metoda

Pfi testovani mikrobialnich vlastnosti latek pomoci bujonové dilu¢ni metody je
aktivni latka pfidana do zkumavky s Mueller-Hintonovovym bujénem. Redici fadou se
pfipravi sada roztokli a pozadovanych koncentraci. Nasledné je do kazdé zkumavky

piidana suspenze s testovanym mikroorganismem. Jirovetz a kol. (2006)% pouzili
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k testovani antimikrobialnich vlastnosti nékterych chmelovych silic i agarovou dilu¢ni
metodu. Testy prokazaly antimikrobidlni aktivitu proti grampozitivnim bakteriim
Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis a gramnegativnim kmentim Escherichia

coli a Salmonela sp.

Mikrodilu€ni metody

Mikrodiluéni metoda jsou zalozeny na stejném principu jako metoda bujonova.
Testovani neni provadéno ve zkumavkach, ale v jamkach na mikrodestickach o objemu
asi 0,1 ml. Po inkubaci se vyhodnocuje viditelny rist mikroorganismu nejcastéji
vV podobé¢ zdkalu. Carson a Riley (1995)58 pouzili bujonovou mikrodiluéni metodu pro
uréeni MIC a MBC latek z rostlinnych silic proti bateriim Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Candida alticans.

2.5.2 Kvalitativni metody

Kvalitativni metody jsou vhodné pro ovéfeni nebo urceni antimikrobialnich
vlastnosti latek ¢i pro urceni citlivosti bakterii k nejriiznéjsim latkdm. Tyto metody jsou

zalozené na difuzi a fadi se sem diskova metoda, agarovd metoda a E-testy.

Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je zaloZzena na umisténi papirového diskového filtru
obsahujici antimikrobidlni latku na hladinu média s naockovanym mikroorganismem.
Po inkubaci se vlivem koncentra¢niho gradientu aktivni latky vytvofi inhibi¢ni z6na
okolo disku a antimikrobialni aktivita je vyhodnocena jako polomér inhibi¢ni zony nebo
se fotografie Petriho misky zpracuje pomoci ptislusného softwaru. Tuto metodu pouzili
Proestos a kol. (2005)* pro testovani antimikrobidlnich vlastnosti n¢kterych rostlinnych
polyfenoli jako katechin a kvercetin. Rostlinné extrakty inhibovaly rdst pfedevsim

bakterie Bacillus cereus.

24



Agarova difuzni metoda

V ptipadé¢ agarové difuzni metody je vzorek aplikovian do otvoru vytvotreného
napiiklad korkovrtem do agarové plotny. Po naockovéani a inkubaci se vytvorena
inhibi¢ni zéna vznikla difuzi aktivni latky do agaru vyhodnoti stejné jako v pfedchozim

piipad€ pomoci ptislusného softwaru nebo zméienim poloméru.

Epsilometer test

U E-testi neboli Epsilometer testi se pouziva diagnosticky prouzek obsahujici
rostouci koncentraci aktivni latky, prouzek je opatfen stupnici. Prouzek se polozi na
hladinu rstového media s naoCkovanym mikroorganismem. Po inkubaci se vytvori
inhibi¢ni zo6na, ktera protina testovaci prouzek pravé v misté, které udava hodnotu

MIC®®,

2.6 Stanoveni aktivnich latek ve chmelu pomoci

hmotnostni spektrometrie

Kanalyze vySe uvedenych latek kromé& silic se bézné vyuZzivad kapalinové
chromatografie. Silice jsou vzhledem ke své t&€kavosti stanovovany pomoci
chromatografie plynové. Dulezitou soucasti analyzy latky je pfiprava vzorku. Chmel je
velmi komplexni matrice, a proto kazd4 skupina latek vyzaduje specificky zpisob
ptfipravy. Tou obvykle byva extrakce s pouzitim riznych rozpoustédel. Pii extrakci
chmelovych pryskyfic se vyuziva jejich dobré rozpustnosti v methanolu nebo
diethyletheru, alfa- a beta-hoiké kyseliny se navic dobfe rozpoustsji v hexanu®. Pro
tékavé silice se pouziva extrakce do acetonu.

Callemien a kol. (2005)° extrahovali chmelovy polyfenol resveratrol pomoci toluenu
a cyklohexanu. Analyzu provadéli pomoci HPLC-MS/MS. Ke stanoveni metabolického
profilu v b&znych odridach chmele pouzili Fagar a kol. (2012)%%, mimo jiné
kapalinovou chromatografii ve spojeni hmotnostni spektrometrii s riznymi analyzatory,

jako iontovou pasti nebo iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci.
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Extrakty chmelovych pryskyfic piipravili za pouZiti ethanolu. Zhang a kol. (2004)%
pouzili pro separaci a pfimou charakterizaci hotkych kyseliny RP-HPLC-MS
s chemickou ionizaci za atmosferického tlaku. Vyuzili ultrazvukovou extrakci smési
hoikych kyselin ze surového chmelu pomoci etanolu. Jurkova a kol. (2013)* pii
stanoveni prenylflavonoidii a isoflavonoida pouzili pro extrakci chmelovych preparati
70% aceton ve vod& s naslednou filtraci pres filtraéni papir. Dusek a kol. (2014)*
stanovovali beta-hotké kyseliny a jejich oxidativni produkty v pivu pomoci LC-MS/MS.
K extrakci hotkych kyselin pouzili metodu QuECHERS.
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3 EXPERIMETNALNI CAST

3.1

3.2

Chemikalie

Xanthohumol C21H2,0s5 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Isoxanthohumol C,1H2,05 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
8-prenylnaringenin CyoH200s (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
6-prenylnaringenin CyoH200s (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Katechin C15H1406 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Epikatechin C15H1406 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Rutin C,7H30016 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kvercetin C15H1007 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kemferol C15H1006 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Probenecid C13H19NO4S (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Acetonitril CH3CN, LC-MS > 99,9% (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Aceton CH3COCHg3, > 99,98% (Lachner, Neratovice, Ceska Republika)
Methanol CH3OH, LC-MS, (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Chlorid sodny NaCl (Lachner, Neratovice, Ceska Republika)

Bezvody siran hoteénaty MgSOy, > 98% (Pentra, Praha, Ceska Republika)
Mraven¢i kyselina HCOOH, LC-MS, 98% (Sigma Aldrich, Steinheim,

Némecko).

Vzorky

Chmel ota¢ivy — odriida Kazbek, sklizeti 2014, Zatec, suseny
Bakterialni kmen Streptococcus aureus CCM 3953 (0,5 McFarlandovy stupnice)

Ristové medium Mueller-Hiltonovuv agar (Bio-Rad, Francie).
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3.3 Pristroje

Kapalinovy chromatograf:

Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 UPLC

(Dionex Softron GmbH, Némecko)

Kolonovy termostat TCC 3000RS (Thermo Fisher Scientific Inc, Walham,
USA)

Automaticky davkova¢ WPS—3000TRS (Thermo Fisher Scientific Inc, Walham,
USA)

Kolona RP C18 Atlantis T3, 2,1 x 100 mm, 3um (Waters, Milford, MA, USA)
Piedkolona C18 SecurityGuard ULTRA (Phenomenex, Aschaffenburg,

Némecko).

Hmotnostni spektrometr:

Hybridni hmotnostni detektor Quadrupole-Orbitrap QExactive (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Iontovy zdroj HESI IT (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Softwarové programy:

Xcalibur 2.2 SP1 Thermo
SIEVE 2.2 Thermo
ExactFinder 2.5 Thermo.

Ostatni:

Milli-Q systém pro ¢isténi vody, odpor >180 Q (Merck-Millipore, Darmstadt,
Némecko)

Rotacni odparka Hei-Vap Precision (Heidolph, Némecko)

Odsttedivka (PragoLab, Ceska Republika)

Filtra¢ni papir 1288 (Munkte, Svédsko)
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3.4 Postup

3.4.1 Priprava standardnich roztoku

Nejprve byly pfipraveny standardni roztoky xanthohumolu, isoxanthohumolu,
8-prenylnaringeninu,  6-prenylnaringeninu, kvercetinu, katechinu, epikatechinu,
kemferolu a rutinu o koncentraci 1 mg/ml pfesnym navdzenim 10 mg jednotlivych
polyfenolt do 10ml odmérné banky a doplnénim baiiky destilovanou vodou po rysku.
Poté bylo odpipetovano po 1 ml ze standardnich roztokt jednotlivych latek do jedné
100ml odmérné bariky a fedici fadou byl pfipraven vysledny smésny standardni roztok
obsahujici 1 mg/l polyfenolickych latek. Roztok interniho standardu byl pfipraven
pfesnym navazenim 10 mg probenecidu do 10ml odmérné banky, kterd byla nésledné
doplnéna destilovanou vodou. Roztok byl nafedén na kone¢nou koncentraci interniho

standardu 1 mg/l. VSechny standardni roztoky byly uchovavané pii teploté asi -18 °C.

3.4.2 Priprava kalibra¢nich roztokd

Do 2ml sklenénych vialek bylo napipetovano potiebné mnozstvi smésného
standardniho roztoku polyfenoli o koncentraci 1 mg/ml. Ke standardnimu roztoku byl
pfipipetovan potifebny objem methanolu na celkovy objem 1 ml. Obsah vidlky byl
dikladné promichan pomoci vortexu. Koncentrace a pipetované objemy standardnich

roztokll a methanolu pro jednotlivé kalibra¢ni roztoky jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 Ptiprava kalibra¢nich roztok

Koncentrace Objem stand. smési  Objem CH;OH

Cislo vzorku [ng/1] (] (]
1 10 10 990
2 20 20 980
3 50 50 950
4 100 100 900
5 200 200 800
6 500 500 500
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3.4.3 Predseparace antimikrobialnich latek pomoci agaroveé
difuzni metody

Do vrstvy Mueller-Hiltonova agaru byl vyfiznut kruhovy otvor o praméru asi 1 cm.
Otvor byl naplnén mletymi susenymi chmelovymi hldvkami. Nasledn¢ byla celd hladina
Petriho misky s chmelem zalita tenkou vrstvou agaru. Na celé rustové medium byla
naoCkovana suspenze bakterialniho kmene Streptococcus aureus CCM 3953 (0,5
McFarlandovy stupnice). Po 24 hodinach inkubace pii 37 °C se kolem otvoru
s chmelem vytvofila inhibi¢ni zéna, kde mikroorganismus nenarostl. Tato ¢ast ptipravy
vzorku byla provadéna na Mikrobiologickém odd¢€leni Thomayerovy nemocnice.

Ristové medium s inhibi¢ni zénou bylo vyfiznuto a nakrdjeno na mensi kousky o
velikosti asi 0,5 na 1 cm. Poté byly kousky ve zkumavce zmrazeny a nasledné
lyofilizovany. Na obrazku 3.1 je idedlni schematicky nakres a redlna fotografie plotny

po inkubaci je na obrazku 3.2.

agar s narostlym
mikroorganismem

suSeny chmel <

inhibi¢ni z6na

Obr 3.1 Schematicky nakres plotny po naockovani mikroorganismem a inkubaci
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rustové médium
S narostlym
mikroorganismem
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rastové médium bez narostlého
mikroorganismu = inhibi¢ni zona
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y

Obr 3.2 Fotografie Petriho misky po aplikaci chmelu, naockovani a inkubaci

3.4.4 Extrakce z pevného agarového media

Do 50ml plastové centrifugacni kyvety byly navazeny 2,00 g rGstového média
S inhibi¢ni zonou. Ke vzorku media bylo pfiddno 8 ml vody. Obsah centrifugacni
kyvety byl zcela rozpustén v mikrovinné troubé nastavené na 700 W po dobu 15-20
sekund. K lehce zchladlému roztoku bylo pfidano 25 pl interniho standardu probenecidu
a obsah byl fadné¢ promichan pomoci vortexu. Nasledné bylo pridano 24 ml acetonu.
Kyveta byla umisténa na tfepacku do vodorovné polohy a obsah byl tfepan pii

maximalnim vykonu po dobu 30 minut. Poté byl roztok ptefiltrovan ptes filtracni papir
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do 50ml srdcové odpatfovaci barnky, a nasledné byl odpaten podil acetonu pii 40 °C a
0,032 MPa. Roztok byl odpafen na zbyly objem asi 10 ml po zhruba 10 minutach.
Zredukovany roztok byl pfeveden do ¢isté 50ml kyvety s 10 ml acetonitrilu. Kapalna
smés byla 1 minutu michana pomoci vortexu, nasledné byla ptidana pfedem navazena
smés 4 g bezvodého MgSO4 a 1 g NaCl. Kyveta byla peclivé uzaviena a obsah byl
intenzivné michén v ruce opét po dobu 1 minuty. Poté byl vzorek odstifed’ovan 7 minut
pfi 4500 min™. Z horni acetonitrilové vrstvy bylo odpipetovano 6 ml do 15ml plastové
centrifugaci kyvety obsahujici 900 pg bezvodého MgSO, a tato smés byla tfepana 30
vtefin a opét odstiedéna pii 4500 min™ po dobu 7 minut. Nasledn& bylo odpipetovano 5
ml acetonitrilové vrstvy do 25ml srdcové odpatovaci banky a obsah byl odpatfovan
dosucha zhruba 15 minut pti 0,016 MPa. Nakonec byl vzorek rozpustén v1 ml

methanolu a pieveden do vialky. Takto pfipravené vzorky byly uchovavany pti -18 °C.

3.4.5 Postup méreni

3.4.5.1 Podminky meéreni

Kapalinova chromatografie:

Mobilni taze A: 0,1% mravenci kyselina ve vodé

Mobilni faze B: 0,1% mravenci kyselina v acetonitrilu

Tabulka 3.2 Gradientova eluce

Cas analyzy Obsah MF A Obsah MF B

min % %
0 95 5
1 95 5
13 70 30
24 95 5
30 95 5

prutok MF: 400 pl/min
teplota kolony: 40 °C
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Hmotnostni spektrometrie:

Tabulka 3.3 Nastaveni zdroje

Parametr Hodnota
Susici plyn (sheath gas) 32 AU
Pomocny plyn (auxiliary gas) 7 AU
Napéti zdroje 2,8 kV
Teplota kapilary 295 °C
Teplota susiciho plynu 295 °C

Tabulka 3.4 Nastaveni hmotnostniho spektrometru — experiment 1

Parametr Hodnota

mod pozitivni
rozliSeni 70 000 FW HM
AGC target 10°

Max. ¢as plnéni past (Max IT) 250 ms

Rozsah 100-900 Da

Tabulka 3.5 Nastaveni — experiment 2: ddMS?

Parametr Hodnota
MS Rozliseni 50 000 FW HM
AGC target 3.10°
Max IT 250 ms
Rozsah 100-900 Da
MS/MS  Rozliseni 17 500 FW HM
AGC target 5.10*
Max. ¢as pInéni pasti (Max IT) 60 ms
Cas (dynamic excusion) 25s
Kolizni energie 25eV
Izola¢ni Sitka okna 2 amu
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Pfistroj byl externé kalibrovan pied kazdym méfenim s pouzitim roztoku

hmotnostnich kalibrantt.

3.4.5.2 Zpracovani dat

Cilem prace bylo najit latky, které pochéazeji pouze z chmele. Softwarovy nastroj pro
diferen¢ni analyzu namétenych dat, SIEVE 2.2, byl v experimentu ¢. 1 pouzit pro
selekci latek znecilové MS analyzy. Schematicky je postup experimentu ¢.1 je
znazornén na obrazku 3.3.

Pro nasledujici analyzu byly pfipraveny dvé sady vzorkl. Kontrolni skupina byla
ziskana extrakci riistového media s narostlym mikroorganismem, tedy mimo oblast
inhibi¢ni zony. Skupina vzorkil reprezentuje extrakt inhibi¢ni zony v okoli chmelu.
Me¢teni bylo provedeno s rozliSenim 70 000 FW HM pro obé skupiny po Sesti
opakovanich. Nasledn¢ byly pro softwaru SIEVE vlozeny zékladné parametry, které
jsou uvedené v tabulce 3.6 a na obrazku 3.4 je modelovy obrazek framu. Poté byla
spektra v ramci technického replikatu prelozena pies sebe a na zakladé zaznamenanych
dat byly stanoveny dulezité parametry sefazeny podle hodnot m/z do skupin (molecular
feature). Na zaklad¢ molekulového klastru byly vybrany pseudomolekularni ionty, pro
které byly nasledné vygenerovany sumarni molekulové vzorce S pfesnosti 5 ppm.
V dalsim kroku byla konzistentnost dat ve skupiné Sesti opakovani zajiSténa tim, Ze
byly pro dalsi krok pouzity komponenty s hodnotou CV <15 %. V zavére¢ném kroku
byla porovnana data mezi kontrolni skupinou a skupinou vzorki, zvoleny pomér
kontroly ku vzorku byl od 0 do 2 (Ratio = 0-2), coZz znamena, ze odezva latky
Vv kontrolni skupiné (rastovém médiu) byla maximalné 50% v porovnani s odezvou
stejné latky ve skupiné vzorkové (inhibi¢ni zéna). Vysledkem toho porovnavéni byl

seznam latek (inclusion list) pouZity pro experiment 2.
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LC-MS> data,n=6
pireloZeni spekter pies sebe

(frame)
l

generace sumarnich vzorca,
chyba 5 ppm

l

porovnani dat skupin,
var. koef. <15 %

l

inclusion list

Obrazek 3.3 Schematické znazornéni postupu zpracovani dat v experimentu 1

Tabulka 3.6 Parametry pro software SIEVE

Parametr Hodnota

Rozsah retenénich ¢ast 2,5 min
Rozsah m/z 10 amu

Intenzita piku 500 000
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Frame Time Width (rin)
*\ 250 '\‘

L Mz e

’ Chromatographic time
Retention Time Start (min) Retention Time Stop (min)
200 4500

3.4 Modelovy obrazek znazorfiyjici jeden ,,frame* (¢erveny ramecek)

Cilem experimentu 2 bylo ziskat data pro strukturni elucidaci. Hmotnostni
spektrometr pracoval v rezimu ,full scan“ srozlisenim 50 000 FWHM ve spojeni
se zavislym sbérem MS/MS spekter na zdklad€ ,inclusion listu® vytvofeném v
predeslém experimentu. MS/MS spektra byla ziskana fragmentaci tii nejintenzivngjSich
iontl (Top 3) vybranych z ,.full-MS* spektra. Tato ziskanad data byla vyhodnocena
pomoci softwaru ExactFinder 2.5 proti databazi 450 polyfenolickych latek s identifikaci
zalozenou na pfesné hmot¢, shodou s izotopickym profilem a v pfipadé latek pro které

byl k dispozici standard, také na zakladé shody retenénich ¢asu.
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4 \/YSLEDKY

4.1 Optimalizace extrakCniho procesu polyfeno-

lickych latek z pevného agarového média

Béhem této prace byla vyvinuta a optimalizovana metoda extrakce polyfenolickych
latek z pevného média. V ramci optimalizace bylo pouzito nékolik extrakénich postupti
vcetné ruznych rozpoustédel. Pfi stanoveni ucinnosti extrakce byl pied samotnou
extrakci k ¢istému Mueller-Hintonovu agaru pifiddn standardni roztok obsahujici
modelovou smés polyfenolickych latek — xanthohumol, isoxanthohumol, 6-
prenylnaringenin, 8-prenyl- naringenin, katechin, epikatechinu, kvercetinu, kemferolu a
rutin. Konecnd koncentrace modelového vzorku byla 50 ng/l standardnich latek.
Utinnost extrakce byla stanovana na zakladé vytéznosti jednotlivych latek ze smésného
standardu. Proto byly zméteny ptipravené kalibracni roztoky a nasledné byla sestrojena
kalibracni ktivka. Kalibra¢ni kfivka katechinu je zndzornéna na obrazku 4.1. Na

obrazku 4.2 je chromatograficky zaznam jednotlivych standardii ze smési.
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Obr 4.1 Kalibraéni ktivka katechinu
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Relativni intenzit signalu

RT: 19.66
100 RT: 16.51 xanthohumol
isoxanthohumol ﬂ ﬂ

RT: 17.89
6-prenylnaringenin
8-prenylnaringenin JL
RT: 17.50

JL probenecid

RT: 15.14

Memferol

katechin

RT:13.25

JL kvercetin

RT: 8.77

ﬁ rutin
50 |

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Cas/min

Obr 4.2 Chromatograficky zaznam jednotlivych latek se smésného standardu o

koncentraci 50 ng/l.

Prvnim testovanym procesem byla extrakce pomoci butylacetatu. Extrakce byla
provadéna ve dvou krocich vzdy po dobu 30 minut s 20 ml butylacetatu. Vysledny
extrakt byl nasledn¢ odpafen do sucha. Vytéznost vétSiny spikovanych latek byla okolo
60 %.

Dal§im zvolenym postupem byla metoda QuECHERS. 10 ml vzorku bylo
extrahovano 10 ml acetonitrilu, poté byly latky vysoleny pomoci smési siranu

hote¢natého a chloridu sodného. Vytéznost méné polarnich latek jako je 6-

38



prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin nebo xanthohumol byla téméf 100 %, ovsem
vytéznost latek s charakterem vice polarnim, napiiklad rutin nebo kvercetin, byla 20-30
%. Tato metoda je tedy vhodna pro latky méné polérni.

Vzhledem k takto nizké vytéznosti polarnéjSich latek byla k acetonitrilu v ramci
postupu QUECHERS pfidana 1% octova kyselina. Po analyze modelovych vzorkl byla
vytéznost rutinu vice nez 50 % a u kvercetinu to bylo 108 %. Katechin a epikatechin
vSak nebyly ve vzorku identifikované viibec. Vytéznosti méné polarnich standarda byly
prakticky stejné jako pii pouziti téZze metody s neokyselenym rozpoustédlem.

Tteti testovanou metodou byla jednostupnova 30min extrakce 70% acetonem.
Vytéznosti prenylnaringenini byly 80 % a 95 %. Jiné vice polarni standardni latky jako
je katechin nebo kvercetin nebyly identifikované viibec. Avsak vytéznost rutinu byla
také kolem 80 %, stejné jako u standardti mén¢ polarnich.

Na zéklad¢ vysledk z jednotlivych extrakénich experimentii byl navrzen novy
postup, ktery zahrnoval piedextrakéni proces pomoci acetonu s vodou v poméru 70/30
(v/v) a néslednou extrakci podle principi QUEChERS. Timto postupem byla nejvyssi
vytéznost ziskana z isoxanthohumolu, dale pak z kvercetinu, 8-prenylnaringeninu, 6-
prenylnaringeninu a katechinu. Hodnoty vytéznosti pro jednotlivé standardni latky ze

smé&sného roztoku ptidavaného k agaru jsou uvedené v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1 Hodnoty vytéznosti po kombinované extrakci acetonem a QUEChERS

Standardni latka  VYteZnost

[%]
Xanthohumol 95
Isoxanthohumol 133

6-prenylnaringenin 104
8-prenylnaringenin 112

Kemferol 134
Kvercetin 116
Epikatechin 68
Katechin 90
Rutin 49
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Po samotné extrakci nasledovalo vysuseni vzorku do sucha. Byly vyzkouSeny dva
postupy - odpafovani ve vakuové odparce a vysuSeni/vyfoukani vzorku plynnym
dusikem. Pfi aplikaci druhého postupu dochéazelo témét vzdy ke ztratdm analyzovanych
latek.

Pifi konecném rozpousténi odpafeného vzorku bylo testovano néckolik variant
rozpoustédel. Nejprve byla zvolena mobilni faze, poté byl pouzit Cisty acetonitril a
methanol. Pfi rozpousténi vzorku v mobilni fazi nebo v Cistém acetonitrilu doSlo pii
analyze, v porovnani S metanolem, k poklesu odezvy a tedy ke snizeni vytéznosti
jednotlivych latek. Tento efekt nastal u vSech stanovovanych latek ve smési. Pro dalsi
experimenty byl methanol zvolen jako konecné rozpoustédlo pfed samotnou analyzou

vzorkua.

4.2 Analyza dat pomoci softwaru SIEVE

Jako vzorek byla oznacovéana inhibi¢ni zéna v okoli chmele aplikovaného do agaru.
Ristové médium pod narostlym mikroorganismem bylo oznaované jako kontrola.
Vzorek i1 kontrola byly nakrijené na kousky, extrahované pomoci kombinovaného
extrakéniho postupu a analyzované metodou kapalinové chromatografie s detekci
pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim. Programem SIEVE byly
identifikované latky pfitomné pouze nebo predevsim ve vzorku, tedy v inhibi¢ni zoné.
Proto byly framy porovnany pomoci rozliSovacich analyz. Pomér mezi vzorkem a
kontrolou byly vyjadfené na zaklad¢ intenzity signalu framu se stejnym pomérem
hodnot m/z.

Nasledné byla vybrana data do pracovnich soubori. Do soubort kontrol byly
vybrané vysledky méteni po 3 opakovanich a do soubor vzorkd byla vlozena data
z métfeni vzorkd po 6 opakovanich, Ctvrté opakovani bylo pouzito jako referentni pii
normalizovani reten¢nich Casii ve skupiné opakovéanich.

V prvni fazi zpracovani dat bylo vice nez tii tisice framt (3041) seskupeno do
necelych dvou tisic (1939) riznych komponent (molecular feature). Celkem 1423 latek
bylo nasledn¢ vytazeno/odfiltrovano na zakladé varia¢niho koeficientu (CV < 15 %)
plochy piku ve skupiné vzorkl i kontrolnich souborech. Zbylych vice nez pét set latek

bylo nalezeno v inhibi¢ni zon¢ v koncentraci dvakrat vyssi ve vzorku nez v kontrolni
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skupiné (pomér mezi vzorkem a kontrolou byl vétsi nez 2). Pro tyto latky bylo
vypocitano elementarni sloZeni, které se skladalo pouze z C, H a O. Chemické slozeni
pouze z téchto prvka bylo zvoleno proto, Ze prace je zaméfend jen na polyfenolické
latky. Vysledkem bylo vygenerovani 325 moznych chemickych sumdrnich vzorch
s chybou 5 ppm.

Software SIEVE v péti krocich redukoval seznam identifikovanych latek a nakonec
bylo vybrano néco malo pfes tii sta sloucenin, ze kterych byl vytvofen seznam latek

(inclusion listu) pro data dependentni MS/MS skeny (zavislé skeny).

4.3 lIdentifikace a strukturni elucidace neznamych
latek

V prvnim kroku byla zvolena identifikace latek z MS dat pomoci programu
ExactFinder, proti databazi polyfenolickych latek na zékladé¢ shody piesné hmoty (5
ppm), shody izotopového profilu a piipadné shody retencnich cCasi. Latky, jejichz
pfitomnost byla jednoznaéné potvrzena, byl xanthohumol, isoxanthohumol, 6-
prenylnaringeni, a kolupulon.

Pro strukturni elucidaci byly molekulové vzorce vypocitdny z experimentalni
monoizotopické hmoty kazdé latky. Potvrzeni téchto vzorcl bylo provedeno
automatizovanou shodou daného slozeni s izotopickym klastrem stanovovaného
signalu. Vsechny identifikované piky byly vyhodnoceny na zakladé né€kolika kritérii,
vcetné tvaru a intenzity piku, kvality MS/MS spektra a ptitomnosti latky v kontrolnim
vzorku. Piky, které proSly prvnim vyhodnocenim, byly uspofddané podle retencnich
Casi. Nasledné¢ byly oznaceny vSechny piky odpovidajici fragmentim vzniklym
fragmentaci vychozich sloucenin ve iontovém zdroji (piky se stejnym retenénim
Casem). Vysledkem byl seznam 56 latek, kter¢ byly chromatograficky dobie

rozlisené/rozdelené a mély kvalitni MS/MS spektra.
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4.3.1 Strukturni elucidace

Pocatetni krok v elucidaci neznamych latek je hledani charakteristickych
fragmentacnich cest nebo neutrdlnich ztrat zaznamenanych ve vysokorozliSovacim
fragmenta¢nim spektru latek. Tyto latky jsou uvedeny v tabulce 4.2. Iontova hmotnostni
spektra produktii ukazuji odstépeni prenylové nebo geranylové skupiny a na zakladé
toho vétSinou vznika jeden z nejcastéji se vyskytujicich fragmentovych ionti v téchto
hmotnostnich spektrech. Struktury obou skupin jsou na obrazku 4.3. Tyto nejvice

informativni fragmentové ionty odpovidaji ztraté¢ 56 Da - C4H8 a 124 Da - C9H15.

Obr 4.3 Prenylova funk¢éni skupina (a); geranylova funkéni skupina (b)

Obrazek 4.4 zobrazuje fragmentatni spektrum latek 10, jez ztratila prenylovou
skupinu. Slouceni~~ 10 eluuje v retenénim case 15,7 minut, produkuje protonovanou
molekulu s hodn al m/z rovné 261,1124 a ta od D ida elementarnimu slozeni
Ci5H1704 (1,15 ppm). Produktové iontové hmotnostni spektrum této latky ukazuje, ze
Stépeni prenylové funkeni skupiny probiha na uhliku vedle dvojné vazby, coz dokazuje
Casto se vyskytujici iont o hodnoté¢ m/z 205,0496 a sumarnim vzorci C11HgO4 (-0,7
ppm). Vzhledem k nedostatku ¢i nepfitomnosti jinych takto pocetnych fragmentt, tento
fragment vznikl vytvofenim vysoce stabilni aromatické molekuly s protonovanou

methylenovou skupinou jako St€pného artefaktu po odtrZzeni prenylové skupiny. Na
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Relativni intenzit signalu

zéklad¢ této uvahy bylo odvozeno elementarni slozeni jaderné casti molekuly jako
C10HgOy4 a tato molekula byla piedbézné identifikovana jako 1,4-benzopyron (chromon)
s jednou methylovou a dvéma hydroxylovymi funkénimi skupinami, které jsou

ptipojené k zékladni kostte. Pravdépodobny proces Stépeni je navrzen na obrazku 4.5.

ETMS + p ESI d Full ms2 261.11@hed25.00 [50.00-285.00]
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Obr 4.4 MS/MS fragmentaéni spektrum latky 10 ([M+H]" = 261,11).

Obr 4.5 Znazornéni §tépeni prenylové skupiny v molekule latky 10 (viz tabulka 4.2)
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Relativni intenzit signalu

Dalsi priklad, jenz je na obrazku 4.6, demonstruje ztratu prenylové a geranylové
funk¢ni skupiny na sloucenin€ 41. Retencni ¢as eluce této latky byl 19,6 min. Pfesnym
méfenim hmoty bylo zjiSténo, ze fragmentaci této slouceniny vznikd protonovana
molekula s pomérem hodnot m/z rovnym 385,2372, ktera odpovida zastoupeni uhliku,
vodiku a kysliku v poméru 24:33:4 (-0,26 ppm). Hmotnostni spektrum protonované
molekuly, produktu slou¢eniny 41, obsahuje dva dominantni ionty, jeden o poméru m/z
261,1121 a elementarmi slozenim CisH1704 (2 ppm) a druhy s hodnotou m/z rovnou
205,0495 a zastoupenim prvki Ci;1HgO4 (2 ppm). Tyto produktové ionty piedstavuji
ztratu prenylu s rozdilem hmoty 56 Da a ztratu geranylu, pro kterou je charakteristicky
rozdil hmot 124 Da. Dale toto spektrum obsahuje iont, ktery neni zastoupen Vv takové
mife, s pomérem hodnot m/z 329,1738 a o elementarnim slozeni CyoH2504 (2 ppm).
Tento iont pochazi s nejvétsi pravdépodobnosti ze Stépeni geranylové skupiny. Na
obrazku 4.7 je navrzené fragmenta¢ni schéma pro slouceninu 41. Tato sloucenina byla
predbézné identifikovana jako dihydroxy-2,5-dihydro-4H-chromen-4-on, ktera je
substituovand jednou prenylovou a jednou geranylovou funkéni skupinou. Tato
charakteristickd fragmentac¢ni struktura (pattern) zahrnuje predbézné navrzeny sumarni
vzorec zékladni strukturni kostry, tedy jadro molekuly bez methylenového artefaktu po
odstépeni prenylové a geranylové funkénich skupiny, které vznikly fragmentaci z

nékolika slouéenin a ty jsou také uvedené v tabulce 4.2.

FTMS + p ESI d Full ms2 385.20@hecd25.00 [50.00-410.00]
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Obr 4.6 MS/MS fragmentac¢ni spektrum latky 41, ((M+H]" = 385,23 Da)
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Obr 4.7 Znazornéni $tépeni prenylové a geranylové skupiny v molekule latky 41 (viz
tabulka 4.2)
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Tabulka 4.2 Charakterizace latek ze chmele s potencionalnimi antimikrobidlnimi G¢inky

. . N Presnost ., . P4 r ot v s . Fragmentaéni ionty (m/z), vzorec, piesnost
¢ i‘?iﬁﬁﬁ; ['\("n: /';')] hmoty S\}‘Zlgfggl Fragm‘gggcﬁégzngtzrg”;; le)i’glzgvrl)dgﬁ;‘i’psiﬁpﬂ’fé“yloVe * hmoty (ppm)}:z(asto)upeni okt Identifikace
(ppm) odpovidajici struktuie jadra

1 175 209.0448 1.8 C1oHsOs

2 21.0 211.0601 -0.2 C1oH100s

3 16.5 223.1332 1.3 CisHigO;  Pr(223.1/167.1) 167.0703 CgH1005 (0.14 ppm); CgHgO5

4 15.7 231.1745 1.0 CiH0

5 175 237.1488 1.3 CuHxOs;  Pr(237.1/181.1) 181.0859 C4H1305 (0.16 ppm); CgH1,05

6 16.4 249.1124 1.2 CiuHigOs  Pr(249.1/193.0) 193.0496 C1oHg04 (0.01 ppm); CoHgO4

7 15.5 249.1125 1.6 CuHig0s  Pr(249.1/193.0) 193.0495 Cy1Hg04 (-0.19 ppm); CsHgO,

8 14.8 249.1123 0.8 CuHig0s  Pr(249.1/193.0) 193.0495 C1Hg04 (-0.19 ppm); CoHgO,

9 22.4 249.1119 -0.7 CiHi0s  Pr(249.1/193.0) 193.0497 C15H O, (0.68 ppm); CoHgO4

10 15.7 261.1124 1.2 CisHigOs  Pr(261.1/205.0) 205.0494 C1;HO, (0.19 ppm); C1oHgO4

11 14.4 265.1072 04 CisHi0s  Pr(265.1/209.0)

12 15.7 267.1594 1.1 CisH04  Pr(267.2/211.1)

13 18.6 277.1436 0.8 CisH00s  Pr(277.1/221.1) 221.0808 C1,H;30, (0.03 ppm); C13H1,04

14 19.6 277.2161 -0.3 C1gH50,

15 185 281.2113 0.7 Cy7H,505

16 20.0 289.1434 0.01 CiHxOs  Pr(289.1/233.1) 233.0809 C13H;50, (0.22 ppm); CioH1,0;4

17 18.7 297.1335 0.7 C15Hp006

18 17.6 305.1385 0.3 Ci7H00s  Pr(305.1/249.1) 249.0757 C13H1505 (-0.14 ppm); Ci,H1,05

19 15.1 307.1542 0.8 C17H,05

20 18.7 307.1543 1.0 Ci7H»0s  Pr(307.2/251.1)

21 19.4 311.1491 0.7 Ci6H204

22 19.6 317.1747 0 CioHO,  Pr(317.2/261.1)  Pr(261.1/205.0) 261.1120 C15H,704 (-0.52 ppm); C14H160,4
205.0494 C;;Hq0, (-0.32 ppm); CoHgO,

23 15.0 317.1752 15 CioH240,4

24 184 319.1544 1.3 CigH0s  Pr(319.2/263.1) 263.0912 Cy14H;505 (-0.81 ppm); C13H140s

25 238 333.2057 -0.9 CapoHp0s  Pr(333.2/277.1)  Pr(277.1/221.1) 277.1435 Cy5H2,04 (0.38 ppm); C15H2004
221.0809 C1,H;50, (0.19 ppm); C1oH1,0,4

26 21.0 335.1854 0.3 C1gH260s5

27 15.3 337.2011 0.3 C1oH0g0s

28 19.0 341.1388 1.2 CyoH5005 Pr(341.1/285.1) 6-Prenylnaringenin

29 18.4 345.2065 1.3 C,1Hy50,

30 21.9 349.2006 -1.3 CaoHagOs  Pr(349.2/293.1)  Pr(293.1/225.1) Kohumulon

31 19.0 351.2168 0.5 CyoHa00s

32 17.3 353.1387 1.0 CuHaOs  Pr(353.2/297.1) 297.0757 C47H1305 (-0.16 ppm); C16H120s

33 14.8 353.1385 0.4 Cy1H0s
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34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

18.6
16.5
19.7
22.4
15.6
214
19.3

19.6

22.3

23.2

135
15.3
22.8
23.8
224
17.2
24.2
21.8
22.7
23.3
25.3
17.5
21.0

353.1384
355.1540
355.1541
363.2164
371.1494
375.2168
381.1899

385.2372

385.2374

387.2529

397.1856
397.1860
399.2534
401.2685
403.2324
411.2378
415.2843
417.2634
445.2950
467.3161
537.3578
209.0448
211.0601

o

0.3
-0.6
1.2
05
-2.3

0.3

-0.2

-0.3
0.8
11

-0.3

-0.5
0.3

-0.6
0.3
11
0.7
1.8

-0.1

Ca1H200s5
C21H20s5
Ca1H20s
C21H3005
C21H205
C22H300s
CaoH2507

C24H3204

Ca4H3,0,4

C24H3404

CaoH250g
CaoH250g
CasH340,
CasH360,4
CaoH340g
CooH3,07
CasH350,4
CasH3605
Ca7H4005
C3oH420,4
Ca34H4g05
Ci10HgOs5
Cy10H1005

Pr (353.1/297.1)
Pr (355.2/299.1)
Pr (355.2/299.1)
Pr (363.2/307.2)

Ger (385.3/261.1)

Ger (385.3/261.1)

Ger (387.3/263.1)

Pr (401.3/345.2)

Pr (411.2/355.2)
Pr (415.3/359.2)
Ger (417.3/293.2)
Pr (303.2/247.1)
Ger (467.3/343.2)

Pr (295.2/239.1)

Pr (261.1/205.1)

Pr (261.1/205.1)

Pr (263.1/207.1)

Pr (277.1/221.1)

Pr (355.2/299.2)
Pr (291.2/235.1)

Pr (275.2/219.1)

Pr (259.1/203.1)

Pr (275.2/219.1)

297.0757 C17H13O5 (012 ppm), 015H1205

261.1122 Cy5H170, (0.26 ppm); C14H160,
205.0495 C3Ho0, (-0.39 ppm); CoHgOs

261.1121 C15H1704 ('015 ppm), Cl4H1504
205.0497 C1;HgO,4 (0.97 ppm); CyHgO4

263.1278 C15H1904 (001 ppm), C14H1804
207.0652 C11H1104 (0.06 ppm); CoH1004

293.1381 Cy5H2105 (-0.77 ppm); C15H200s

Isoxanthohumol
Xanthohumol
Humulon

Kolupulon

Lupulon
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4.3.2 MS" — strukturni elucidace zaloZzena na fragmentaci ve
zdroji

Béhem vyhodnoceni konecného seznamu hmotnostné chromatografickych piki po
zpracovani dat pomoci softwaru SIEVE se ukazalo, Ze seznam obsahuje nékolik skupin piki
Srozdilnymi hodnotami m/z, ale se stejnymi retencnimi casy. Kromé toho, MS/MS
fragmentacni spektra piku snejvétsi hodnotou m/z obsahuji také ionty odpovidajici
,,matefskym* iontim ze stejné skupiny. Tyto hodnoty m/z pravdépodobné nalezi fragmentim,
které vznikly na rozhrani ionizace elektrosprejem a v iontové optice. VSechny tyto fragmenty
byly vytazeny ze seznamu latek z diivodu moznosti nespravné identifikace fragmentacnich
produktii, které vznikly ve zdroji. Slo tedy o produkty MS" fragmentaci, pievazné viak
MS/MS/MS fragmentace. Tento, v tomto piipadé nechtény, jev lze vSak vyuzit pro detailni
popis fragmentacni cesty, pokud bereme v tivahu dvoukrokovou fragmentaci v pseudO-MS3
experimentu. Tento alternativni piistup k MS" fragmentovani je demonstrovan
fragmentacnimi cestami latky, jejiz retenc¢ni Cas je 21,9 min. Ztéto slouceniny vznika
protonovana molekula o poméru m/z rovnému hodnoté 349,2006, kterda odpovida
elementarnimu slozeni CyoH29Os (-1,3 ppm). Tato latka byla identifikovana jako kohumulon a
fragmentacni MS/MS spektrum latky je uvedeno na obrazku 4.8. Hodnoty m/z hlavnich pikda
VvV MS/MS spektru kohumulonu, vcetné jejich odpovidajicich sumérnich vzorct, jsou uvedeny

v tabulce 4.3.

Tabulka 4.3 Hodnoty m/z a odpovidajici sumarni vzorce hlavnich iontd ve spektru

kohumulonu

m/z Sumarni vzorec Chyba
[ppm]
331, 1915 C20H2704 -1,3

293,1385  C16H2105 -0,5
281,1386  C15H2105 -0,6
225,0757  C11H1305 -0,2
223,0965  C12H1504 -0,2
207,0647  C11H1104 -0,2
167, 0341 C8H704 0,4

48



Relativni intenzit signalu

FTMS + p ESI d Full ms2 349.16@hcd25.00 [50.00-375.00]
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Obr 4.8 MS/MS fragmentac¢ni spektrum kohumulonu ((M+H]" = 349,2 Da).

Za podminek pseudo MS? byla ziskdna fragmenta¢ni spektra dvou iontli, které vznikly
dalsi fragmentaci produktii z vychozich latek §tépenych ve zdroji, a to o hodnoté m/z 293
[M-56]", ktera odpovida odstépeni prenylu a déle iont s pomérem hodnot m/z rovnym 281
[M-68]", jez odpovida odstépeni celé prenylové skupiny. Tato fragmentaéni spektra jsou na
obrazku 4.9a. Vysokoenergeticka kolizni fragmentace protonového iontu o m/z 293 vytvari ve
spektru dva hlavni piky o m/z 223 a 167, které odpovidaji [M+H-C4Hs-C3HsCO]" respektive
[M+H-C4Hg-C3HgCO-C4Hs]". Fragmenta¢ni spektrum iontu o m/z 281, které je na obrazku
4.9b, predstavuje charakteristické produktovy iont s hodnotou m/z 225 odpovidajici [M+H-
CsHg-C4Hg]™ a méné, dale pak iont o poméru m/z 207, coz odpovidd [M+H-CsHg-CsHg-
H,0]*. Vedle toho byl fragmentovan iont o m/z 167 za podminek pseudo MS*, jeho
spektrum je na obrazku 4.9c. Vyznamné fragmentacni ionty v tomto hmotnostim spektru ma;ji
poméry m/z 149,0230, 139,0390 a 111, 0444 odpovidajici slozeni CgHsO3 (-2,4 ppm), C7H;03
(-0,5 ppm) a CgH;O, (0,9 ppm). lont sm/z 149 odpovida ztraté molekuly vody, ionty

0 hodnotach m/z 139 a 111 odpovidaji eliminaci jedné a dvou molekul oxidu uhelnatého.
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Relativni intenzit signalu

FTMS + p ESI d Full ms2 293.14@hcd25.00 [50.00-320.00]
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Obr 4.9 Pseudo MS? spektrum prekurzorového iontu o m/z 293,14 (a); Pseudo MS® spektrum
iontu 0 m/z 281,10 (b); pseudo MS* spektrum iontu 167,03 (c)

Pfi analyze byly pozorovany dvé dominantni fragmentaéni MS?® cesty. Obé& jsou zobrazené

na obrazku 4.10. Prvni zahrnuje ztratu 2-methylpropenu (C4Hs) z prenylu a ztratu acylové
skupiny: 349 — 293 — 223 — 167. Pti druhé fragmentacni cesté vznikaji ionty 349 — 281 — 225

—207 odpovidajici hlavni fragmentaci nebo Stépeni prenylové skupiny.
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5 DISKUZE

Cilem prace bylo stanovit latky s antimikrobialnimi u¢inky ve chmelu pomoci LC/HR-MS.
Protoze je chmel velmi komplexni matrice, obsahuje velké mnoZstvi rozmanitych sloucenin,
bylo nutné tyto latky selektovat. K tomu ucelu byla zvolena mikrobiologicka agarova metoda,
kterd byla pouzita jako variace gelové permeacni chromatografie s detekci pomoci ristu
mikroorganismii. Mozny by mohl byt i obraceny postup, tedy nejprve provést extrakci chmele
a nasledn¢ zjiStovat antimikrobialni ucinky. OvSem i u tohoto postupu by bylo nutné
extrahovat latky z agaru. Kromé toho, vneseni dal§iho extrakéniho kroku do celého procesu
by mohlo zpusobit ztraty latek s potencialné antimikrobialni aktivitou.
prace. Jednim z pouzitych rozpoustédel byl aceton, ktery byl uspéSné pouzit v nckolika
studiich. Alothman a kol. (2009)%® pouzili aceton pro extrakci §irokého rozsahu
polyfenolickych latek z vybraného tropického ovoce. Kratchanova a kol. (2010)® pomoci
tohoto rozpoustédla extrahovali polyfenolické latky zrostlin, které se vyuzivaji pro
medicindlnd nebo farmakologické tucely. Déle se smés acetonu a vody v poméru 70/30 (v/v)
vyuziva pfti ptipravach chmelovych extrakti pfed analyzou Sirokého spektra latek, jako jsou
prenylflavonoidy, proanthokyanidiny alfa- i beta-hotké kyseliny nebo i silice.

V literatufe 1ze najit i metody frakcionace hlavnich latek z chmelovych hldvek zaloZené na
extrakci kombinaci né€kolika organickych rozpoustédel nebo pomoci superkritické extrakce
oxidem uhli¢itym®" .

Po kombinované extrakci acetonem a metodou QuUECHERS byla vytéZnost rutinu mensi
nez 50 %, ostatni standardni latky byly stanoveny s vytéZnosti okolo 90 a 100 %. Takto nizka
vytéznost rutinu je disledkem strukturnich vlastnosti slouceniny. Sacharidova €ast rutinu je
pficinou toho, ze celd molekula mé polarni charakter. Z toho lze vydedukovat, Ze zvoleny
extrakéni postup mé vyssi G¢innost pii extrahovani méné polarnich analyti. Kombinovany
extrakéni postup byl primarn€ navrzen pro simultdnni analyzy polyfenolickych latek s velkym
rozsahem polarit. Jde tedy o proces, ktery je na rozhrani balancuje mezi univerzalnosti
metody a vytéznosti jednotlivych latek.

Strukturni elucidaci polyfenolickych latek s antimikrobialnimi u¢inky se ve své studii
zabyvali 1 Arima a Danno®. Extrakt polyfenola z guavy separovali pomoci HPLC na frakce,
u kterych byla nasledné zjistovana antimikrobialni aktivita. Tento proces piipravy by mohl

byt alternativou zpracovani vzorku v této praci. Struktura sloucenin byla objasiiovana pomoci
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hmotnostni spektrometrie s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku, nuklearni
magnetické rezonance a infracervené a UV spektroskopie. Stanovili a identifikovali Ctyfi
latky, mezi nimiz byl kvercetin a dvé slouc¢eniny do té doby neznamé.

VysSe popsanym procesem bylo nalezeno velké mnozstvi latek, které do inhibicni zény
difundovalo z chmele. Prace byla zaméfena pouze na polyfenolické latky, které jsou slozené
pouze z uhliku, vodiku a kysliku. VétSina z téchto latek je prenylovana a zvoleny postup
ptipravy vzorku pted analyzou vychazi z ptedpokladu, ze pravé prenylova funkéni skupina je
nositelem antimikrobialnich vlastnosti. Diky tomu, Ze se slouceniny skladaji ze stejnych
prvkl a Casto obsahuji prenylovou nebo geranylovou skupinu, tak tyto sloueniny pomérné
podobn¢ a charakteristicky fragmentuji, jako je tomu ve spektru latky 10 a 41 (viz obrazky 4.5
a 4.7). Slouceniny uvedené v tabulce 4.2 nejéastéji fragmentovaly i n€kolik prenylovych a
geranyovych skupin a jadro latky se dale neStipalo. Proto pfi strukturni elucidaci byla snaha
j&dro dopocitat. Strukturni jadro latek mlzZe byt dale substituovdno kromé prenylovych a
geranylovych skupin i skupinami hydroxylovymi nebo methylovymi. Jednotlivé latky se
odlisuji pouze v poctu a/nebo umisténi téchto funkcnich skupin.

Ve vySe zminéné tabulce 4.2 nejsou uvedeny vSechny slouceniny, které byly pii
optimalizaci extrakce pouzity jako standardni latky, konkrétné 8-prenylnaringenin, katechin a
epikatechin, kvercetin, kemferol a rutin. Pfitom se tyto latky v suseném chmelu vyskytuji.
To, ze nebyly identifikovany z inhibi¢ni zény, svéd¢i o tom, Ze Vnasem experimentu

nemigrovaly a tedy nepfispivaly k celkovému antimikrobiologickému G¢inku.
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6 ZAVER

V ramci této prace byla pouzita mikrobiologicka metoda pro selekci chmelovych latek
S potencialnimi antibakteridlnimi ucinky, kdy latky z chmele difundovaly do riistového média
a vytvofily tak inhibicni zénu bez narostlyjch mikroorganismi. Byla vyvinuta a
optimalizovdna nova metoda extrakce potencidlné biologicky aktivnich latek polyfenolickych
slouc¢enin z pevného rustového média, ktera kombinuje extrakci acetonem a vysolovaci
metodu QuEChERS. Za pouziti hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim a
softwarovych nastroji bylo vybrano 56 polyfenolickych sloucenin se sumarnim vzorcem a
pfesnou hmotou pro identifikaci a strukturni elucidaci. Z toho bylo identifikovano 7 jiz
znamych sloucenin a 2 byly identifikované pfedbézné€, ovSem u vétSiny dalSich latek byla
zjisténa strukturni podobnost s t€émito latkami.

Pti dalsi studii by bylo mozné tyto latky analyzovat v negativnim mddu, coz by poskytlo
dalsi informace o fragmentaci latek. Dale potom vyuziti i jinych analytickych technik jako
nuklearni magnetickd rezonance nebo infracervend spektrometrie by pomohlo zjistit

detailngj$i strukturni vlastnosti.
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