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Abstrakt a kli¢ova slova

Abstrakt:

Tato prace byla zaméfena na separaci proanthokyanidini (PAs) v pivu,
Vv pivovarskych surovinach (chmel, slad) a v pivovarskych meziproduktech (sladina,
mladina, mladé pivo) za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim. K separaci proanthokyanidint byla
pouzita chromatografickd kolona XSELECT HSS T3. Mobilni faze byla tvofena smési
0,1% kyseliny mraven¢i ve vodé (A) a 0,1% kyselina mraven¢i v acetonitrilu (B)
a separace probihala v gradientovém moédu. Kalibra¢ni rozsah pro katechin, prokyanidin
B1 a B2 byl linearni v rozsahu od 10 pg.? do 200 pg.l? u epikatechinu od 5 pg.l?
do 200 pg.1t. Mez stanovitelnosti (LOQ) byla stanovena pro katechin, prokyanidin B1
aB2na 10 ug.1" a pro epikatechin 5 pg.It. Vytéznost metody byla okolo 100 %. Metoda
méla taktéz vyhovujici opakovatelnost, kdy relativni smérodatné odchylka (RSD) byla
u vSech PAs mensi nez 20 %. Tato metoda byla vyuzita pro sledovani zmén profilu
zastoupeni PAs béhem pivovarského procesu u katechinu, epikatechinu, prokyanidinu
B1, B2 a B3. Bylo potvrzeno, ze katechin, epikatechin, prokyanidin B1 a B2 pfechazeji
pievazné z chmele a prokyanidin B3 je obsazen pouze v je¢menu. Dale byla metoda
vyuzita k ovétfeni predpokladu, ze profil proanthokyanidinlii lze dat do souvislosti
S odriidou chmele. Zpracovanim profilli metodou klastrové analyzy se odriiddy chmele
rozdélily do dvou hlavnich skupin, a to na Zatecky polorany &erveiiak (ZPC) a na dalsi
odrudy chmele (Sladek, Premiant, Agnus a Kazbek). Z vysledku vyplyva, ze profil

proanthokyanidint je specificky pro tyto zkoumané odriidy ¢eského chmele.

Klic¢ové slova:
Proanthokyanidiny, chmel, sladina, mladina, mladé pivo, pivo, vysokou¢inna kapalinova

chromatografie, hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim.



Abstract:

The thesis has focused on the separation of proanthocyanidins (Pas) in beer, raw
beer material and beer intermediates (wort, hopped wort, green beer) by using high
performance liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometric
detection. A chromatographic column XSELECT HSS T3 was used for separation
of individual proanthocyanidins. Mobile phase was formed by a mixture of 0,1% formic
acid in water (A) and 0,1% formic acid in acetonitril (B), separation was conducted
in gradient mode. Calibration range for catechin and procyanidin B1 a B2 was linear
in the range from 10 pg.1* to 200 pg.1™? and for epicatechin from 5 pg.l? to 200 pg.l™.
Limit of quantitation (LOQ) was set to the lowest point of calibration curve, hence for
catechin, procyanidin B1 and B2 was LOQ = 10 pgl?! and for epicatechin was
LOQ = pg.I'. Yield of method of the observed Pas was very good, where yield oscillated
around 100%. The method also had excellent repeatability, where the relative standard
deviation (RSD) was lower then 20%. After optimization of this method it was used for
observation of profile changes during brewery process in catechin, epicatechin,
procyanidin B1, B2 and B3. It was discovered, that catechin, epicatechin, procyanidin B1
and B2 originate mainly from hops and procyaniding B3 is presented only in barley.
Afterwards, the method was used to verify assumption, that profile of proanthocyanidin
may be directly related to hops species. We could separate hops species into two main
groups by processing profiles by cluster analysis method, into Saaz and into other hops
species (Sladek, Premiant, Agnus and Kazbek) The result implies, that profile

of proanthocyanidins is specific for individual species of czech hops.

Key words:
Proanthocyanidins, hops, wort, hopped wort, green beer, beer, high performance liquid

chromatography, mass spectrometric with high resolution detection.
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Seznam zkratek a symboli

ACN
APCI

APPI

Bl
B2
B3
EK
ESI

HPLC

LOQ

MF
m/z

NCE

NP-HPLC
PAs
QUEChERS

acetonitril

chemickd ionizace za atmosférického tlaku
(atmospheric pressure chemical ionization)
fotoionizace za atmosférického tlaku

(atmospheric pressure photoionization)

prokyanidin B1

prokyanidin B2

prokyanidin B3

epikatechin

ionizace elektrosprejem

(electrospray ionization)

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

(high performance liquid chromatography)

katechin

mez stanovitelnosti

(limit of quantification)

mobilni faze

pomér hmotnosti a naboje atomu

normalizovana kolizni energie

(normalized colonization energy)

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s normalnimi fazemi
proanthokyanidiny

akronym pro rychle, jednoduse, levné, efektivné, robustné,
bezpecené (quick, easy, cheap, efective, rugged, safe)
reten¢ni ¢as

stacionarni faze

Zatecky polorany &erveniak



1 UVOD

Proanthokyanidiny (PAs) jsou latky patiici mezi polyfenolické slouCeniny tvotrené
z flavan-3-ol jednotek. Tato skupina latek tvoii jednu ze dvou hlavnich kategorii
rostlinnych tanini, které jsou Siroce rozsifené v piirode. Jsou piitomny ve vysokych
koncentracich v ovoci zejména bobulovitém, jako jsou zejména brusinky, angrest, Cerny
rybiz, dale pak v ofesich, ve ving, v pivu ¢i v Caji.

PAs jsou ucinné antioxidanty a poskytuji ochranu proti kardiovaskuldrnim
onemocnénim, imunitnim porucham a neurodegenerativnim onemocnénim. Tyto ptiznivé
ucinky na zdravi ¢lovéka jsou jim pficitany hlavné diky jejich silnym antioxidacnim
vlastnostem a schopnosti vychytavat volné radikaly.

Tato prace méla dva hlavni cile. Prvnim cilem bylo vyvinout a zoptimalizovat
metodu stanoveni proanthokyanidini pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozlisenim (Thermo Q-Exactive).

Druhym cilem bylo tuto metodu pouzit pro stanoveni proanthokyanidini
v pivovarskych surovinach. V prvni ¢asti tohoto ukolu byla tato nové vyvinutd metoda
pouzita pro sledovani zmén v profilu zastoupeni proanthokyanidinti béhem pivovarského
procesu, tj. ve sladin€, mladin€, mladém pivu a pivu. V druhé ¢ésti toho tkolu byla tato
metoda pouzita pro ovéfeni predpokladu, ze profil proanthokyanidind je mozné dat
do pfimé souvislosti s odridami chmele. Pro tento ucel byl profil proanthokyanidint
stanoven v 50 vzorcich chmele péti zékladnich chmelovych odriid s vyznamem pro

autenticitu ¢eského piva.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyfenolické latky

Polyfenoly jsou velkou a riiznorodou skupinou slou¢enin®. Tyto latky jsou velmi
rozsifené, a to zejména v rostlinach, jako sekundarni metabolity. Dnes je znamo pies 8000
téchto polyfenolickych sloucenin.

Tyto latky maji spoleéné obecné vlastnosti. Nékteré monomerni jednotky
polyfenolt jsou ve vodé rozpustné, ale jelikoz ptirodni polyfenoly tvofi polymery, a tak
diky vazbam mezi nimi jsou nerozpustné ve vodg. Jejich relativni molekulova hmotnost
je od 500 do 4000. Polyfenoly od relativni molekulové hmotnosti 1000 vétSinou maji
12-16 polyfenolickych skupin a 5 az 7 aromatickych kruhd.

2.1.1 Proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny [PAs] (zndmé také jako kondenzované taniny neboli
ttisloviny) patii do tfidy polyfenolickych sloucenin, které jsou tvofeny oligomernimi
jednotkami z flavan—3—ol monomert a jsou druhou nejrozsifenéjsi skupinou fenold
V piirodé po ligninu?.

PAs se vyskytuji v mnoha druzich rostlin, a tudiZ jsou pfitomny v fad¢ potravin
a napoji’. Bézné se vyskytuji v bobulovitém ovoci (angrest, ¢erny a Gerveny rybiz,
jetabiny, ¢erny bez), ve ving, v ¢aji a v ofesich. Prokyanidiny jsou pfevladajici forma PAs
v potravinach (viz tabulka 2.1)*.

Tyto latky jsou zajimavé piedevsim diky své biologické aktivit&®. Jsou znamé
svymi antioxida¢nimi vlastnostmi, poskytuji ochranu proti kardiovaskularnim
onemocnénim, imunitnim poruchdm a neurodegenerativnim onemocnénim. Tyto piiznivé
ucinky na lidské zdravi se piipisuji ptedevsim silné schopnosti vychytavat volné radikaly
(O2:5 OH-, NO- a alkyl peroxyl radikaly), a tudiz silnym antioxida¢nim G¢inktim. Jejich
biologicka aktivita zavisi na chemické struktufe, koncentraci a na jejich stupni

polymerace>®.
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Tab 2.1 Struény prehled potravin a jejich celkova suma PAs™®,

Potravina Celkova suma PAs [mg na 100 g]
Ovoce
Cerny rybiz 147,8 + 33,0
Angrest 134,0 + 45,6
Cerny jeiab 663,7 + 15,1
Bez 23,3+11.2
Ceweny rybiz 60,8 +£2,3
Broskve 67,3+ 20,9
Nektarinky 22,8 +14,6
Kiwi 3,7+1,6
Brusinky 418,8+75,3
Boravky 270+175
Ostruziny 8,9+0,1
Maliny 30,2+ 234
Jahody 145,0 £ 24,9
Zelené hrozno 81,5+15,0
Cervené hrozno 61,0+ 12,3
Banany 40+0,6
Ofrechy
Pekanové 494,1 + 86,2
Liskové 500,7 +152,0
Pistacie 237,3+52,0
Madle 184,0 + 48,2
Vlasské 67,3+14,7
Napoje
cervené vino 313+5
pivo 23 +2
grepovy dzus 231+2,0
jablkovy dzus 9+0

11



2.1.1.1 Struktura proanthokyanidint

PAs jsou polymerni flavan-3-0ly, jejichz zakladni jednotky jsou spojené C-C
a C-O-C vazbami. Flavan-3-ol jednotky maji typickou C6-C3-C6 flavanoidni strukturu®.
Je tvofena tfemi kruhy, které lze rozlisit pismeny A, B a C, jak uvedeno
na obrazku 2.1. Struktura PAs monomeru se lisi poctem hydroxylovych skupin na obou
aromatickych kruzich a stereochemii asymetrického uhliku C3 na heterocyklu.

Zakladnimi stavebni kameny PAs jsou jednoduché monomery (flavan—3-ol)
a Jsou to afzelechin, epiafzelechin, Kkatechin, epikatechin, gallokatechin
a epigallokatechin viz obrazek ¢&. 2.2°. PAs, které jsou tvofeny dvéma az sedmi
monomernimi jednotkami, se nazyvaji ,,oligomery*, jakmile PAs maji vice jak sedm
monomernich jednotek, pouziva se pro n¢ jiz vyraz ,,polymery*.

PAs jsou znamy ve tfech moznych uskupenich, a to A — typ , B — typ
a C —typ'®. Nejbézngji se vyskytuji B — typ (dimery) a C — typ (trimery), kde jsou
interflavanoidni vazby C— C tvofené mezi uhlikem C4 z jedné flavanoidni jednotky (vySsi
jednotka) a C8 nebo C6 z dalsi flavanoindi jednotky (niz$i jednotka). U A — typu PAsS,
které se tak Casto nevyskytuji v ptirodé ve srovnani s B — typem, je dalsi éterova vazba
tvofena mezi C2 — O — C7% 2. Struktury riznych moznych dimera A — typu
a B —typu jsou zobrazeny na obrazku 2.3.

PAs tvofené vyluéné z monomerni jednotky (epi)katechinu jsou ozna¢ovany jako
prokyanidiny (PCs)°. Tyto latky maji substituci hydroxylovou skupinou v pozici
3" a4’ na B —kruhu. Propelargonidiny a prodelfinidiny obsahuji (epi)afzelechinové nebo
(epi)gallokatechinové podjednotky. Propelargonidiny jsou substituované hydroxylovymi
skupinami v poloze 3',4" a 5" na B kruhu a prodelfinidiny jsou substituované
hydroxylovou skupinou v poloze 4" na B kruhu.

Tti uhliky C2, C3 a C4 z flavanol heterocyklu jsou asymetrické a mohou se
vyskytovat v riiznych konfiguracich'®. Velmi vzacna konfigurace je, kdyz na uhliku C2
jsou jiné substituenty. Flavan-3-ol jednotky s 2S konfiguraci jsou rozliSovany piedponou
epi-. Stereochemie C2 — C3 vazby mize byt trans (2R, 3S) nebo cis (2R, 3R) - (napf.
(+) — katechin s 2,3-trans- stereochemii a (-) — (epi)katechin s 2,3- cis-stereochemi).
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Obr. 2.1 Zakladni struktura proanthokyanidind: R1, R, = H, propelargonidiny; R; = H,

n

Rz = OH, prokyanidiny; Ry, R, = OH, prodelfinidiny*°.
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Obr. 2.2 Monomerni jednotky proanthokyanidin®.
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Obr. 2. 3 Struktura dimert PAs (dimer B-typu s vazbou C4—C8 nebo s vazbou C4—C6,
dimer A-typu s vazbou C4—C6 a C2-O-C7)°.
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2.1.1.2 Proanthokyanidiny v pivovarskych surovinach a pivu

Jednou z hlavnich pivovarskym surovin je chmell. Je nezastupitelnou slozkou,
ktera dodava pivu typickou hotkost a aroma. Nejrozsifenéjsi odriidou v Ceské republice
je Zatecky polorany &ervenak, ktery se péstoval do 90. let 20. stoleti jako jedina odriida®?.
Od roku 1994 se zacaly péstovat hybridni odrudy (napf. Sladek, Premiant). V roce 2001
ptibyly odriidy Agnus, a poté Harmonie a Rubin. O sedm let pozdéji byly registrovany
odridy Kazbek a Vital.

Dalsi dilezitou surovinou pro vyrobu piva je obilny slad, ktery se pfipravuje
nejéastéji ze sladovnického je¢mene®®. Dale se pak mize vyuzivat pSenice, kukufice
¢i ryze. Rozemlety slad se béhem vyroby piva smicha s vodou (vystirani) a zacne se
zahfivat (rmutovani) na technologicky dulezité teploty. Tak vznikne sladina, do které
se béhem chmelovaru pfidava chmel a vznika tim mladina. Uvafena mladina se ochladi
na zakvasnou teplotu a zakvasi se pivovarskymi kvasinkami (hlavni kvaseni). Po tomto
procesu se ziska takzvané mladé pivo, které se nechava dokvasit a zrat a po urcité¢ dobé
lezeni (pfiblizné 3 tydny) se ziska samotné pivo.

Béhem technologického procesu se PAs obsazené v chmelu a sladu (je¢menu)
snadno extrahuji do piva diky své vysoké rozpustnosti®. Celkovy obsah PAs v pivu
(monomery, dimery a trimery) je okolo 20 mg.It. Odhadované mnoZstvi PAs
v susiné chmelu je v rozsahu 0,5 — 5 %%*. Obsah t&chto latek v chmelu zavisi na odradg,
geografickém rlstu rostliny, na Cerstvosti a na procesu sklizn¢. Odhaduje se, Ze okolo
70— 80 % PASs v pivu pochazi z je¢mene, zatimco pouze 20-30 % pochazi z chmele®. PAs
z chmele jsou strukturné velmi podobné PAs v je¢menu, hlavni rozdil byva ve vysSSim
podilu gallokatechinovych oligomernich jednotek v je¢menu. PAs obsazené v piva jsou

uvedeny v tabulce 2.2.
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Tab. 2.2 PAs obsazené v pivu 4.

SloZeni monomernich jednotek

Zkratka

katechin

epikatechin

gallokatechin
epikatechin-(4p—8)katechin
epikatechin-(4p—8)-epikatechin
katechin-(4a—8)-katechin
katechin-(4a—8)-epikatechin
gallokatechin-(4a—8)-katechin
gallokatechin-(4a—6)-katechin
katechin-(40—6)-gallokatechin

afzelechin-(40—8)-katechin

prokyanidin B1
prokyanidin B2
prokyanidin B3
prokyanidin B4
prodelfinidin B3

katechin-(40—8)-katechin-(40—8)-katechin prokyanidin C2
epikatechin-(4a—8)-katechin-(4a—8)-katechin prokyanidin C
epikatechin-(4a—8)-epikatechin-(4a—8)-katechin prokyanidin C
katechin-(40—8)-gallokatechin-(4a—8)-katechin prodelfinidiny C
gallokatechin-(4a—8)-gallokatechin-(4a—8)-katechin prodelfinidin C2

Obsah polyfenoli je obecné¢ dulezity technologicky parametr. Pokud pivo
obsahuje proteiny bohaté na prolin, tvoii s PAs nerozpustné komplexy, které pak tvoii
nezadouci viditelny zékal'>. Velmi maly zakal je produkovan monomery
(-)-(epi)katechinu a (+)-katechinu, zatimco prokyanidin B3, a zejména prodelfinidin B3
Je Gizce spojen s tou tvorbou zakalu. Problém s timto nebiologickym zakalem piva se fesi
tak, Ze b&hem vyroby se sniZzi obsah polyfenoli za pomoci absorbentu PVPP
[poly(vinylpolypyrrolidon)]®. Tento proces se nazyva stabilizace piva.

Na druhou stranu obsah PAs ma také pozitivni pfispévek k senzorickym
vlastnostem piva tim, Ze stabilizuji organoleptické vlastnosti a barvu piva a pfispivaji
k jeho trpkosti a hotkosti®. Proto jejich nadmémé odstranéni mize mit vliv na cely

charakter vysledného piva®®.
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2.2 Analytické metody pouzivané pro stanoveni PAs

2.2.1 Priprava vzorkiu

Potraviny a jejich suroviny jsou velice komplexni smési, a proto je potieba pied
stanovenim PAs v téchto matricich analyt extrahovat a piecistit. Tim se stanovovany vzo-
rek ¢aste¢né zbavi matrice a soucasné je mozné ho zakoncentrovat.

Vodny roztok acetonu se ukazal byt neju¢innéj§im extrakénim rozpoustédlem pro
nez ,,alkoholové rozpoustédla. Nicméné se ukdzalo, ze methanol ma lepsi extrak¢ni
i¢innost pro katechin a malé pro anthokyanidinové oligomery'”8. Proto nékteré studie
doporucuji pro extrakci flavan-3-oli pouziti vodného roztoku methanolu misto acetonu.
Podle dalsich studii se doporucuje okyseleni extrakéniho rozpoustédla, ¢asto zejména pro
fenolické slouceniny zahrnujici flavan-3-oly!®. Tento krok vsak mize vést k ¢asteéné
hydrolyze PAs kvili nestabilni povaze interflavanoidové vazby vici kyselin€.

V praci Hellstroma a Mattila autofi uvadéji, ze vodny roztok acetonu je
nejvhodnéjsi extrakéni rozpoustédlo, avSak pridavek kyseliny octové nemél zadny vliv
na extrakéni ucinnost. V experimentu byly srovnany tii extrakéni smeési pro extrakci PAs
z riznych druhii rostlinné matrice®. Prvni extrakce byla provedena za vyuziti 80%
vodného roztoku acetonu, druhd extrakce byla 70% vodnym roztokem acetonu
s pitidavkem 0,5% kyseliny octové a tieti extrakce byla provadéna za pomoci
aceton/methanol/voda (2:2:1). Vzorky (jablka, brusinky, grepy, kiira borovice) byly pred
extrakei lyofilizovany, poté rozemlety a homogenizovany s extrakénim rozpoustédlem,
nasledovala extrakce za pomoci ultrazvuku. Po 10 minutdch sonikace byl vzorek
odstiedén a supernatant byl odstranén. Tento extrakéni proces se opakoval jesté dvakrat.
Vsechny tii1 extrakty byly slouceny. Posléze bylo organické rozpoustédlo odstranéno na
vakuové odparce (35 °C) a zbyvajici podil byl precistén za pomoci extrakce na pevné fazi
(Supelco Discovery DPA-6S 1 g), ktera byla pfedem aktivovana methanolem. Cukry
a vétsina rusivych polyfenold byly vymyty 20% methanolem. Pro uvolnéni PAs z kolony
byl pouzit 85% N,N-dimethylformamid (5 ml).

V préci Gu et al. bylo pouzito pro extrakci PAs z potravin smésné rozpoustédlo

(aceton/voda/kyselina octova, 70:29:0,5 v/v/v) v 15ml uzaviratelné kyveté?®. V piipadé
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ofechli byly ze vzorku pfed extrakci PAs jesté odstranény lipidy extrakci hexanem.
Po pfidani smésného rozpoustédla byly vzorky michény, a poté byly vlozeny
na 10 minut do ultrazvukové lazné pti 37 °C. V poloving ¢asu sonikace byly vzorky
promichany. Poté se kyvety se vzorky nechaly 50 minut pfi pokojové teploté. Nasledné
byly vzorky tfepany po dobu 25 minut. Na konci extrakce byly kyvety se vzorky
odstfedény. Cast supernatantu byla odpipetovana a byl odpafen aceton. Poté byl zbytek
vzorku rozpustén ptiblizné ve 30% vodném roztoku methanolu a nanesen na kolonu
Sephadex LH-20 pro jeho piecisténi. U vzorkti napoji nebyla provedena extrakce, ale
vzorky byly rovnou naneseny na kolonu Sepahdex LH-20 (6 x 1,5 cm). Kolona byla
stabilizovdna pfed pouzitim 30% vodného roztoku methanolu po dobu 4 hodin.
Po naneseni vzorkd byla kolona promyta 30% vodnym roztokem methanolu pro
odstranéni cukrt a ostatnich fenold. PAs byly vymyty z kolony 70% vodnym roztokem
acetonu. Poté bylo rozpoustédlo odpareno do sucha na vakuové odparce. Suchy zbytek
byl rozpustén ve smésném rozpoustédle a prenesen do odmérné banky.

V experimentu Lie et al. a Steventse et al. pouzili pro extrakci PAs ze chmelu

145 Na vzduchu ususené chmelové hlavky se kratce ponofily

nasledujici postup
do dichlormethanu (CH2Cl>), nechaly se jednu hodinu michat, a poté byl extrakt scezen.
Nasledné byly chmelové hlavky tiikrat promyty CH2Cl, pro extrakei pryskyfic, pigmenti
a lipidd. Poté byly hlavky suSeny pod proudem vzduchu a po ususeni byly z hlavek
vytvofeny granule, které byly extrahovany jednim litrem roztoku aceton/voda (7:3, v/v).
Roztok byl prefiltrovan a zakoncentrovan na vakuové odparce, kde doslo k odstranéni
acetonu. Vysledny extrakt byl promyt dvakrat hexanem pro lepsi odstranéni pigmentt
a nepolarniho materidlu. Rozpoustédlo bylo nasledné odpafen na vakuové odparce
a zbytek byl nanesen na kolonu Sephadex LH-20, ktera byla piedtim stabilizovana vodou.
Kolona byla promyvéana postupné vodou, smési methanol/voda v poméru 1:3 (v/v), 1:1
(v/v), a 3:1 (v/v), methanol, a nakonec aceton/voda (7:3, v/v). Pratok byl vzdy
100 mlh' Kazda jednotliva frakce byla analyzovdna pomoci HPLC-UV
a dvourozmérnou TLC. Frakce, které obsahovaly zejména oligomery PAs a monomery
flava-3-olt byly slouéeny a zakoncentrovany na vakuové odparce (po lyofilizaci se
piiblizn¢ ziskalo 4,2 g PAS) a znovu pfecistény na Sephadex koloné.

Postup extrakce z piva byl popsan v praci Callemien a Collin?!. Autofi také pouzili

kolonu Sephadex LH-20, ktera byla pfed pouzitim kondiciovana 4 hodiny roztokem
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methanol/voda (3:7, v/v). Poté bylo odplynéné pivo naneseno na kolonu
a byla promyvana roztokem methanol/voda (3:7, v/v). PAs byly uvolnény elu¢nim
roztokem aceton/voda (7:3, v/v). Poté roztok byl zakoncentrovan vysusenim na vakuové
odparce. Pied analyzou byl vzorek rozpustén v methanolu.

VS8echny tyto prace uvadéji smés acetonu s vodou, jako vhodné extrakéni

rozpoustédlo, proto bylo i v této praci pouZito pro extrakci PAs z chmele.

2.2.2 Analyza PAs

Mezi dvé nejcastéji vyuzivané metody pro identifikace a kvantifikaci PAs patii
kolorimetrické a chromatografické metody ve spojeni s riznymi detektory®.

Kolorimetrické metody jsou zaloZeny na spektrofotometrickém méteni barevnych
produktt skupin fenolickych slouéenin s ¢inidlem?2. Mezi nejpouzivangjsi kolorimetrické
metody patii Folin-Ciocalteau metoda a Vanilin-HCI test. Tyto metody jsou pouzivany
pro kvantitativni odhad celkového mnozstvi polyfenolt. Odhad celkového mnozstvi PAs
se Casto vyjadiuje, jako koncentrace katechinu, coz vede k slozit&jsi interpretaci dat. Dalsi
komplikaci u této metody je porovnani vzorki z riznych matric.

Spektrofotometrické metody se pro rutinni analyzu stale pouzivaji, ale s vyvojem
moderni instrumentace se zaala vyuzivat piedev§im vysokoucinnid kapalinova
chromatografie (HPLC), a to pro kvantifikaci jednotlivych prokyanidini v rtznych
potravinafskych vyrobcich?, Stanoveni proanthokyanidinG pomoci HPLC ztéZuje
matri¢ni efekt, proto je nutno vzorek predem upravit®.

Chromatografie s reverznimi fazemi je vhodnou metodou pro separaci PAs mo-
nomert az trimerG?*. Latky s vy$§im stupném polymerace nejsou zadrzovany a viechny
PAS s polymera¢nim stupném vys§im neZ 4 jsou eluovany spole¢né na konci chromato-
gramu jako Siroky smésny pik.

Gelova permeacni chromatografie umoznuje frakcionaci monomert az oligomert
v poiadi s rostouci molekulovou hmotnosti PAs?. Tato metoda je viak v tomto piipads
spiSe metodou adsorp¢ni nez vylucovaci, proto je velmi nepraktické separovat PAs s vét-
§im stupném polymerace nez tetramer. Metoda je spiSe pouzivana pro frakcionaci PAS

nez pro kvantifikaci.
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HPLC s normalnimi fazemi (NP-HPLC) je vhodna pro separaci az oligomert
do stupné 9 a byla vyvinuta pro stanoveni PAs ve vzorcich kakaa a ¢okolady za pouziti
fluorescencniho detektoru. Tato metoda byla porovnana s dobrou shodou vysledkt
ve &tyfech nezavislych laboratofich, coz ukazuje na dobrou reprodukovatelnost 23,

K identifikaci struktury PAs je nutno pouzit nuklearni magnetickou rezonanci
¢i hmotnosti spektrometrii ve spojeni s HPLC, které jsou rychlé a citlivé. Také pro ana-
lyzu PAs v chmelu, je¢menu a v pivu jiz byly vyvinuty HPLC-MS metody.

Taylor et al. separovali PAs extrahované ze chmelu za pomoci chromatografické
kolony Sephadex LH-20 a za pouziti gradientové eluce methanolu, vody a acetonu?®.
Vysledné frakce byly analyzovany dvoudimenziondlni tenkou vrstvou, gelovou
permeacni chromatografii a MALDI-TOF.

Magalhaese et al. publikoval praci, ve které se mu podafilo separovat katechin
a epikatechin a objasnil strukturu u vice nez 30 polyfenolickych latek. Tyto latky
extrahoval z chmelu, smés absorboval na PVPP, a nasledné je desorboval smési
aceton/voda (7:3, v/v)?’. Poté tyto latky analyzoval pomoci HPLC ve spojeni s detektorem
diodového pole a HPLC-ESI- MS/MS.

Li et al. pouzili k identifikaci nové¢ izolovanych PAs ze 13 odrid chmelu dvé
metody HPLC-APCI-MS a HPLC-ESI-MS!. Price byla zaméfena na vyvoj izolaéniho
postupu a objasnéni struktury latek.

Prace Whittle et al. shrnuje poznatky o profilu PAs v je¢menu®®. V této praci
identifikovali vice neZ 50 proanthokyanidinovych struktur pomoci HPLC-ESI-MS. Jejich
mnozstvi a druh koreloval s odriidou jeCmene a typem piva. Pro rutinni stanoveni PAs,
vSak tato metoda neni vhodn4, nebot’ je ¢asoveé velmi ndrocna (150 minut).

Dvotédkova et al. pouzili pro identifikaci monomernich a oligomernich
flavan-3-oli v deseti odridach je¢mene a k nim pftislusnych sladech metodu HPLC-ESI-

-MS?8, Struény piehled stanoveni PAs v pivovarskych surovinach je shrnut v tabulce 2.2.
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Tab. 2.3 Stru¢ny piehled stanoveni PAs v pivovarskych surovinach pomoci vysokotuc¢inné kapalinové chromatografie.

PAs Extrakce metoda Odkaz
A-typ Aceton/ voda HPLC-ESI-MS Li a Deinzer?®
v chmelu (7:3, viv) ESI: Pozitivni mod

Kolona: Econosil C18

MF: linearni gradientovy mod od 5% MeOH (B) do 40 % B v A (1%

vodny roztok kyseliny mravenci)

Doba separace: 40 minut

MS: iontova past
Monomery  Aceton/ voda HPLC-APCI-MS/MS
PAs (7:3, vIV) APCI: Pozitivni moéd Li a Deinzer'
v chmelu Kolona: Hydro-RP-80A

MF: linearni gradientovy mod od 5% MeOH (B) do 50 % B v A (1%

vodny roztok kyseliny mravenci)

Doba separace: 40 minut

MS: trojity kvadrupol
Dimery a Aceton/ voda HPLC-ESI-MS/MS
trimery PAs  (7:3, vIV) ESI: Pozitivni mod Li a Deinzer'
v chmelu Kolona: Toyopearl TSK -40S

MF: linearni gradientovy mod od 5% MeOH (B) do 40 % B v A (1%
vodny roztok kyseliny mravenci)

Doba separace: 50 minut

MS: trojity kvadrupol

Tabulka 2.2 pokracuje na dalsi strané
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Pokracovani tabulka 2.2 z ptedchozi strany

PAs Extrakce Metoda Odkaz
Monomery  Aceton/ voda UHPLC-MS Olsovska et al.®
az polymery  (7:3, v/V) ESI: negativni mod
Vv Ceském Kolona: Acquity UPLC BEH Shield RP18
chmelu MF: 0,1 % kyselina mravenci ve vodé (A) a 0,1% kyselina mravenéi v ACN (B)

Doba separace: 9 minut

MS: priletovy analyzator (TOF)
Katechin, Aceton/voda HPLC-UV Magalhies et al.?’
epikatechin (7:3, vVIv) Kolona: LiChroCar RP-18
v chmelu MF: 100% MeOH (A) a 0,1% kyselina mravenci (B)

Doba separace: 160 minut

UV: detektor diodového pole
Katechin, Aceton/voda HPLC-ESI-MS Magalhaes et al.?’
epikatechin (7:3, viv) ESI: negativni m6d
v chmelu Kolona: LiChroCar RP-18

MF: 100% MeOH (A) a 0,1% kyselina mravenci (B)

Doba separace: 160 minut

MS: iontova past
Identifikace ~ Aceton/voda HPLC-ESI-MS Whittle et al.®®
padesati (713, vIv) ESI: negativni mod
struktur PAs Kolona: Zorbax SB-C18
Z jeCmene MF: 0,1% kyselina octova ve vodé (A) a 0,1% kyselina octova v ACN (B)

Doba separace: 150 minut
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2.3 Priprava vzorki metodou QUEChERS

V roce 2000 Lehotay a Anastassiades vyvinuli novou techniku extrakce analytu
ze vzorku. Tuto metodu nazvali QUEChERS. Nazev je zkratkou Sesti slov, ktera vyjadiuji
vlastnosti této techniky: Quick — rychla, Easy — jednoducha, Cheap — levna, Effective —
efektivni, Rugged — robustni, Safe — bezpe¢na. Metoda byla prvotné vyvinuta pro analyzu
veterinarnich 1é¢iv v zivoc€iSnych tkanich, a poté byla uspé$né pouzita pro stanoveni
rezidui pesticidii v rostlinach®’. V roce 2003 byla navrZena a publikovana modifikovana
QuEChERS metoda piipravy vzorku pro analyzu rezidui pesticidi v potravinach.
Technika je tedy velice variabilni a mize se po optimalizaci pouzivat i pro jiné pevné
matrice environmentalnich vzorkd. Pro stanoveni rezidui pesticidd Vv potravinach existuji
tii standardni postupy (viz obrazek 2.4). Jsou to originalni metoda Lehotaye,
Anastassiadese et al. z roku 2003, dale pak oficialni metoda asociace analytické
spole¢nosti (AOAC International) 2007.01 a standardni metoda (CEN) EN.

Velkou vyhodou techniky QUEChERS ve srovnani S ostatnimi metodami je nizka
spotieba rozpoustédla, 0 95 % mensi mnozstvi vzorku a 90% tuspora asu pii piipraveé
vzorkd.

Technika QuUEChERS je zalozena na extrakci rozpoustédlem (napf. acetonitril,
ethylacetat, aceton) z vodného roztoku, do které¢ho je ptidana anorganicka stl (bezvody
siran hote¢naty v kombinaci s chloridem sodnym nebo octanem sodnym)>3L. P¥i rozdé&leni
fazi na bezvodou a vodnou fazi dochazi k tzv. efektu vysolovani, neboli ¢isténi surového
extraktu disperzni extrakci na pevné fazi.

Vyhodou QuEChERS oproti Cisténi klasickou extrakei na pevni fazi je, Ze se
sorbent sype piimo do ¢isténého extraktu a metodu Ize ptizpusobit podle konkrétnich
pozadavkl na ¢iSténi. Pro odstranéni pigmentd, steroll, nepolarnich sloucenin a jinych
polarnich slou€enin se pouziva grafiticky uhlik. Na odstranéni lipid a mastnych kyselin
s dlouhymi fetézci se piidava C18 sorbent. Sorbenty na bazi primarnich a sekundarnich
aminll (PSA) se pouZzivaji pro odstranéni sacharidii, mastnych a organickych kyseliny,
lipida a nekterych pigmentt. Tato technika je tedy velmi univerzalni, nebot’ je mozné
zakladni postup - pti dodrZeni vlastniho principu metody - snadno ptizpusobit pro Siroké

spektrum matric.
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Je dulezité zminit, Ze po pfidani bezvodého siranu hofe¢natého ke vzorku
v rozpoustédle dojde k exotermické reakei, pii které se uvolni uréité mnozstvi tepla®. Je
to zptisobeno tim, Ze bezvody siran amonny je silné susidlo a pfi jeho hydrataci se uvolni

teplo, které zvysi teplotu vzorku az na 40 °C, coz ale zlepSuje G¢innost extrakce.

2003 2007 2008
Anastassiades, Lehotay Anastassiades
Lehotay et al.
ORIGINALNI AOAC 2007.01 CEN 135662
10 g vzorku 10 g vzorku 10 g vzorku

10 ml acetonitrilu
4g MgSO: + 1g NaCl

l tfepani
l centrifugace

150 mg/ml MgSO4
+ 25 mg/ml PSA

|

tfepdani a centrigugace

10 ml acetonitrilu
1% CH:COOH
6 g MgSO:++ 1,5 g NaCl

| tiepani
l centrifugace

150 mg/ml MgSO4
+ 50 mg/ml PSA

!

tfepdni a centrifugace

10ml acetonu

|

4g MgSQ: + 1g NaCl
+ 1g NasCit . 2H20
+ 0,5 g NaxCit . 1,5H20

l tfepani
P
| centrifugace

150 mg/ml MgSO:
+ 25 mg/ml PSA

|

tfepdni a centrigugace

Obr. 2. 4 Jednotlivé kroky ve tiech zakladnich postupech metody QUEChERS, originalni

verzi a oficidlnich verzich QUEChERS upravy vzorki pesticidll v analyze potravin 3.
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2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni

detekci

Velky pokrok v pifimém spojeni separacnich a spektralnich technik byl
zaznamenan v 90. letech 20. stoleti®3. B&hem poslednich péti let se spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem stalo zasadni pro analyzu takovych
vzorkd, jako jsou naptiklad environmentélni ¢i biologické matrice®.,

Mezi hlavni vyhody spojeni téchto dvou technik je vysoce selektivni detekce
analyti diky MS detekci a také moznosti analyzy slozitych smési diky vysoce efektivni

separaci na kolonach o malém zrnéni ¢astic (mén¢€ nez 5 pm).

2.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouéinné kapalinova chromatografie (HPLC) patii do skupiny separacnich
metod, které jsou zaloZeny na rozdilné distribuci délenych latek ve smési mezi dvé rizné
nemisitelné faze, a to mezi mobilni (MF) a stacionarni (SF). Mobilni faze v kapalinové
chromatografii, jak jiz z nazvu vyplyva, je kapalina, kterd unédsi vzorek prostorem,
stacionarni (nepohybliva) faze je bud’ tuha latka, nebo kapalina ukotvena na tuhém
nosi¢i®*. Stacionarni fize je umistnénd v chromatografické koloné ve formé sorbentu.
Podstatou separac¢niho procesu je opakované ustavovani rozdélovaci rovnovahy vzorku
mezi témito dvéma fazemi.

V HPLC se dosahuje vysoké ucinnosti separacniho procesu pouzitim kolon
naplnénych stacionarni fazi o malé (méné nez 5 pm) a dobie definované velikosti ¢astic,
jelikoz Gi¢innost separace roste se sniZujici se velikosti ¢astic ndplné. Tento fakt popisuje
Van Deemterova ktivka (viz obrazek 2.5). Minimum k#ivky udava oblast pritokovych
rychlosti, pfi které kolona vykazuje nejvétsi ucinnost. Minimum je pro malé Castice

ploché, coz znamen4, Ze lze pracovat v §ir§im rozsahu pritoku bez ztraty u¢innosti.
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Obr 2.5 Van Deemterova kiivka - zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra

na linearni rychlosti mobilni faze®.

V HPLC se vyuziva vice separatnich modi. Vyvojové nejstar$i je systém
s normalnimi fazemi (NP-HPLC). V tomto médu je pouZzivana polarni SF, kterou tvoii
a MF s niZ8i polaritou nez SF. Pomoci této techniky se separuji polarni latky. Cim vice
jsou latky polarni, tim ma vys$i afinitu k SF a tim ma vétsi retenci. Tento systém
se v dnesni dobé dostava do ustrani, jelikoz ptevazuji nevyhody oproti separacim v jinych
systémech (prace s nevodnymi, t€kavymi organickymi rozpoustédly).

Iontové vyménna chromatografie (ion exchange chromatography - IEC) je
zaloZena na principu silnych elektrostatickych interakci mezi ionizovanymi funkénimi
skupinami méni¢e SF a opacné nabitymi ionty obsazenymi v roztoku. Sila interakci je
urcena poctem a velikosti ndboje analytu a funkénich skupin. IEC se pouziva napiiklad
pro separaci aminokyselin, nukleovych kyselin, peptida a kationtd a aniontti ve vodach.

Dalsi variantou je molekulova vyluCovaci chromatografie (size exclusion
chromatography - SEC) neboli gelova chromatografie, ktera je zalozena na rozdélovani
molekul podle jejich velikosti v koloné s pérovitym polymernim gelem. Zde nedochazi

k zadnym interakcim, ale latky jsou separovany podle molekulovych hmotnosti. Dale pak
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se tento systém pouziva pro frakcionaci, kdy smés latek je rozdélena na zékladé
distribu¢nich konstant analyt.

Nejrozsitenéj$i a nejpouzivangjsi je chromatografie s reverznimi fazemi (RP-
-HPLC). V tomto systému se vyuziva polarni MF a nepolarni SF. MF je obvykle smés
vodné slozky s polarnimi organickymi rozpoustédly (napf. alkohol, acetonitril), které jsou
dobie misitelné s vodou. SF obsahuje nejcastéji dlouhé uhlikaté fetézce navéazané
na povrch nosice (napf. silikagel, hybridni sorbent nebo jiné kovové oxidy). Tato metoda

je velmi univerzalni a vyuziva se jak k separaci malych molekul, tak i pro separaci smési,

které jsou velmi komplikované (napft. biologické vzorky, rostlinné extrakty).

2.4.2 Hmotnosti spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je pouzivana pro uréovani hmotnosti atomu, molekul
a jejich ¢asti poté, co se prevedou na kladné &i zaporné ionty>®. Hmotnostni spektrometr
(MS) je iontové optické zafizeni, které vzniklé ionty separuje podle poméru jejich
hmotnosti a naboje (M/z). Schématické znazornéni procesu detekce MS, nejpouzivané;si

ioniza¢ni techniky a piehled analyzatort jsou zobrazeny na obrazku 2.6,

zavedeni ionizace analyzator detekce
vzorku
HPLC ESI
KVADRUPOL =
C7ZE AP:E::[[ TR OJTI‘E'_KYAI}RL? OL elektronovy nasobid
AP IONTOVA PAST L
ORBI'I.-Q.L_:\'I' PAST fotonasobic
ANALYZATOR DOBY LETU . o
: : krokanil
EI MAGNETICKY ANALYZATOR i
GC I IONTOVA CYKL.OTRONOVA REZONANCE
vysokeé vakuum

Obr. 2.6 Schématické znazornéni procesu detekce hmotnosti spektrometrii®*,
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MS se sklada s iontového zdroje, ktery slouzi k prevedeni neutradlnich molekul
analytu na nabité castice. Dale zde je hmotnostni analyzator, ktery rozdéluje ionty
za vysokého vakua podle poméru jejich m/z. Posledni ¢asti MS je detektor, ktery detekuje

ionty a urcuje jejich relativni intenzity.

2.4.2.1 Iontové zdroje

Ioniza¢nich technik je Siroké spektrum, protoze zadna z nich neni naprosto
univerzalni. Volba ionizacni techniky zavisi na tékavosti latky, tepelné stabilité latky,
molekulové hmotnosti latky a polarité latky3*. Pro spojeni HPLC s MS jsou techniky
ionizace pouzivany za atmosférického tlaku, kam patii ionizace elektrosprejem (ESI),
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI). Tonizace desorpci laserem za ucasti matrice (MALDI) se pouziva zejména
pro biologické matrice a to v off-line spojeni s MS.

Vsechny tyto techniky patii mezi tzv. mekké ionizacni techniky, kdy pfi ionizaci
vznikaji protonované molekuly [M+H]" nebo deporotonované molekuly [M-H]" a pti
téchto technikach nedochazi k tak rozsdhlym fragmentacim jako u tvrdych ioniza¢nich
technik, kde molekula ziska nadbytek vnitini energie, coz se projevi fragmentaci ionti
na mensi ¢asti. Do tvrdych ionizac¢nich technik patii elektronova ionizace, pouzivana
ve spojeni s GC.

ESI je nejbéznéji pouzivana ioniza¢ni technika pro HPLC-MS®’_ Slouzi k ionizaci
sttedné polarnich a iontovych latek a umoziuje analyzovat velmi velké molekuly (napf.
proteiny). Principem této ionizace je, Ze rozpustény analyt prochazi kovovou kapilarou,
na kterou je vloZzeno vysoké napéti. Vznikajici kapicky po rozpraSeni na vystupu
z kapiléry za pomoci zamlzujiciho plynu nesou na svém povrchu velké mnozstvi nabojt.
Pii odpateni rozpoustédla dojde ke zvySeni hustoty povrchového naboje, aZ pti dosazeni
kritické hodnoty dochazi k rozpadu na jesté¢ mensi kapicky s rozdélenim ptivodnich
nabojli. Opakovani tohoto procesu vede az k uvolnéni iontt.

Druhou pouzivanou ionizacni metodou je APCI, kde eluat je rozpraSovan
do vyhiivané komtirky®’. Ve zdroji je pak na vybojové elektrodé vysoké napéti, ¢imz
vznik4 koronovy vyboj, pfi kterém se nejprve ionizuji molekuly mobilni faze, dale se

prenasi naboj na molekuly analytu. Metoda ma Siroké uplatnéni a je vhodna 1 pro méné
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polarni analyty. Jeji nevyhodou je, Ze ji obvykle nelze pouzivat pro aplikaci s nizkym

pratokem MF (>0,5 ml.min™), zde ale zaleZi na vlastni konstrukci iontového zdroje.
Ioniza¢ni metoda APPI ma stejné uspotfadani jako APCI, jen se pro ionizaci

molekul pouziva UV zafeni misto elektrody. Vyhodou zde je, ze |ze ionizovat slouc¢eniny

s nizkou az stfedni polaritou.

2.4.2.2 Analyzatory

Analyzator ma dvé dilezité funkce, a to rozd€leni iontd podle poméru m/z
a nasledné jejich urychleni a fokusaci®*. Vybér hmotnostniho analyzatoru zalezi
na riznych parametrech, napiiklad hmotnostnim rozsahu (maximalni méfitelna hodnota
m/z), G¢innosti, spravnost hmoty, linearnim dynamické rozsahu, rychlosti a citlivosti.

Kvadrupélovy analyzitor byva soucasti hmotnostnich spektrometrii s nizkym
rozlisenim®’. Je tvofen &tyfmi paralelnimi ty¢emi hyperbolického priifezu, na néz je
vkladano stejnosmérné stiidavé napéti. Vstupujici ionty zde zacnou oscilovat. Nami
vybrané ionty s uréitym pomérem m/z projdou timto kvadrupdlem. Ostatni ionty jsou
zachyceny na ty¢ich. Trojity kvadrupol je slozen ze tfi kvadrupolt jdouci za sebou, kde
prostfedni kvadrupol slouzi jako kolizni cela. Pouziva se pro kvantitativni analyzu
¢1 pro MS/MS experimenty.

Iontova past je v podstaté kvadrupol, na jehoz koncich jsou umistény elektrody
s vloZzenym potencidlem, které umoznuji zadrZeni iontl. Ilonty, které ptijdou
do vnitiniho prostoru iontové pasti, jsou nuceny se pohybovat po uzavienych kruhovych
drahach. Se zvysujici se amplitudou vkladdaného napéti se postupné ionty s rostoucim
pomérem m/z dostavaji na nestabilni trajektorie a opoustéji vnitini prostor iontové pasti
do detektoru.

Analyzator doby letu neboli priletovy analyzator (TOF), ktery jiZ umoZiuje
stanoveni pfesné hmoty s piesnosti na jednotky ppm”, je zalozen na méfeni doby,

za kterou ionty ptekonaji uréitou drahu®’. Ionty jsou urychleny vysokonapétovym pulsem

* piesnost hmoty (mass error) se vyjadfuje v jednotkach ppm a vypo¢ita se dle vzorce:

presna hmota — zmérend hmota

A = 106
ppm presna hmota
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a vstupuji do oblasti bez elektrického pole. lonty s riznym pomérem m/z ziskaji stejnou
energii a vSak rtiznou rychlost. Poté doba, potifebna k piekonani letové drahy, je rozdilna
(t€z81 ionty potiebuji delsi dobu nez leh¢i ionty).

Iontova cyklotronova rezonance, taktéz vyuzivana pro stanoveni piesné hmoty, je
cela, kterd je umisténa ve vakuu uprostfed velmi silného magnetického pole. Ionty jsou
zachyceny Vv pasti kombinaci magnetického pole a elektrického potencialu vkladaného
na zachytné desky. lonty se zacnou pohybovat po kruhové trajektorii a frekvence jejich
rotace je umérna poméru mM/z. Pomoci Fourierovy transformace jsou tyto rotace
prevedeny na hmotnosti spektrum.

Magneticky hmotnosti analyzator je zaloZzen na tom, Ze pifi prachodu iontu
magnetickym polem dojde k zaktiveni drahy letu iontti. VEtsi zaktiveni vznika pro ionty
S niz§im pomérem m/z.

Novym druhem analyzatoru je orbitalni past (viz obrazek 2.7), ktera byla popsana
ruskym fyzikem Makarovem v roce 2005. Tento analyzator se sklada z vngjsi a stfedové
vietenové elektrody, na kterou je vlozeno vysoké napéti. Uzky svazek iontl s uréitym
pomérem m/z vstupuje do elektrického pole a pohybuje se okolo a podél stiedové
elektrody. Se stabilizaci napé€ti se nasledné stabilizuji i trajektorie jednotlivych iontt,
¢imz se vytvoii prstenece iontd. lonty indukovany proud je méfen na vnéjsSich
elektrodach®. Hmotnosti spektrum se nésledné ziska po Fourierové transformaci tohoto
signalu.

Kombinace orbitalni pasti s externim akumula¢nim zafizenim (linearni past)
umoziuje vicenasobnou Uroven fragmentace, coZz napomdhd k lepSimu objasnéni
struktury analytu. Spole¢nym rysem vSech pfistroji, které pouzivaji orbitalni past, je

t38

zatizeni takzvané C-trap, neboli zaktivena linedrni iontova past®. Toto zafizeni umoznuje

uchovavani ionti, a poté jejich nastiik do orbitalni pasti v kratkych pulzech.
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Obr. 2.7 Schéma uspoifadani Orbitrap hmotnostniho spektrometru (1 — vyhiivany
elektrospej, 2 — kapilara na pienos iontt, 3 — S-Cocka, 4 — flatapole, 5 — zaktiveny flatapole,
6 — kvadrupol, 7 — octopole, 8 — C-Tap, 9 — HCD kolizni cela, 10 — orbitalni past)®,

2.4.2.3 Detektory

Detektory pro hmotnostni spektrometrii lze rozdélit do dvou skupin,
a to na detektory pro pfima meéteni, které detekuji elektricky proud vznikajici pfimym
dopadem iontti na detektor a na detektory, které vyuzivaji efekt nasobeni elektront
vzniklych po dopadii iontl (poskytuji méfitelny signal i pro jednotlivé ionty)3,

Mezi detektory, které nasobi elektrony, patii elektronovy nasobic, ktery obsahuje
sérii dynod se vzrlstajicim potencidlem. Pfi narazu iontl na prvni dynodu dojde
k sekundarni emisi elektront a kaskadovitym efektem vznikne velké mnozstvi elektront,

které jsou poté detekovany.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e deionizovana voda ziskana pomoci pfistroje Mill-Q Integral 3 (Merck Milipore,
USA)

e aceton, 99,9% p.a.(C3HsO; M, = 58,08, Lach:ner, Ceska republika)

e dusik, 99,996% (Messer, Némecko)

e acetonitril, > 99,9% (C2HsN; Mr = 41,05; Sigma-Aldrich, USA)

e metanol pro HPLC, = 99,9% (CH3OH; M = 32,04; Sigma-Aldrich, USA)

e siran hotec¢naty (MgSOs; Mr = 120,36; Lach:ner, Ceska republika)

e chlorid sodny (NaCl; Mr = 58,44; Lach:ner, Ceska republika)

e kyselina mraven¢i (HCOOH; Mr = 46,03; Sigma-Aldrich, USA).

3. 2 Pristrojové vybaveni

e hybridni hmotnosti detektor Quadrupol-Orbitrap — Q Exactive (Thermo
Scientific, USA)

e kapalinovy chromatograf Dionex Ulti Mate 300 UHPLC (Thermo Scientific,
USA)

e kolonovy termostat (Thermo scientific, USA)
e automaticky davkovac (Thermo scientific, USA)

e chromatograficka kolona XSELECT HSS T3 201 pm x 10 mm, 2,4 um (Waters,
USA)

e analytické vahy AB204-S s pfesnosti na 0,0001 g (Metter Toledo, Svycarsko)
e predvazky s ptesnosti 0,01 g (Denver Instrument, USA)

e odstfedivka (PragoLab, Ceska republika)

e rotacni odparka Hei-Vap Precision (Heidolph, Némecko)

o tiepacCka (Fisher Scientific, USA)

e trepatka MS3 Basic (IKA®, Némecko)
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e ultrazvukova lazett PSO2000A (Notus-Powersonic, Slovenska republika)

e automatické pipety, rozsahy 2-20 pL, 20-200 uL, 100-1000 uL, 0,5- 5 mL
(Thermo Scientific, USA)

e filtradni papir typ 1288 (Munkte, Svédsko).

3.3 Priprava kalibracnich standardi proanthokyanidint

Zasobni roztoky standardd PAs byly pfipraveny navazenim 1 mg standardu

a rozpusténim v 1 ml MeOH. Pro ptipravu téchto zasobnich roztokii byly pouzity:

e katechin (C1sH1406; M=290,28; Sigma-Aldrich, USA)

o epikatechin (C15H1406; M=290,28; Sigma-Aldrich, USA)

e procyanidin A2 (C10H24012; M=576,52; Phytochem, Némecko)
e procyanidin B1 (CsoH26012; M = 578,53; Phytochem, Némecko)
e procyanidin B2 (C3oH26012; M = 578,53; Phytochem, Némecko).

Pracovni roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich roztokd na findlni
koncentraci 1 mg.I"t a to tak, Ze bylo odpipetovano pomoci automatické pipety 25 pl
do 25ml odmérné banky a objem doplnén methanolem. Z pracovniho roztoku se
ptipravilo deset kalibra¢ni roztoki (pro jednotlivé PAs) a to tak, Ze do deseti sklenénych
vialek se odpipetovalo 2; 5; 10; 20; 50; 100; 200 a 800 pl pracovniho roztoku
(c =1 mg.I"Y), 100 pl vnitiniho standardu (probenecid, ¢ = 1mg.I") a vie bylo doplnéno
na celkovy objem 1 ml pomoci roztoku methanol/voda (50:50, v/v). Pracovni roztoky

byly vzdy pfipravovany cerstvé.
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3.4 Priprava vzorki

3.4.1 Priprava vzorku sladiny, mladiny, mladého piva, piva metodou QuECHERS

Vzorky byly odebrany pfi varnim procesu piva ve Vyzkumném ustavu pivovar-
ském a sladarském, a.s. v Praze. Technologie vSech srovnavacich varek probihala repro-
dukovatelné, pouze se ménily odriidy chmele.

10 ml vzorku sladiny, mladiny, mladého piva a piva (tabulka ¢. 3.1) bylo odpipe-
tovano do plastové 50 ml kyvety (Pozn.: vzorek piva musel byt pted analyzou 10 minut
vlozen do ultrazvukové 1azn¢ pro odstranéni oxidu uhli¢itého). Ke vzorku bylo poté pfi-
dano 10 ml acetonitrilu. Plastova kyveta se dikkladné zaviela, a posléze se vzorek nechal
tiepat 1 minutu na tiepaéce. Pak se ptidala smés soli 4 g MgSO4 a 1 g NaCl a vzorek byl
1 minutu ruéné protiepavan. Vzorek byl posléze odstfedén 7 minut pii 5000 ot.min™,
Schéma postupu ptipravy vzorkd je na obrazku 3.1.

Po odstfedéni bylo odpipetovano 300 ul organické faze, ptidano 50 ul vnitiniho
standardu probenecid (¢ = 1 mg.I"t), 50 pl 2% kyseliny mravenéi, kterd napoméha ke
stabilité PAs, a 600 ul destilované vody.

Tab. 3.1 Popis vzorki testovanych chmelovych odriad a pfislusnych produktu (sladina, mladina,
sladina, pivo).

Odriida chmele Vzorek/zkratka | Odrada chmele Vzorek/zkratka

Sladina [CHS1] Sladina [CHS2]

Zatecky Mladina [CHM1] Mladina [CHM2]
polorany Kazbek

Mladé pivo [CHMLI1] Mladé pivo [CHML2]

¢ervenak
Pivo [CHP1] Pivo [CHP2]
Sladina [CHS3] Sladina [CHS4]
4979 ) 4980 )

_ . Mladina [CHM3] ) . Mladina [CHM4]
Modifikace ZPC Modifikace ZPC

Mladé pivo [CHML3] Mladé pivo [CHMLA4]

Pivo [CHP3] Pivo [CHP4]
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10 mL vzorku

}

10 mL acetonitrulu
| tiepani
4g MgSO: + 1g NaCl
| trepani
l centrifugace

300 uL organické fize

e 7

Obr. &. 3. 1 Ptiprava vzorki mladiny, sladiny, mladého piva a piva metodou QUEChERS
(1. odpipetovani 10 mL vzorku a 10 mL ACN do plastové 50ml kyvety; 2. tfepani na tiepacce
1 minutu; 3. pfidani smési soli MgSQO4 a NaCl; 4. tfepani v ruce pohybem ,,nahoru a doli“

po dobu 1 minuty; 5. odstfedéni 7 minut/ 5000 rpm; 6. odpipetovani organické faze).

3.4.2 Priprava vzorku chmele

Pro experiment profilovani PAs chmele za u¢elem vyvoje metody pro odridovou
specifitu byly pouzity chmely ze sklizné 2014. Chmely pochazely z riznych lokalit Ceské
republiky. Jednalo se o odriidy Zatecky polorany ervenak (ZPC), Sladek, Kazbek, Argus
a Premiant (viz pfiloha — Sklizeni chmele 2014).

Nejprve se rozemlely susené chmelové hlavky. Potom se navaZzilo ptiblizné 1 g
chmele do Ehlenmayerovy banky (vysledna koncentrace 4 g/|, pfepocitano pres susinu).
PAs byly extrahovany 70% acetonem (250 ml) v inertni atmosféfe (hrdlo baiky byl na-
plnén dusikem). Poté se vzorek nechal 40 minut tfepat. Po uplynuti doby se vzorek pre-
filtroval pies skladany filtr. Poté se odebralo 5 ml vzorku a aceton se nechal odpafit na
vakuové odparce pii 37 °C podobu 30 minut. Poté se vzorek rozpustil v 1 ml methanolu.

Pro ptipravu roztoki k analyze se odpipetovalo 200 ul chmelového extraktu,

20 ul vnitiniho standardu (¢ = 1 mg."1) a 780 pl destilované vody do sklenénych vialek.
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Opakovatelnost metody byla stanovena pomoci vzorku chmelu (Sladek- Caslav),
ktery se piipravil stejnym postupem, jako ostatni vzorky chmelu. Opakovani bylo prove-
deno Sestkrat.

Vzorky pro ziskani vytéznosti byly piipraveny opét z chmelu Sladek (Caslav).
Vzorek chmele byl pfipraven stejnym postupem, jako ostatni vzorky chmele (viz
piedchozi odstavce). Poté se do 25ml odmérné barky ptipravil smésny standard katechin,
epikatechinu, prokyanidinu B1 a B2, do kterého bylo odpipetovano 310 pul katechinu
(pracovni roztok o ¢ = 1 mg.I"Y), 77,5 ul epikatechinu (pracovni roztok o ¢= 1 mg.I?),
65 pl prokyanidinu B1 (pracovni roztok o ¢= 1 mg.I") a 15 pl prokyanidinu B2 (pracovni
roztok o c= 1 mg.I") a vysledny objem byl doplnén methanolem. Vzorky chmele s 50%
a 100% ptidavkem byly pfipraveny tak, ze do dvou sklenénych vialek bylo odpipetovano
200 pl chmelového extraktu, 20 pl vnitiniho standardu; do jedné vialky s 50% piidavkem
se odpipetovalo 50 pl smésného standardu a do druhé se 100% pridavkem 100 pl
smé&sného standardu, a poté byla piidana destilovana voda na celkovy objem 1 ml. Poté
byly pfipraveny dva vzorky pouze se smésnym standardem. Do jedné vialky se
odpipetovalo 50 pul smésného standardu, 20 ul vnitiniho standardu a 930 pl destilované
vody, do druhé vialky 100 pl smésného standardu, 20 ul vnitiniho standardu a 880 pl

destilované vody.

3.5 Experimentalni usporadani a postup méreni

Schéma experimentalniho uspotfadani je zobrazeno na obrazku 3.2. K separaci
proanthokyanidint byla pouzita kolona XSELECT HSS T3, se stacionarni fazi C18. Jako
mobilni faze byly pouzity roztoky 0,1% mravenci kyseliny ve vodé (A) a 0,1% mravenci
kyseliny v acetonitrilu (B). Podminky méteni HPLC a MS pouzité pii analyze jsou
zaznamenany V tabulce 3.2. Eluce probihala v gradientovém modu viz tabulka 3.3.
MS/MS data byla ziskdna pouzZitim modu ,,Data independent acquisition® (DIA), kdy
vybrané hmoty prekurzort byly fragmentovany v HCD kolizni cele a sledované analyty
byly detekovany a kvantifikovany na zaklad¢ specifickych produktovych iontd (viz
tabulka 3.3) v MS/MS fragmentacnich spektrech.
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Obr. 3.2 Schéma HPLC-HRMS (1 - dualni vysokotlaké pistové cerpadlo,
2 — termostatovany prostor s kolonou, 3 — automaticky davkova¢, 4 — vysoko rozliSovaci

hmotnosti spektrometr, 5 — iontovy zdroj — ESI, 6 — hmotnostni analyzator — orbitalni past).
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Tab. 3. 2 Podminky méteni pouzité pii analyze.

Parametry ioniza¢niho zdroje (ESI)

Pratok susiciho plynu (N2) 32

Pritok pomocného plynu (N2) 7

Teplota susiciho plynu 295°C

Napéti na sprejovaci jehle -3000

Teplota kapilary 295°C

MS — MS/MS experiment v negativnim ionizaénim médu

Rozliseni 35000

Max. IT ¢as 120 ms

Izola¢ni okno 2m/z

HPLC

Pouzita kolona XSELECT HSS T3 (2,1x100 mm, 2,5 um)
Mobilni faze A —0,1% mraven¢i kyselina ve vodé,

B — 0,1% mraven¢i kyselina v acetonitrilu

Davkovany objem 2 ul
Pritokova rychlost mobilni faze 0,400 ml.min*
Teplota separace 40 °C

Tab. 3.3 Gradientovy mod mobilni faze v zavislosti na Case.

min A [%] B [%0]

0 95 5

1 95 5

13 70 30
18-21 0 100
22-25 95 5

Pozn.: A-0,1% mravenci kyselina v destilované vod¢, B - 0,1% mravenci v acetonitrilu kyselina
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Tab 3.4 MS parametry pro sledované analyty a skupiny analyti, sumarni vzorec, retenéni ¢as

(Rt), m/z matetského iontu [M-H]-, m/z kvantifika¢niho iontu z fragmentaéniho MS/MS spektra

(NCE: 30).
Proanthokyanidiny [n?itn] S\';Zlgéggi mn?/t;ﬁ;(_):;_n Kvantii;lnkgéni iont
K 4,8
EK 62 C15H1407 289,1 125.0242
(E)G C15H1407 305,1 125.0242
(E)X-(E)A C30H26011 531,1 289,0720
(BE)K-(E)K Prokyanidin Bl 5,2
(E)K-(E)K Prokyanidin B3 4,5 CaoH26012 577,1 407,0775
(E)X-(E)K Prokyanidin B 5,8
(E)K=(E)K Prokyanidin A2 8.8 C3oH24012 575,1 289,0720
(E)X-(E)G CzoH26013 593,1 407,0775
(E)G-(E)G CazoH26014 609,1 125,0242
(E)K-(E)K-(E)K CasH3301s 865,1 407,0775

Pozn.: K — katechin, EK- epikatechin, (E)A-(epi)afzelechin, (E)G-(epi)gallokatechin

3.6 Zpracovani dat

Naméfené signaly byly zaznamenavané a integrované pomoci software Thermo

Xcalibur 2.2. Déle pak byla data exportovana do programu OriginPro 8.5 (OriginLab, USA),

kde byla dale zpracovana.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek separace PAs

4.1.1 Optimalizace gradientu

Pti optimalizaci gradientu byla testovana jeho strmost. Gradient vzdy zacinal

na 5 % organické faze, jejiz koncentrace linearné stoupala po dobu 13 minut na hodnoty

20 %, 25 %, 30 % nebo 35%. Chromatogram na obrazku 4.1 zobrazuje chromatogram pfi

pouziti 30 % organickou faze v 13. minutg.

Pti rGistu gradientu na finalni 20 % ACN v MF nedochézelo k dostatecné separaci

katechinu a prokyanidinu B3. U 25 % ACN na konci gradientu byla separace zbyte¢né

dlouhé a pti 35 % ACN dochézelo ke koeluci latek. Srovnani jednotlivych gradientd je

mozno vidét na obrazku 4.2.
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Obr 4.1 Chromatogram standard PAs pii slozeni kone¢ného 30% podilu ACN v MF

(1. — katechin, 2. — epikatechin, 3. — prokyanidin B1, 4. — prokyanidin B3, 5. —

prokyanidin B2).
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Obr. 4.2 Srovnani reten¢nich ¢asi PAs pfi ruizném slozeni ACN v MF (1 — epikatechin,
2 — prokyanidin B2, 3 — katechin, 4 — prokyanidin B3, 5 — prokyanidin B2).

Aplikace optimalizovanych podminek je demonstrovana na realném vzorku sladiny

a mladiny kdy dochazi k dobré separaci piki PAs (obrazek 4.3).
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Obr. 4.3 HPLC-ESI-HRMS — chromatografické zaznamy realnych vzorka (sladina-A, mladina-B). Podminky separace: Kolona XSELECT
HSS T3; mobilni faze: 0,1% kyseliny mravenéi ve vodé (A) a 0,1% kyseliny mravenéi v acetonitrilu; prittokova rychlost: 0,4 ml.min*

v gradientovém modu (viz tabulka 3.3); teplota separace 40 °C. Pozn.: K-katechin, G-gallokatechin, A-afzelechin.



4.1.2 Optimalizace normalizované kolizni energie

Normalizovana kolizni energie byla optimalizovana s ohledem na ziskand MS/MS
spektra, ktera bude mit reprodukovatelnou a dobte vypovidajici fragmentaci, proto byly
srovnany hodnoty normalizované kolizni energie (NCE) 20, 30 a 40. Za optimalni
normalizovanou NCE byla zvolena hodnota 30, pfi které byla ziskana reprodukovatelna
MS/MS spektra s bohatou fragmentaci (viz obrazek 4.4). Pi pouziti NCE 20, nedochézelo
k dostatecné fragmentaci iontii. Naopak pti pouziti vy$§si NCE nez 30 dochézelo az

k pfili§ rozsahlé fragmentaci iontt, ktera byla pro vyhodnoceni nepichledna.
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Obr. 4.4 Fragmenta¢ni spektrum katechinu (A) a prokyanidinu (B) pfi pouziti NCE 30.

Vysledné experimentalni podminky jsou uvedeny v tabulce 3.2.
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4.2 Interni validace metody

4.2.1 Kalibrace metody, limit kvantifikace (LOQ)

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny podle navodu (kapitola 3.3) a zméfeny jejich
plochy Sestkrat. Z naméfenych hodnot se udélal prumér, a poté se vypocitaly odchylky
méieni. Ze ziskanych hodnot ploch (normalizovanych na plochu ISTD) byly sestrojeny
kalibra¢ni kiivky (viz obrazek 4.5, 4.6, 4.7,4.8) katechinu, epikatechinu, B1 a B2
v koncentraénim rozmezi od 5 pg.I do 200 pg.I"! a vypodteny rovnice regrese a hodnoty
determina¢niho koeficientu RZ.

Poté byla ucena mez stanovitelnosti (LOQ — z anglického zkratky — limit
of quantification), jako nejniz§i bod kalibra¢ni kiivky. Ta byla ovéfena pomoci
opakovaného méfeni (6x) a vyjadieni relativni smérodatné odchylky (viz tabulka ¢. 4.1).
Pro vSechny standardy byla relativni smérodatnd odchylka mensi nez 20 %, z cehoz
vyplyva, ze nejnizsi bod kalibra¢ni kiivky u jednotlivych PAs lze povazovat za mez

stanovitelnosti.

Tab. 4.1 Mez stanovitelnosti pro jednotlivé PAs standardy.

Relativni smérodatna

LOQ [pg.1I"] odchylka [%]
Katechin 10 2,4
Epikatechin 5 12,6
Prokyanidin B1 10 9,7
Prokyanidin B2 10 5,2
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Obr 4.5 Kalibraéni zavislost katechinu. Rovnice regrese y = 0,00044 ¢ — 0,00323,
R?=0,9996.
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Obr 4.6 Kalibracni zavislost epikatechinu. Rovnice regrese: y = 0,00109 c— 0,00662,
R?=0,9986.
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Obr 4.7 Kalibra¢ni zavislost prokyanidinu B1 — rovnice regrese:
y = 0,00060 ¢ —0,00323, R? = 0,9951.

020 ' ' d
018 [
016 [
014 [
012 |
010 |
0,08 [
0,06 |

0,04

Pomér ploch Apz / Aistp

0,02

0,00 - -

_0,02 I L 1 " | 1 1 L |
0 50 100 150 200

Koncentrace [ug.l']

Obr 4.8 Kalibra¢ni zavislost prokyanidinu B2 — rovnice regrese:
y = 0,000091c - 0,00669, R?=0,9935.
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4.2.2 Opakovatelnost metody

Vzorek chmelu (Sladek — Caslav) byl pfipraven $estkrat stejnym postupem. Poté
byly vzorky zméfeny a nasledné byla vypoéitana koncentrace (mg.kg™) nami vybranymi
PAs. Ze ziskanych hodnot se vypocital primér a posléze se vypocitala relativni
smérodatna odchylka téchto koncentraci (viz tabulka 4.2). Pro jednotlivé PAs standardy
byla relativni smérodatna odchylka mensi nez 20 %, coz svédci o dobré opakovatelnosti

metody.

Tab. 4.2 Opakovatelnost metody.

Koncentrace [mg.kg™]
Méieni
Pramér RSD [%]
1 2 3 4 5 6
K 122 127 104 83 98 101 106 16,5
EK 15 16 14 12 14 13 14 13,6
Bl 50 45 33 31 37 34 38 19,7
B2 6 5 3 4 4 4 4 14,0

Pozn.: K — katechin, EK — epikatechin, B1 — prokyanidin B1, B2 — prokyanidin B2

4.2.3 Standardni pridavek, vytéZnost metody

Vzorek chmelu, vzorky chmelu s 50% a 100% piidavkem PAs (katechin,
epikatechinu, prokyanidinu B1 a B2) a vzorky se smésnym standardem pfipravené
z pracovnich roztokii byly pfipraveny a zméteny ttikrat. Vysledné hodnoty z métfeni byly
vzdy zprimérované. Ze ziskanych dat byla vypocitdna vytéZnost metody

viz tabulka 4.3.
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Tab. 4.3 VytéZznost metody.

Priumérna vytéZnost metody  Prumérna vytéZnost metody

PAS u 50% pridavku PAs [%] u 100% pridavku PAs [%]
K 113 100

EK 100 98

B1 111 118

B2 103 114

Pozn.: K — katechin, EK — epikatechin, B1 — prokyanidin B1, B2 — prokyanidin B2

Vytéznost na obou koncentracnich hladinach (50% a 100% ptidavek PAs) se po-
hybuje v oblasti 98 - 118 %, tudiz lze fici, Ze metoda ma vybornou vytéznost. V souladu
s jiz dtive popsanymi vysledky je 70% aceton pro extrakci PAs z chmele optimalni.
Z dobré vytéznosti metody Ize také usuzovat na optimalni separacni podminky a pod-

minky MS detekce.

4.3 Aplikace metody

4.3.1 Koncentraéni profil PAs béhem varniho procesu

Jak 1ze vidét na obrazcich 4.9, 4.10, 4.11,4.12 a 4.13, béhem varniho procesu se
jednotlivé koncentrace PAs méni.

Koncentra¢ni profily katechinu, epikatechinu, prokyanidinu B1 a B2 maji stejny
prubéh. Ve slading, kdy jednotlivé PAS pochazeji pouze z je¢mene, je koncentrace téchto
latek zprvu nizka. Po chmelovaru, kdy se ke sladin€ ptid4a chmel a vznika mladina, jejich
koncentrace vyrazné stoupa - lze tedy fici, Ze tyto PAs pochazeji z chmele. Nasledné se
jejich koncentrace snizuje z technologickych divodu (precipitace s bilkovinami
a odstraniovani kalli pro stabilizaci piva).

Rozdilny prubéh mé prokyanidin B3, jehoz koncentrace je nejvyssi ve slading,
a poté linearné klesa. Divodem je, Ze tento prokyanidin je hojn¢ obsazen v je¢meni,

ve chmelu pfitomen neni.
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Déle je z grafii patrné, ze koncentrace katechinu v mladin€ (obr. 4.9) je
V jednotlivych odrudiach chmelu rozdilna. Koncentrace epikatechinu v mladiné (obr.
4.10) se shoduje u odridy Kazbek s chmelem 4980 (modifikace ZPC). Koncentraci
prokyanidinu B1 v mladiné ma shodnou chmel 4979 (modifikace ZPC) a ZPC.
Prokyanidin B2 v mladind ma riizné koncentrace, odrtida ZPC ma asi pétinasobné vyssi
koncentraci tohoto PAs oproti odriadé Kazbek. Maly rozptyl B3 v mladiné (obrazek 4.13)

je dan nejistotou méfeni a technologii ptipravy vzorku.
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Obr. 4.9 Koncentraéni profil katechinu béhem varniho procesu (® — Zatecky polorany

erveniak, m — Kazbek, m — modifikace ZPC 4979, m — modifikace ZPC 4980).
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Obr. 4.10 Koncentraéni profil epikatechinu béhem varniho procesu (m — Zatecky
polorany Gervenak, m — Kazbek, m — modifikace ZPC 4979, m — modifikace ZPC 4980).
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Obr. 4.11 Koncentraéni profil prokyanidinu Blbéhem varniho procesu (™ —

Zatecky polorany &ervenak, ® — Kazbek, m— modifikace ZPC 4979, ® — modifikace ZPC 4980).
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Obr. 4.12 Koncentraéni profil prokyanidinu B2 b&hem varniho procesu (m — Zatecky
polorany &ervenak, m — Kazbek, w— modifikace ZPC 4979,® — modifikace ZPC 4980).
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Obr. 4.13 Prabé&h koncentrace prokyanidinu B3 béhem varniho procesu ( ™ — Zatecky
polorany ervenak, m — Kazbek, s — modifikace ZPC 4979, m — modifikace ZPC 4980).
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4.3.2 Odrudova specifita chmele pomoci profili PAs

Ziskané profily testovanych padesati vzorkii chmele byly statisticky zpracovany
pomoci klastrové analyzy. Ze ziskaného dendrogramu (viz obrazek 4.14) je patrné, ze
odrtidy chmele se rozdélily do dvou hlavnich skupin, a to na Zatecky polorany &ervetidk
a na odridy dalsi (Sladek, Premiant, Agnus a Kazbek).

Nejblizsi shody s ZPC mé odrtida chmele Sladek z druhé skupiny. Tato odriida
byla ziskana vybérem hybridniho potomstva §lechtitelského materialu, kde v ptivodu jsou
odriidy ZPC a Northern brewer. ProtoZe je ziejmé, Ze geneticky piivod chmele se shoduje
s chemotaxonomickym profilem PAs, jsou chemicky tyto dvé odriidy skutecné nejvice
podobné, coz potvrdila i publikace Ol3ovska et al.*°.

Odrtda Premiant se zatadila za odriidu chmele Sladek. Tato odrida byla ziskana
také vybérem z hybridniho potomstva kiizenim ZPC, a navic z dalsiho $lechtitelského
materidlu. Odrida Agnus, kterd se zafadila za Premiant, byla ziskdana vybérem
Z hybridniho potomstva, které mé v piivodu odrady ZPC, Sladek, Bor, Fuggle, Northeirn
brewer a dalsi Slechtitelsky material. Odrida chmele Kazbek, ktera je na opa¢ném konci
dendrogramu nez ZPC, neni geneticky piibuzna s ZPC, byla ziskana $lechténim ruského
plané¢ho chmele.

Z dendrogramu je patrné, Ze se jeden vzorek odridy Kazbek zatadil do klastru
s odriidou Sladek. Vzhledem k tomu, ze vSechny ostatni vzorky se zatadily do ptislusnych
klastrii, 1ze tento vzorek povazovat za nestandardni (chyba mohla nastat napiiklad

zaménou vzorku pfi odbéru, pii chemické analyze nebo pfi ptipravé vzorku).
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Obr. 4.14 Klastrova analyza. Odriidova specifita chmele (ZPC — Zatecky polorany erveiidk, SLA- Sladek, PRE —Premiant,
AGN — Agnus, KAZ — Kazbek).
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5 Zaver

Cilem této prace bylo optimalizovat podminky separace PAs ve vybranych
pivovarskych surovinach pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim a aplikovat tuto metodu
na sledovani profilu vybranych PAs (katechin, epikatechin, prokyanidin B1, B2 a B3)
behem pivovarského procesu. Bylo zjisténo, ze jednotlivé koncentrace se béhem procesu
meéni. Koncentrace katechinu, epikatechinu, prokyanidinu B1 a B2 v mladiné prudce
stoupla oproti koncentraci ve slading, z ¢ehoz vyplyva, ze tyto PAs jsou pfi varnim
procesu extrahovdny z pouzitého chmele. Naopak prokyanidin B3 pochazi pouze
z je¢mene, nebot’ jeho koncentrace béhem varniho procesu linearné klesa. Vysledny
linearni pokles vsSech sledovanych PAs je zpusobeny technologickym procesem pfi
vyrobé piva (precipitace s bilkovinami, odstranovani kalti). Dale bylo potvrzeno, ze profil

proanthokyanidini je specificky pro danou odriidu ¢eského chmele.
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PRiLOHA

Tab. 5.1 — Sklizeni chmele 2014

Zatecky polorany &erveiiak

Obec Cislo Suina [%] Navazka do 250
vzorku mL [g]
Btinkov 1 89,93 1,11
Bfinkov 2 90,85 1,10
Steknik 1 90,87 1,10
Steknik 2 88,92 1,12
Sobéchleby u Podbotan 1 90,25 1,11
Sobéchleby u Podbotan 2 89,68 1,12
Sirem 1 90,05 1,11
Sirem 2 90,85 1,10
Msec 1 89,80 1,11
Knézice u Podboran 1 89,47 1,12
Knézice u Podboran 2 89,85 1,11
Kounov u Rakovnika 1 89,56 1,12
Smilovice 1 89,25 1,12
Hradisté nad Ohfi 1 90,79 1,10
Zele& u Zatce 1 91,42 1,09
Nesuchyné 1 90,67 1,11
Zatecky polorany &erveiiak — Triice
Senice na Hané 1 90,93 1,10
Cechy 1 89,03 1,12
Doloplazy u Olomouce 1 90,20 1,11
Lipiany 1 90,56 1,10
Zatecky polorany fervenak — Usték
Radovesice u Libochovic 1 89,88 1,11
Brozany nad Ohiti 1 90,39 1,11
Sitejovice 1 89,72 1,11
Okna u Polep 1 89,04 1,12

tab 5.1 pokracuje na dalsi strané
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pokracovani tab. 5.1 s pfedchozi strany

Obec Cislo Suina [%] Navazka do 250
vzorku mL [¢]
Sifejovice 1 89,72 1,11
Premiant
Steknik 1 90,72 1,10
Tuchoftice 1 91,28 1,10
Zatec 1 91,41 1,10
Sedcice 1 91,46 1,09
Hredle 1 90,34 1,11
Libochovice 1 90,29 111
Pocedélice 1 91,85 1,09
Brozany na Ohii 1 91,85 1,09
Hnévotin 1 89,89 1,11
Prosenice 1 90,38 1,11
Agnus
Statikovice u Zatce 1 92,55 1,08
Trnovany u Zatce 1 89,40 1,12
Trnovany u Zatce 2 91,76 1,09
Trnovany u Zatce 3 91,35 1,09
Trnovany u Zatce 4 92,32 1,08
Steknik 1 92,05 1,09
Sladek
Sedcice 1 91,51 1,09
Caslav 1 90,34 1,11
Lipnik nad Be¢vou 1 90,07 1,11
Lipnik nad Be¢vou 2 90,28 1,11
Prosenice 1 90,72 1,12
Radvanice u Lipnika 1 90,93 1,10
Radvanice u Lipnika 2 89,72 1,11
Radvanice u Lipnika 3 92,55 1,08
Hradisté 1 90,27 1,11
Neprobylice 1 90,07 1,11

tab. 5.1 pokracuje na dalsi strané
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pokraCovani tab. 5.1 z pfedchozi strany

Obec Cislo Suina [%] Navazka do 250
vzorku mL [g]
Knézice u Podboran 1 90,74 1,10
Kazbek
Vrbicany 1 90,51 1,10
Vrbicany 2 90,13 1,11
Vrbicany 3 90,50 1,10
Zaluzice 1 89,42 1,12
Zaluzice 2 90,02 1,11
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