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Anotace

Tato prace se zabyva selektivni izolaci hydrofobinu SC3 s  vyuZzitim
polytetrafluorethylenovych mikrocastic a jeho naslednou identifikaci. V dalsi c¢asti byl
popsan proces charakterizace azaphilovovych pigmentii moiské houby Talaromyces
albobiverticillius. V neposledni fad¢ byla vénovéana pozornost komplexnimu studiu medovin

se zamétfenim na nalezeni vhodnych ukazatell pro kontrolu jejich kvality.
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Title

Analysis of biologically active compounds using modern analytical techniques.

Annotation

This work deals with selective isolation of hydrophobin SC3 using polytetrafluoroethylene
microparticles and its subsequent identification. In the next part the whole process of
characterization of azaphilone pigments of Talaromyces albobiverticillius was described.
Last but not least, attention was paid to the complex study of mead with a focus on finding

suitable indicators for quality control of mead.

Keywords
hydrophobins, azaphilones, phenolic compounds, mead, liquid chromatography, mass

spectrometry



Cile

Tato disertacni prace se skldda ze tiech samostatnych kapitol, pro které byly stanoveny

nasledujici cile:

1. Selektivni izolace hydrofobinu SC3 extrakci na pevné fazi a jeho néslednd identifikace
pomoci modernich instrumentalnich technik:
v' Optimalizace specifického proteolytického protokolu pro hydrofobin SC3.

v’ Vyvinuti nové metody pro selektivni izolaci hydrofobinu SC3 ze smési protein.

2. Charakterizace azaphilonovych pigmentt (7Talaromyces albobiverticillius) jako
potencialnich novych potravinaiskych barviv:
v" Nalezeni optimalniho ¢inidla pro extrakci pigmentd, izolovanych z moiské houby
Talaromyces albobiverticillius.
v' Optimalizace podminek chromatografické separace (HPLC-PDA-ESI/MS) pro
extrahované pigmenty.

v" Identifikace nalezenych pigmentd.

3. Analyza fenolickych latek v medovinach:
v Optimalizace podminek pro extrakci fenolickych latek z medovin.
v Optimalizace parametrti pro HPLC/MS/MS analyzu vybranych fenolickych latek.
v' Aplikace optimalizovanych parametri na analyzu realnych vzorki medovin s cilem

najit spolecné a rozdilné znaky a odhalit ptipadné falSované vzorky.
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SEZNAM ZKRATEK

ABTS
ACN
AMK

CE
CHCA
CUPRAC

CXP
DAHC
DNA
DP
DPPH
DTT
EDTA
ESI
FA
FRAP

GAE

HMF
HPLC

IAA

IMA

LC/MS

LLE

LOD

LOQ

MAE
MALDI
MALDI-TOF

2,2"-azinobis-(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonat)

Acetonitril

Aminokyselina

Kolizni energie

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova

Metoda méfeni antioxidacni aktivity na principu redukce méd’natého
iontu

Vystupni potencial kolizni cely

Hydrogencitrat amonny

Deoxyribonukleova kyselina

Deklasteracni potencial

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Dithiothreitol

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Ionizace elektrosprejem

Kyselina mravenci

Metoda méteni antioxidac¢ni aktivity zaloZena na redukci Zeleznatych
komplexii

Antioxidacni aktivita vztazena na ekvivalentni mnozstvi kyseliny
gallové

5-hydroxymethylfurfural

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Iodoacetamid

Mezinarodni asociace medovin

Kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii
Extrakce z kapaliny do kapaliny

Mez detekce

Mez stanovitelnosti

Mikrovlnna extrakce

Ionizace a desorpce laserem za icasti matrice

Ionizace a desorpce laserem za ucasti matrice v kombinaci

s analyzatorem doby letu
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MF
MRM
MS
NMR
ORAC

PCA
PDA

PFA
PTFE

Q

R2
RP-HPLC

RP-LC

SA

SDS
SDS-PAGE

SF
SPE
TCEP
TEAC
TFA
TOF
TRIS
USE

Mobilni faze

Monitorovani hmotnostnich ptfechodt vybranych iontt
Hmotnostni spektrometrie

Nuklearni magneticka rezonance

Meéfeni antioxidacni aktivity zalozena na eliminaci kyslikového
radikalu

Analyza hlavnich komponent

Detektor diodového pole

Kyselina permravenci

Polytetrafluorethylen

Kvadrupol

Koeficient determinace

Vysokoucinna kapalinova chromatografie v systémech s obracenymi
fazemi

Kapalinova chromatografie v systémech s obracenymi fazemi
Kyselina trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxysinapova

Dodecylsiran sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu
sodného

Stacionarni faze

Extrakce na pevné fazi

Tris(2-carboxyethyl)phosphin hydrochlorid

Antioxidacni aktivita vztaZzend na ekvivalentni mnozstvi troloxu
Kyselina trifluoroctova

Analyzator doby letu

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ultrazvukova extrakce
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1 SELEKTIV’Ni IZOLACE HYDROFOBINU SC3 EXTRAKCI
NA PEVNE FAZI A JEHO NASLEDNA IDENTIFIKACE
POMOCI MODERNICH INSTRUMENTALNICH TECHNIK

1.1 Uvod

V soucasné dobé je vétSinova cast produkce sladovnického je€mene vyuZzivana pro
pivovarnické ucely. Aby zlstal je¢men kvalitni 1 po sklizni, je nutné¢ dodrzovat optimalni
podminky béhem skladovani. V opa¢ném piipadé miize dojit k znehodnoceni jeCmene riiznymi
druhy patogennich plisni. Ty mohou kromé nebezpecnych mykotoxinti produkovat také dalsi
nezédouci latky, jako jsou napft. hydrofobiny - proteiny zptisobujici piepetiovani piva (primarni
,,gushing®).

Hydrofobiny jsou malé proteiny, obsahujici osm cysteint v fetézci, které mezi sebou
tvoti Ctyfi disulfidické mistky. Hydrofobiny jsou obecné tvofeny riznymi sekvencemi
aminokyselin (AMK), avSak vzor 8 cysteinti je pro vSechny hydrofobiny charakteristicky a diky
tomu je lze rozpoznat jiz na zdklad¢ priméarni sekvence. Hydrofobiny se d¢li na zaklade
strukturnich odliSnosti a rozpustnosti do dvou tfid. Hydrofobiny tiidy I tvoifi vysoce
nerozpustné komplexy, rozpustné jen v n€kterych silnych kyselinach, a naopak hydrofobiny
tiidy II jsou rozpustné v béznych organickych rozpoustédlech, napt. v ethanolu. Neobvykla je
také celkova struktura hydrofobint. Diky uspotfadani vétSiny hydrofobnich a hydrofilnich
aminokyselin na opacnych koncich molekuly vykazuje molekula hydrofobinii amfifilni
charakter. Struktura hydrofobinli udava zéaroven jejich celkovy charakter a vlastnosti
(povrchova aktivita, schopnost samoshluknuti, schopnost pfilnout na povrchy a tim ménit jejich
charakter). Hydrofobiny hraji vyznamnou roli ve vyvoji a ristu vlédknitych hub, jelikoz
umoziuji pronikani hyf do riznych prostiedi a Sifeni spor do okoli.

Béhem posledniho desetileti piinesl vyzkum lepsi pochopeni role hydrofobint pfi
autoagregacnich procesech na hydrofilnich/hydrofobnich rozhranich. V disledku toho bylo
navrzeno $iroké spektrum vyznamnych védeckych a technologickych aplikaci. Dodnes bohuzel
nejsou hydrofobiny komercéné dostupné ve vétsSim méftitku, prestoze jejich dostupnost by mohla

vést ke snazsim a rychlej$im analyzam, charakterizaci apod.
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1.2 Charakterizace

Hydrofobiny jsou malé, povrchové aktivni proteiny produkované vldknitymi houbami.
Béhem vyvoje a rlstu vldknitych hub plni hydrofobiny Siroké spektrum funkci. Umoziuji
naptiklad rozristani hyf v podhoubi, pronikani reproduk¢nich struktur z média, a dale
zprostiedkovavaji piichyceni hyf k hydrofobnim povrchim. Tyto procesy jsou stézejni
v pocatecnich krocich patogeneze hub. Pro pribéh patogeneze je dilezité prilnuti houbového
vldkna k hydrofobnimu povrchu hostitele a poté dochazi k zapoceti samotné penetrace
a infikace [1,2]. Konkrétné¢ u plisn¢ Schizophyllum commune je tvorba vzdusnych hyf
doprovazena expresi genu SC3 v myceliu. Tato skutecnost vede v prubéhu ristu vzdusnych hyf
k vyluCovani monomerniho hydrofobinu SC3 do média, ktery pozd¢€ji agreguje na rozhrani
voda/vzduch do podoby amfipatické membrany. Na rozdil od vétSiny povrchové aktivnich
latek, vykazuji hydrofobiny povrchovou aktivitu na zakladé konformacnich zmén, a nejsou tedy

toxické, ani nenarusuji bunécné membrany [3-5].

1.3 Rozdéleni a struktura

V podstaté jiz od dob jejich objeveni, jsou hydrofobiny rozdéleny do dvou tfid, na
zéklad¢ porovnavani vlastnosti, sekvenci a vyskytu jednotlivych aminokyselin. Pfes pomérné
nizkou sekvencni podobnost I. a II. tfidy je pro obé skupiny spole¢né prostorové usporadani
hydrofobnich, hydrofilnich a neutrdlnich aminokyselin. Typickym a nezaménitelnym znakem
je zastoupeni osmi cysteint v fetézci hydrofobinti. Sousedici cysteiny 2,3 a 6,7 spolu tvoii pary.
V fetézci se stiidaji samostatné cysteiny a pary (C1, C2—C3, C4, C5, C6—C7, C8) a tento jev je
natolik specificky, Ze diky nému mohou byt hydrofobiny rozeznany jiz dle primarni sekvence.
Hydrofobiny déle obsahuji disulfidické mustky mezi cysteiny 1-6, 2-5, 3-4 a 7-8. Disulfidické
mustky, propojujici cysteiny, tvofi vysoce kompaktni strukturu, ktera ve velké mite ovlivituje
jejich vlastnosti [6-8].

Retézec hydrofobini t¥idy I obsahuje pfiblizné 100-125 aminokyselin. Jejich struktura
je tvofena z centralniho B-barelu, ktery je sloZen ze Ctyt B-vlaken. Molekula dale obsahuje
dvouvlakenny B-list a dvé neuspoiadané smycky. Retézec hydrofobint t¥idy IT obsahuje 50-100
aminokyselin. V porovnani s hydrofobiny I. tfidy je v jejich struktuie kromé cysteinovych
mustkil jedinym spolecnym znakem centralni B-barel. Dvé vlakna B-listu jsou nahrazena

a-Sroubovici ve stejné oblasti a dvé neuspotfadané smycky zcela chybi (obr.1) [9].
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Trida-Iy Trida-IIq

Obr. 1 Struktura hydrofobint I. a II. t¥idy [10].

1.4 Vlastnosti, funkce a vyznam

Hydrofobiny disponuji mnozstvim zajimavych fyzikalné-chemickych vlastnosti, které
uzce souvisi s jejich funkcemi. Mezi nejvyznamnéjsi patii povrchova aktivita. Hydrofobiny
vyrazné snizuji povrchovou aktivitu vody a tim umoziuji plisnim prochazet mezi riiznymi
prostfedimi, napt. voda-vzduch. Pro hydrofobiny je dale charakteristickd amfifilni povaha
molekuly, diky které jsou schopny obalit hydrofobni nebo hydrofilni pevny povrch a tim
naprosto zménit jeho charakter. Ponofime-li desku z hydrofobniho materidlu (teflon) do
vodného roztoku obsahujici hydrofobiny I. tfidy, dojde k vytvofeni vrstvy hydrofobint, ktera
zaruci smacivy povrch desky (obr. 2A). Dojde-li naopak ke kontaktu s hydrofilnim povrchem
(sklo, filtrani papir), molekuly hydrofobinu pfilnou na dany povrch svou hydrofilni ¢asti

a zmeéni charakter materidlu na hydrofobni (obr. 2B) [11].

@ Monomernihydrofobin
owe Agregovany hydrofobin
-bila ¢ast-hydrofilni

-¢erné ¢ast-hydrofobni

Obr. 2 Schopnost hydrofobinti zménit charakter riznych povrchii na zékladé zmény usporadani

molekuly [1].
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K agregacim molekul hydrofobinii mize dochézet v roztoku i samovolné. Spojenim
dvou monomernich molekul vznikaji dva druhy dimerti, amfifilni a hydrofilni (obr. 3).
Amfifilni dimery jsou tvofeny spojenim dvou monomernich jednotek. Jejich hydrofobni
1 hydrofilni ¢asti zlstavaji na povrchu molekuly. Tyto dimery se mohou dale spojovat do
podoby vlakna. V ptipadé, kdy dojde ke kontaktu amfifilnich dimera s rozhranim voda/vzduch,
mohou vytvafet jednovrstevné filmy (obr. 3). Dalsi variantou jsou hydrofilni dimery, které
vznikaji spojenim hydrofobnich ¢asti monomernich molekul. Celkové tedy vykazuji hydrofilni
charakter. Oba typy dimert (amfifilni a hydrofilni) mohou tvofit tetramerové jednotky (obr. 3),
které jsou vysoce stabilni a toleruji vysoké teploty i zmény pH. Strukturu hydrofobinti je mozné
ovlivnit pomoci riznych chemikalii. Napftiklad pii pouziti 65% ethanolu dojde k rozdéleni
tetramerli na monomery (aniz by byl rozvinut fetézec) a naopak ptidavek soli vyvolavé vznik
vétsich agregatii. Piesto pocet jednotek, které tvoii agregat, neovliviiuje povrchovou aktivitu
[7,12,13].

Diky vyse popsanym vlastnostem umoziuji hydrofobiny Sifeni spor do prostiedi. Spory
jsou pfevrstveny tenkym filmem hydrofobind, ktery zajisti jejich hydrofobicitu a tim
1 vodéodolnost, ¢imzZ je usnadnéno rozptyleni do ovzdusi [11,14]. Podobné jako zastavaji
hydrofobiny rozmanité role v pribehu zivota vldknitych hub, mohou mit i dal$i potencidlni
funkce v pozemnich ekosystémech. Naptiklad byla navrzena hypotéza, ze hydrofobni skvrny

v pudach, které zabranuji pronikéni vody, mohou byt zpiisobeny ptitomnosti hydrofobint [2].

Vzduch

jEEEEEEEE =

Monovrstva

«— Hydrofilni ¢ast
«— Hydrofobni ¢ast

Monomer \
Hydrofilni
/"/ dimer

4

Hydrofilni
tetramer

Polymer (vlakno)
Obr. 3 Chovani hydrofobina v roztoku [12].
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1.5 Soucasné metody izolace a analyzy

V minulosti bylo popsano n¢kolik izolacnich technik pro obé& skupiny hydrofobint
[15-18]. Piestoze hydrofobiny vykazuji spoustu spolecnych znaki, zplisob jejich izolace je

obecné volen na zéklad¢ jejich zatrazeni do tfid.

1.5.1 Izolace hydrofobint I. tFidy

Hydrofobiny 1. tfidy se vyznacuji extrémni odolnosti. Jejich extrakce z bunécnych stén
vyzaduje silnd cinidla, jako jsou kyseliny. Diky jejich vlastnostem odoldvaji i1 napf.
2% dodecylsiranu sodnému (SDS) za horka. Tohoto chovani Ize s vyhodu vyuzit v procesu
extrakce [19]. Hydrofobiny I. tfidy mohou byt produkovany volné do roztoku [20,21] nebo jako
soucast bunécnych stén plisni [4], kde je pak nutné nejprve bunécné stény mechanicky rozrusit
[22]. Jako prvni extrakéni ¢inidlo 1ze pouzit 2% SDS za horka [23], ktery odstrani nezadouci
proteiny, vcetné hydrofobinti II. tfidy. Nasleduje extrakce 98% kyselinou mravenci (FA) [21]
nebo koncentrovanou kyselinou trifluoroctovou (TFA) [23], které rozpusti i hydrofobiny
I. tfidy. Po odpateni kyseliny jsou diky zméné konformace hydrofobiny ve vod¢ rozpustné.
Pfestoze jsou vySe popsané metody funkc¢ni, nebyla dosud popsana dostatecné selektivni

a ucinna technika pro specifickou izolaci hydrofobninu tiidy I.

1.5.2 1Izolace hydrofobinii II. tFidy

Pro izolaci hydrofobint II. tfidy jsou, ve srovnani s tfidou I, dostacujici podstatné
mirn¢jsi ¢inidla, jako napt. surfaktanty. Pro izolaci hydrofobint II. tfidy se také vyuziva jejich
vlastnosti — konkrétné schopnosti agregovat na raznych typech rozhrani. Takto Ize izolovat
hydrofobiny z vodnych dvoufazovych systémt [24] s vyuzitim neiontovych surfaktantl, jako
jsou Berol 325 [14], Berol 523, Berol 266, Triton X-114 [17] nebo SDS [25]. V téchto studiich
byly hydrofobiny po extrakci pfeciStény jest¢ pomoci hydrofobni interak¢ni chromatografie
[25] nebo preparativni vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii v systémech s obracenymi
fazemi (RP-HPLC) [17]. Jiny pfiistup popisuje separacni techniku s vyuzitim CO> jako
rozprasovaciho plynu pro extrakci hydrofobinu HFBII (tfida II) [26]. Tato studie probé¢hla
zjisténo, ze hydrofobiny siln¢ interaguji s CO» a tohoto jevu bylo vyuzito pti izolaci. Kultiva¢ni
médium Trichoderma reesei, obsahujici hydrofobiny, bylo provzdusnéno ve frakcionatoru
pomoci CO, a vznikla péna byla pieiiténa kapalinovou chromatografii. Zadny vzorek po

provzdusnéni a odebrani pény jiz nevykazoval sklony ke ,,gushingu® [16].
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1.5.3 Strukturni modifikace pied analyzou

Disulfidické mistky zastavaji ve strukturni stabilit¢ hydrofobint klicovou roli (viz
kapitola 1.3.). Proto je pro naslednou proteomickou analyzu hydrofobini nezbytné Gc¢inné
rozruseni disulfidickych mistkia [8]. Existuje n¢kolik moznosti, jak 1ze disulfidické mustky
odstranit, naptiklad redukce dithiothreitolem (DTT) v pfitomnosti guanidinhydrochloridu [§8]
s naslednou stabilizaci cysteinovych jednotek jodacetamidem (IAA) nebo kyselinou
jodoctovou. Dalsi variantou je oxidace SH skupin postrannich fetézcli (obsazenych
u aminokyselin cysteini a methioninu) pomoci kyseliny permravenci (PFA) [27]. Po oxidaci
jsou SH skupiny nahrazeny skupinami SO3H ve struktufe cysteinii a skupinami SO,CH3 ve
struktufe methioninu. Oxidace zajisti rozvolnéni disulfidickych mtstkl (obr. 4), tim usnadni
pfistup pro $tépici enzymy [23,27] a zaroven jsou do postrannich fetézcl vloZeny hydrofilni

skupiny, které snizuji hydrofobicitu.
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Obr. 4 Strukturalni zmény hydrofobinu SC3 pied a po oxidaci PFA. A) Rozpustna forma
hydrofobinu SC3 s neporusenymi disulfidickymi mustky. B) a-helikalni forma SC3 po oxidaci
PFA s rozvolnénymi disulfidickymi mustky pfi kontaktu s teflonem. C) PFA oxidovany SC3
ve formé B-skladaného listu pii kontaktu s teflonem. Cerné oznadeny aminokyseliny, které byly

modifikované deuteriem [27].
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1.5.4 Enzymatické Stépeni

Pro proteomické studium hydrofobinii hraje klicovou roli G€inné Stépeni, at’ uz
enzymatické nebo chemické. Tento proces zpravidla vyzaduje rozpusténi [28], disociaci
proteinovych komplext a denaturaci proteinové struktury. Aplikace riznych kompatibilnich
detergentl je nezbytna k usnadnéni Stépeni proteinil, nerozpustnych v béznych pufrovacich
roztocich. K tomuto tcelu je dostupny napiiklad komercni surfaktant RapiGest SF (Waters,
USA), deoxycholat sodny [29] nebo SDS [30]. SDS ale vyznamn¢ inhibuje aktivitu proteaz
nebo ke Stépeni viibec nedochazi [25]. Deoxycholat sodny vSak vykazuje nékolik vyhod pro
proteomickou analyzu. Vyhodou je zejména cenova dostupnost, zvySeni uc¢innosti
proteolytického S$tépeni (pfedevSim u hydrofobnich proteinll) a moznost jeho snadného
odstranéni z roztoku po okyseleni. [29].

Pro enzymatické stépeni hydrofobinu HFBI (tfidy II) jiz byly testovany rizné enzymy
veetné proteindzy K, chymotrypsinu, papainu a pepsinu [25]. Pepsin a papain byly zcela
neucinné, zatimco chymotrypsin a proteinasa K byly ucinné pouze ¢astecné [25]. Pro Stépeni
hydrofobinu SC3 (tfida I) byl pouzit pepsin s naslednou analyzou pomoci hmotnosti

spektormetrie (MS). Touto metodou byly detekovany pouze dva specifické peptidy [2].

1.5.5 Analyza

Hydrofobiny mohou byt analyzovany nejriznéj$imi technikami v zavislosti na tom, co je
o¢ekavano od vysledku analyz. Ke studiu terciarni (3D) struktury jsou pouzivany zejména dvé
techniky: rentgenova krystalografie [6,31] a nuklearni magneticka rezonance (NMR) [2, 14,31-
33]. Dalsi technikou vyuzivanou v proteomice je mikroskopie atomdrnich sil [2], umoziujici
studium mechanickych vlastnosti proteinti nebo urceni lokalni struktury bunéénych membran.

Pro identifikaci hydrofobinti se v soucasnosti nejvice pouziva hmotnostni spektrometrie
(MS). Lze volit zné€kolika typil ionizaci a analyzatorQ, ale nejvyuzivangj$i je kombinace
ionizace a desorpce laserem za iCasti matrice v kombinaci s analyzatorem doby letu (MALDI-
TOF) [27,29,34], ktera umoznuje analyzu proteind v intaktni formé&. Pro analyzu primarni
sekvence pomoci hmotnostni spektrometrie je vhodné hydrofobiny nejprve ucinné a specificky
nastépit, tento krok vSak dodnes €ini znacné potize. Dalsi alternativou analyzy je vyuZiti spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), ktera poskytuje vyhodu
soucasné separace a identifikace [35]. Pokud se jedna o analyzu hydrofobint ze smési, ptipadné
ovéfeni ucinnosti Stépeni, je velmi G¢innym nastrojem elektroforeticka separace, konkrétné
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)
[23,29].
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1.6 Hydrofobin SC3

1.6.1 Struktura

Hydrofobin SC3, produkovany plisni Schizophyllum commune, je nejlépe
charakterizovanym hydrofobinem I. tfidy. Jeho fetézec je slozen ze dvou hlavnich casti:
signalniho fetézce (1.-24. AMK) a hlavniho fetézce (25.-136. AMK). Cely fetézec hydrofobinu

SC3 obsahuje celkem 136 aminokyselin, véetn¢ osmi charakteristickych cysteind (obr. 5).

1e 28 38 48 Lo
MFARLPWVVEFL YAFVAFGALY AALPGGHPGT TTPPVTTTVT VTTPPSTTTI
68 78 a8 96 186
AAGGTCTTGS LSCCNOVQSA S55PVTALLG LLGIVLSDLN VLVGISCSPL
11@ 126 136
TVIGVGGSGEE SAQTVCCENT QFMNGLINIGC TPIMNIL

Obr. 5 Aminokyselinova sekvence hydrofobinu SC3 s vyzna¢enymi cysteiny [36].

Stejné jako ostatni hydrofobiny, obsahuje hydrofobin SC3 v sekvenci ¢tyfi disulfidické
mustky, které se vyskytuji na pozicich 56-63, 64-97, 110-116, 117-130. Diky disulfidickym
mustkim vznikaji v fetézci smycky, obsahujici v ptfipadé hydrofobinu SC3 6, 32, 5 a 12
aminokyselin (obr. 6). Molekulova hmotnost celého fetézce odpovida 13 431 Da [8, 27,36,37].

Hydrofobin SC3 je fazen mezi glykoproteiny. Obsahuje O-vdzané man6zové jednotky,
které jsou piipojeny k dvandcti threoniniim a jednomu serinu, pfedchazejici prvnimu cysteinu
v dlouh¢ sekvenci N-konce (obr. 6). Tento usek je pravdépodobné vystaven na hydrofilni ¢asti

agregovan¢ho SC3 a udava hydrofilni povahu celé této ¢asti molekuly [8,27,37].

Obr. 6 Aminokyselinova sekvence hydrofobinu SC3 a jeho piedpokladané disulfidické
mustky. Cern& oznageno typické rozmisténi cysteind, $edou barvou mista glykosylace

mandzami [8].
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1.6.2 Vlastnosti

Hydrofobin SC3, stejn¢ jako ostatni hydrofobiny tvofi na rozhranich amfifilni
membranu. Jedna strana membrany, ktera je orientovdna smérem do roztoku, je vysoce
hydrofilni s kontaktnimi uhly mezi 22 © a 63 ° a zaroven druha strana, vystavena hydrofobnimu
povrchu (teflon, parafin), je naopak velmi hydrofobni s kontaktnimi uhly 110 °. Tato membrana
je vysoce nerozpustnd, dokonce je schopna odolat i 2% SDS o teploté¢ 100 °C. Membranu lze
rozpustit pouze silnymi C€inidly, jako jsou koncentrovana TFA nebo koncentrovana FA. Pro
srovnani membrana hydrofobinli druhé tfidy je snadno rozpustna v 60% ethanolu nebo
v 2% SDS [3,4,23].

Hydrofobin SC3 lze nalézt ve tfech riznych konformacich, jak bylo potvrzeno metodou
cirkularni dichroidni spektroskopie a méfenim infracervenych spekter reflexnimi technikami
[2]. Po rozpusténi shluknutého hydrofobinu SC3 kyselinou trifluoroctovou, vysuseni
a resuspendovani v deionizované vod¢ nebo pufru, pfechazi hydrofobin do rozpustné varianty
(obr. 7). Pomoci vySe zminovanych technik bylo zjisténo, ze hydrofobin SC3 tvoii stabilni
meziprodukt struktury a-Sroubovice (obr. 7), ktery muze snadno pfilnout k pevnym
hydrofobnim povrchim, jako naptiklad teflon. Tento meziprodukt po pifidani detergentu
a zahtati méni svoji strukturu na B-skladany list (obr. 7). K této zmén¢ vSak dochazi na rozhrani

vzduch/kapalina samovoln¢ [27,38].
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Obr. 7 Zména struktury hydrofobinu SC3 v zéavislosti na tom, s jakym prostfedim ptichdzi do

kontaktu [1,5].
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1.7 Experimentalni ¢ast

1.7.1 Standardy a ostatni chemikalie

Standardy proteinti (hydrofobin SC3, bromelain, hovézi sérovy albumin, konkanavalin A,
karbonické anhydréaza I, a-kasein, B-kasein, myoglobin, cytochrom C a albumin), proteolytické
enzymy (chymotrypsin, thermolysin a pepsin), dithiothreitol, iodoacetamid, acetonitril (ACN),
kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), Tris(2-carboxyethyl)phosphin hydrochlorid
(TCEP), diammonium hydrogencitrat (DAHC) a polytetrafluorethylenové (PTFE) mikroc¢astice
(primér 12 a 35 pum) byly zakoupeny od Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). TFA
a deoxycholat sodny byly zakoupeny od firmy Fluka (Buchs, Switzerland). Guanidin
hydrochlorid byl zakoupen od Acros Organics (New Jersey, USA). Kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoticovd (CHCA) a kyselina trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxysinapova (SA) byly
ziskany od LaserBio Labs (Sophia-Antipolis, France) a pouzity jako matrice pro MALDI.
Tricinovy puftr byl zakoupen od firmy Bio-Rad (Hercules, CA, USA).

1.7.2 Pristroje a zaFrizeni

Deionizovana voda byla pfipravena filtracnim systémem TKA Smart2Pure (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Vzorky byly navazovéany na analytickych vahach ABT
220-5DM (Kern, Balingen-Frommern, Némecko). K odstfedéni vzorki byla pouzita centrifuga
Eppendorf Minispin (Eppendorf, Hamburg, Némecko). MS analyza byla provedena pomoci
MALDI v kombinaci s analyzatorem LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) a také na pfistroji 4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS,
Framingham, USA). Elektroforetické4 separace byla provadéna v aparatuie pro diskontinuélni
elektroforézu Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Snimky geli byly
zhotoveny stanici ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a vyhodnoceny pomoci
softwaru Image Lab (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

1.7.3 Priprava hydrofobinu SC3

Do sklenéné vialky bylo navdzeno 100 pg hydrofobinu SC3, ke kterému bylo
napipetovano 20 pl koncentrované TFA a rozdéleno na 2 alikvoty. Vialky byly ponechany
v digestofi do uplného odpateni kyseliny. Rychlost odpateni 1ze podpofit mirnym zahiatim.

Celkové odpaieni bylo ovéfovano navlhéenym lakmusovym papirkem nad hrdlem vialky.
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1.7.4 Redukce disulfidickych miistki, alkylace

Po oSetfeni hydrofobinu pomoci TFA a nasledném vysuSeni byl prvni alikvot
hydrofobinu SC3 resuspendovan v 20 pl pufru A (75 mM Tris-HCI pufr (pH 8,0), 20 mM DTT,
5,4 M guanidin hydrochlorid s naslednym piidanim 2,2 pul 50 mM TCEP). Druhy alikvot byl
resuspendovan v 20 ul pufru B (75 mM Tris-HCI pufr, pH 8,0, 20 mM DTT s naslednym
pfidanim 2 pl 10% deoxycholatu sodného a 2,2 ul 50 mM TCEP). Oba vzorky byly poté
inkubovany 60 minut pii 80 °C. Po uplynuti inkubace bylo do obou reakénich smési piidano po
2 ul roztoku 400 mM IAA a vialky byly inkubovany po dobu 30 minut pii pokojové teploté bez
piistupu svétla. Reakce s TAA byla zastavena piidanim 2 pl 200 mM DTT a smési byly
inkubovany dalSich 30 minut pti pokojové teplot¢.

1.7.5 Proteolytické S§tépeni hydrofobinu SC3

Chymotryptické stépeni nasledovalo ihned po redukci disulfidickych mistkl a alkylaci
pomoci IAA. Ke kazdé smési byl pfidan roztok chymotrypsinu, aby vysledny pomér
chymotrypsin:hydrofobin €inil 1:50. Po 16,5 hod inkubace pti 37 °C byla reakce zastavena
5 ul 20% TFA.

1.7.6 Purifikace a separace peptidu pfed MALDI-Orbitrap MS analyzou

Za ucelem purifikace peptidli byla vytvotena kolona z fluorovaného ethylen-propylenu,
do které¢ho byla vsazena kapilara z tavené¢ho oxidu kiemicitého (30 mm x 50 um), naplnéna
Aeris XB C8 casticemi (3,6 pum Widepore, Phenomenex, Torrance, CA, USA). Kolonka byla
nejprve promyta 20 ul 80% ACN/0,1% TFA (v/v) a poté ekvilibrovana
20 pl 2% ACN/0,1% TFA (v/v) pomoci Hamiltonovy stfikacky. Po ekvilibraci byl do kolonky
pomoci stejné stiikacky nadavkovan vzorek nastépené¢ho hydrofobinu SC3, ktery ziistane
zachycen na koloné. Gradient mobilni faze je vytvofen postupnym nasatim roztoka
o jednotlivych koncentracich do stiikacky (v opacném pofadi, nez bude probihat gradient)
46%; 34%; 26%; 18%; 10%; 2% ACN/0,1% TFA (v/v). Takto vytvotfeny nelinearni gradient
mobilni faze je do systému postupné davkovan a tim peptidy hydrofobinu SC3 postupné
eluovany a davkovany piiblizné po 0,75 ul na ter¢iky MALDI destic¢ky, pfedem pokryt¢ CHCA
matrici (2,5 mg/ml v 60% ACN/0,1% TFA/2 mM DAHC). VSechny ter¢iky byly po vysuSeni
prekryty 0,7 pl CHCA matrice a tim rekrystalizovany. Pro MS analyzu peptidové smési byl
pouzit MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), pracujici pii
snimani kladnych iontt, s rozliSenim 60 000 (plna Sitka v poloviné maxima pii m/z = 400), ve

spojeni s pulznim dusikovym laserem (337 nm).
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1.7.7 Ptiprava hydrofobinu SC3 pro analyzu MALDI-TOF/TOF

Nestépeny hydrofobin SC3 byl nanesen v objemu 0,75 pl pfimo na MALDI desticku.
Tésné pred zaschnutim byl vzorek pievrstveny stejnym objemem SA matrice (10 mg/ml
40% ACN/0,1% TFA). Hydrofobin SC3 byl analyzovan také v intaktni formé& na pfistroji
4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS, Framingham, MA, USA)

v linedrnim modu pfi sniméni kladnych iontd.
1.7.8 Izolace hydrofobinu SC3 z modelové smési proteinii pomoci PTFE ¢astic

Do GELoader $picky byl vloZzen disk C8 faze (3M™ Empore™ C8 Extraction Disks,
Fisher Scientific, Waltham, USA), na ktery byla aplikovana vrstva PTFE mikrocastic (pramér
35 pum, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) o objemu pfiblizné 5 pl. Nosi¢ byl promyt
30 ul ACN apoté 30 pl deionizované vody. Modelova smes proteint, slouzici jako vzorek, byla
pfipravena dle tabulky 1. Postup izolace byl nésledujici: na kolonku bylo aplikovano
45 ul standardniho smésného vzorku proteinli (zfedény 1:1 deionizovanou vodou). Vzorek,
ktery protekl, byl nanaSen jeSt¢ dvakrat. Nosi¢ byl promyt 30 ul deionizované vody
a nasledovalo postupné promyvani kolonky za Ucelem separace proteinl. Prvni krok byl
proveden 3x 20 ul roztoku 80% ACN/0,1% TFA (v/v) s naslednym promytim nosice
30 pl deionizované vody. Druhy krok obnésel 20 pl 1% roztoku SDS a promyti nosice
3x 20 ul deionizované vody. Na zavér byl proveden tireti promyvaci krok 20 pl FA eluujici silné

vazany hydrofobin SC3.

Tabulka 1 Ptiprava modelové smési pro izolaci na teflonovych c¢asticich.

Protein Koncentrace [mg/ml] Objem [pl]
Bromelain 10 1,5
Cytochrom C 5 3
Hovézi sérovy albumin 5 3
Hydrofobin SC3 1 15
Karbonicka anhydraza 5 3
a-kasein 5 3
B-kasein 5 3
Konkanavalin A 5 3
Myoglobin 5 3
Ovalbumin 5 3
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1.7.9 Tris-tricinova SDS-PAGE

VSechny frakce ziskané béhem izolace byly smichdny s tricinovym vzorkovym pufrem
v poméru 1:1 a zahtaty na 100 °C po dobu 3 min. Tyto vzorky byly poté nadavkovany do
0,75 mm Tris-tricinového separaéniho gelu (16,5 % T, 3 % C w/v) [39]. Vlastni elektroforetické
déleni probihalo v elektrodové nadobé v prostiedi elektrodového pufru, za konstantniho napéti
30 V s maximalnim prichodem proudu 30 mA na jeden gel. Po 30 minutach, kdy vzorky
doputovaly na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu, byla aparatura umisténa do chladnicky
(4 °C) a napéti bylo zvyseno na 100 V (bez zmény nastaveni proudu). Po 2-3 hodinach, kdy
celo separovanych latek (znacené bromfenolovou modii) doputovalo téméf na uroven spodniho
okraje skel, byla separace ukoncena.

Ziskané gely byly promyty destilovanou vodou a poté fixovany v Petriho miskéch pies
noc pii 4 °C ve fixacnim roztoku (5% kyselina octova/50% ethanol). Po 30 min rehydratace
v destilované vod¢ byl gel inkubovan v 10% glutaraldehydu pfti laboratorni teploté po dobu
30 minut. Nasledovalo promyvani destilovanou vodou 6 x 10 minut. Po promyti byly gely
inkubovény 15 min v roztoku amoniakalniho sttibra [40] a opét promyty destilovanou vodou.
Na zavér byly gely inkubovany ve vyvolavacim roztoku (0,05% kyselina citronova/
0,04% formaldehyd) do zfetelného vyvolani prouzkil a pteneseny do ustalovaciho roztoku
(5% kyselina octova).

Po obarveni byly gely vlozeny do stanice ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) a byla zaznamenana jejich fotografie. Ziskany snimek byl vyhodnocen pomoci programu
ImageLab (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Molekulova hmotnost vzorkti byla vyhodnocena
porovnanim se standardem obsahujici proteiny o molekulovych hmotnostech v rozsahu

10-250 kDa.

1.8 Vysledky a diskuze
1.8.1 Preanalyticka priprava

Nejprve bylo nutné zaméfit pozornost na preanalytickou fazi, jelikoz chovéni
hydrofobinil je ve srovnéni s jinymi proteiny velmi specifické. Jejich nestandardni chovani je
konformaci molekuly. Hydrofobin SC3, ktery byl pro praci zvolen jako modelovy, nalezi do
ttidy I a ztohoto divodu jej nebylo mozné rozpustit ve vodé. Tuto komplikaci Ize tesit
oSetifenim pomoci TFA. Timto krokem zméni hydrofobin SC3 svou konformaci na a-helix

astavd se ve vod¢é rozpustnym. Hydrofobin SC3 zaroven siln¢ interaguje s plastovymi
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materidly. Pfi kontaktu s nimi méni svoji konformaci do podoby B-skladaného listu. Tato
konformace je pro ndslednou manipulaci nezddouci ztoho divodu, Ze hydrofobni c¢ast
molekuly je tak vystavena smérem do roztoku a stava se opét ve vod¢ nerozpustnou. Proto bylo
nutné pracovat po celou dobu ve sklenénych vialkach.

Enormni hydrofobicita, kterou jsou hydrofobiny charakteristické, komplikovala nejen
manipulaci, ale také siln¢ ovliviiovala nasledné analyzy. Na obr. 8 je zobrazen gel po
nadavkovani vzorkidl pied zahijenim elektroforetické separace. V jamce nejvice vpravo lze
pozorovat, jak hydrofobin béhem nékolika minut migruje ke sténé jamky. Timto chovanim byla
ovlivnéna nasledné isamotné elektroforetickd separace, kdy vzorek obsahujici hydrofobin
putoval v gelu opozdéné a jeho molekulovd hmotnost se jevila vyssi oproti teoretické. Nicméné,
vysSi zdanlivd molekulovd hmotnost mohla byt ovlivnéna i vysokym stupném glykosylace.
Zaroven byl ovlivnén také tvar prouzku po separaci, kdy jeho horni okraje byly zakiiveny

smérem vzhtru a spodni okraje smérem doll (obr. 9).

—_—

Obr. 8 Gel po aplikaci vzorkl pred analyzou Tris-tricin SDS-PAGE. V jamce nejvice vpravo
je obsazen hydrofobin SC3, ktery z diitvodu vysoké hydrofobicity migruje k okraji jamky.

Obr. 9 Ukézka deformace prouzku hydrofobinu SC3 po Tris-tricinové SDS-PAGE a obarveni

amoniakalnim stfibrem.

Jak bylo blize popséano v kapitole 1.6.1. hydrofobin SC3 je ve své piirozené podob¢
glykoprotein. Jeho fetézec mlize byt obsahovat vice nez 20 O-vazanych man6zovych jednotek.
Molekulova hmotnost proteinového fetézce hydrofobinu SC3 je 13431 Da. Molekulova
hmotnost manézy je 180,156 Da. Po navazani manozy na protein dojde k odstépeni vody
(18,011 Da) a molekulova hmotnost navazané ¢asti manozy tedy ¢ini 162,145 Da. Na obr. 10
je zobrazeno hmotnostni spektrum glykosylovaného hydrofobinu SC3. Pik s nejvyssi intenzitou

ve spektru m/z = 14264,0 odpovida hydrofobinu SC3 s21 navdzanymi mandzovymi
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jednotkami. Dalsi piky, které jsou ve spektru patrné, patii také hydrofobinu, ale 1isi se prave
poctem navazanych manézovych jednotek. Tato distribuce molekulovych hmotnosti proteinu
je také patrna na gelech po elektroforetické separaci (obr. 13), kdy prouzek odpovidajici

hydrofobinu SC3 je vyrazné silné€jsi ve srovnani s ostatnimi proteiny.
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Obr. 10 MALDI-TOF/TOF MS spektrum hydrofobinu SC3 (SA matrice, zdznam kladnych
iontd, linearni mod, rozsah m/z = 12500 — 16000).

1.8.2 Redukce disulfidickych mustkii

Veskeré kroky protokolu proteolytického Stépeni hydrofobinu SC3 byly provedeny
v denaturacnich podminkach. Byly testovany dva rizné detergenty: deoxycholdt sodny
a guanidin hydrochlorid. Guanidin hydrochlorid byl jiz v minulosti pouzivan [8], z naseho
pozorovani vSak vyplyva, ze vysoké mnozstvi tohoto detergentu neni pfimo kompatibilni
s analyzou SDS-PAGE, pouzivanou pro sledovani procesu §t€peni. Deoxycholat sodny se jevi
jako vhodnéjsi denaturacni prostiedek diky své lepsi kompatibilité s naslednymi analytickymi
kroky.

Dulezitym aspektem pifi analyze proteinti hydrofobinu SC3 je ucinné rozruseni
disulfidickych mustkl, které udrzuji molekulu hydrofobini kompaktni a vysoce odolnou.
V této praci byla pouzita kombinace dvou redukc¢nich cinidel: DTT a TCEP (vzdy za
pfitomnosti denaturacniho ¢inidla) pii vyssi reakeni teploté (80 °C) za ucelem zvySeni uc€innosti
redukce. Néslednym krokem byla alkylace redukovanych cysteinii za pouziti jodacetamidu,
ktery zplisobi nartst hodnot m/z o 57,021 pro kazdy cystein obsazeny v fetézci. Hydrofobin
SC3 obsahuje osm cysteintl, byl tedy ocekavan celkovy naruast m/z o 456,168. Dikazem ucinné
redukce a alkylace jsou identifikované peptidy s karbamidomethylovou modifikaci (napf.
(L)INIGCTPINIL(-), (F)NGLINIGCTPINIL(-), (T)PPSTTTIAAGGTcTTGSL(S) a dalsi,

vSechny identifikované peptidy vcetné uvedené modifikace budou popsany dale v tabulce 2).
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Dalsi moznosti rozruseni disulfickych miustkii je oxidace cysteini kyselinou
permravenci [27]. Bohuzel MS spektra po oxidaci kyselinou permraven¢i obsahovala po
chymotryptickém S§tépeni pouze nékolik pikd peptidi s velmi nizkou intenzitou. Tato
skutecnost byla pravdépodobné zplisobena tvorbou negativné nabitych peptidl, které nebylo

mozné detekovat hmotnostnim spektrometrem pii snimani kladnych iontt.

1.8.3 Proteolytické Stépeni

Dal8im dtilezitym krokem procesu proteolytického Stépeni proteint je vybér vhodného
enzymu nebo chemického €inidla. Trypsin a v mensi mife Lys-C a Lys-N patii v proteomice
mezi nejcastéji pouzivané enzymy [41]. BohuZzel tyto enzymy nejsou vhodné pro Stépeni
hydrofobinu SC3 z divodu tplné absence lysinu a argininu, a tim padem absence $té¢pnych mist
v molekule. Z dalSich enzymi, pro které byl dostatek vhodnych Stépnych mist v molekule
hydrofobinu SC3, byly vybrany chymotrypsin, pepsin a termolyzin pro jejich dostupnost
a nizkou cenu. Pokusy s pepsinem nebyly uspésné, jelikoz nebyly ziskany zadné specifické
peptidy s odpovidajici velikosti. Z toho divodu byly dalsi experimenty zaméfeny na pouziti
chymotrypsinu a termolyzinu.

Utinnost $tépeni hydrofobinu SC3 obéma enzymy v pfitomnosti pufru B (popsany
v kap. 1.7.4) byla nejprve ovétena Tris-tricinovou SDS-PAGE analyzou. Na elektroforeogramu
(obr. 11) lze v oblasti molekulovych hmotnosti pod 10 kDa pozorovat peptidy ziskané
proteolytickym Stépenim hydrofobinu SC3, a naopak oblast vyskytu nestépené¢ho hydrofobinu
nejevi naznak o jeho pfitomnosti. Z toho vyplyva, ze oba enzymy (chymotrypsin i termolysin)
jsou schopny hydrofobin SC3 nastépit.

Za ucelem ziskani blizSich informaci o pfipravené smési peptidi byly obé smeési
podrobeny MALDI-Orbitrap MS analyze. Stépeni hydrofobinu SC3 termolyzinen poskytlo
pouze velmi kratké nespecifické peptidové fragmenty. Z toho divodu nebyl termolyzin pouzit
pro dalsi pokusy. Chymotrypsin v porovnani s termolyzinem, produkoval vyrazné specifictejsi

peptidy (obr. 12).
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Obr. 11 Tris-tricinova SDS-PAGE analyza po proteolytickém $té€peni smési hydrofobinu SC3
s chymotrypsinem (1) a termolyzinem (2). Barveni amoniakalnim sttibrem. Jako MM je

oznacen standard proteini s distribuci molekulovych hmotnosti v rozsahu 10-250 kDa.

1.8.4 Odsoleni a separace peptidi pred MS analyzou

Pro ziskani podrobnéjSich informaci o ziskanych peptidech byla peptidova smés po
chymotryptickém §té€peni separovana kapalinovou chromatografii v systémech s obracenymi
fazemi (RP-LC) s vyuzitim stacionarni faze C8 [42,43]. Tato technika jednoduché separace
pomoci laboratorn¢ zhotovené mikrokolony s nelinedrnim gradientem acetonitrilu umoznila
odsoleni a separaci peptidi do 24 frakci. Diky tomu byla vyrazné usnadnéna néslednd MS

analyza a identifikace jednotlivych peptidi.

1.8.5 MALDI-Orbitrap MS analyza

Hmotnostni spektrum vybrané frakce (obr. 12) obsahuje nejen signal peptidu
(T)PPSTTTIAAGGTCTTGSL(S), ale také signal jeho glykosylovanych forem, obsahujici az
Ctyfi manozové jednotky, které jsou k nému piipojeny. V ramci MALDI-Orbitrap MS analyzy
bylo pozorovano neobvyklé mnozstvi sodnych a draselnych adukti, které mohou mit vztah ke
specifick¢ aminokyselinové sekvenci hydrofobinu SC3. Na zdklad¢ dat ziskanych z MS
analyzy bylo identifikovano sedm specifickych peptidii pochézejicich z molekuly hydrofobinu
SC3 s pokrytim sekvence 67 %. Analyza MS/MS provedena s vyuzitim MALDI-LIT-Orbitrap
poskytla dalsi udaje, které byly zpracovany pomoci programu Proteome Discoverer. Tii peptidy

z hydrofobinu SC3 byly uspésné identifikovany vyhledavanim v proteinové databazi SwissProt
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pomoci semispecifického chymotryptického nastaveni a SEQUEST HT jako vyhledavace.
Podrobné vyhledavani databaze malych kontaminanti obsahujici sekvenci hydrofobinu SC3
poskytl dalsi identifikovany peptid (tabulka 2). Dva peptidy (L)LGLLGIVL(S)
a (F)NGLINIGCTPINIL(-) byly spolecné pro oba identifikacni ptistupy. Analyza MS/MS dat
tak rozsifila pokryti sekvence proteinil na 83 % a analyzované peptidy pokryvaji 93 ze 112
aminokyselin hlavniho fetézce hydrofobinu SC3. Tento pfistup umoziuje zvyseni proteinoveé
sekvence pokryti, potvrzeni identity zjiSténych peptidi a lepSi analyzu posttranslac¢nich

modifikaci hydrofobinu SC3.
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Obr. 12 MALDI-LIT/Orbitrap spektrum peptidové smési hydrofobinu SC3 po S$tépeni
chymotrypsinem a ptecisténi pomoci C8 mikrokolonky metodou RP-LC. Oznaceny pik
om/z = 1692,814 odpovida peptidu PPSTTTIAAGGTCTTGSL. Zaroven byly pozorovany
glykosylované formy peptidu obsahujicich az ¢tyfi mandzové jednotky. (CHCA matrice,

zaznam kladnych iontd, rozsah m/z = 700-4000).
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Tabulka 2 Identifikované peptidy hydrofobinu SC3 po enzymatickém Stépeni chymotrypsinem. MS a MS/MS data métena za pouziti MALDI-
Orbitrap MS po RP-LC separaci peptidové smési na C8 stacionarni fazi. MS data byla zpracovana pomoci vyhleddvaciho programu MS-Fit
v 5.10.19. Udaje ziskané z MS/MS byly analyzovany pomoci programu Proteome Discoverer 1.4. Jako vyhledavaci databaze byla pouZita

SwissProt. Peptidy se souc¢asnou hodnotou XCorr byly tspésné identifikovany v databazovém vyhledavani MS/MS.

m/z exp. (’ﬁ\//i:g)]l;) [s[?l/ln] Modifikace ﬁ:ﬁ/l[(ée;.észég vv;vfn:)c(,)hcifltl)'fc,h Sekvence

Stépnych mist
797,549 797,550  -0,82 79-86 3 (L)LGLLGIVL(S)
999,608 999,609  -0,82 80-89 3 (L)GLLGIVLSDL(N)
1227,679  1227,677 2,16  C5(Carbamidomethyl) 126-136 0 (L)INIGCTPINIL(-)
1511,823  1511,825 -1,05 C8(Carbamidomethyl) 123-136 1 (F)NGLINIGCTPINIL(-)
1692,810  1692,811  -0,46 Cl13(Carbamidomethyl) 44-61 0 (T)PPSTTTIAAGGTCTTGSL(S)
1856,015  1856,020  -2,53  Cl5(Carbamidomethyl) 83-100 3 (L)GIVLSDLNVLVGISCSPL(T)
1908,881 1908,879 1,27  C2,C3(Carbamidomethyl) 62-79 1 (L)SCCNQVQSASSSPVTALL(G)
2332,000  2332,000 -0,32 Cl10, Cl6, C17 (Carbamidomethyl) 101-122 0 (L)TVIGVGGSGCSAQTVCCENTQEF(N)
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1.8.6 Izolace hydrofobinu SC3 z modelové smési proteinti pomoci PTFE castic

Selektivni izolace hydrofobinu SC3 z modelové smési deseti proteinovych standardii
byla provedena za pouziti mikrokolony naplnéné PTFE mikroc¢asticemi s naslednou
tiikrokovou eluci. Elektroforeogram Tris-tricinové SDS-PAGE analyzy (obr. 13) zobrazuje
jednotlivé frakce, ziskané v pribéhu izolace. Obr. 13 zde demonstruje vynikajici schopnost
nosi¢e PTFE specificky navazat hydrofobin SC3. Jamka 1 pifedstavuje pocatecni vzorek
obsahujici hydrofobin SC3 a devét modelovych proteinii (kap 1.7.8). Prestoze tato smés je
relativné jednoduchd, elektroforeogram obsahuje mnoho prouzki, odpovidajicich riznym
formam separovanych proteintt (napf. dimery, degradacni produkty atd) a ptipadné
kontaminanty téchto standarda. Jamka 2 odpovida vazebné frakci, kde by hydrofobin SC3
nemél byt pritomen (ocekava se, Ze bude navdzan na PTFE nosi¢i). V oblasti odpovidajici
molekulové hmotnosti hydrofobinu. SC3 neni patrny zadny prouzek, coz znaci dobrou izola¢ni
uc¢innost. DalSim krokem izola¢niho protokolu bylo promyvani PTFE castic. Pro prvni
promyvaci krok byl pouzit 80% ACN/0,1% TFA (v/v) - jamka 3, ktery se ukdzal jako velmi
ucinné ¢inidlo pro odstranéni velkého mnozstvi slabé vazanych proteint z PTFE nosice. Jako
druhy promyvaci krok byl zatazen 1% roztok SDS, diky kterému doslo k odstranéni dalSich
siln&ji vazanych proteinti a kontaminujicich latek z PTFE castic s vyjimkou hydrofobinu SC3
(jamka 4). Toto chovani je v souladu s pfedchozimi studiemi, kde hydrofobiny tfidy I zlstaly
navazané na povrchu PTFE ¢astic 1 v pfitomnost roztokd obsahujicich SDS [15,44,45].
V zavéru byl hydrofobin SC3 eluovan koncentrovanou kyselinou mravenc¢i. Hydrofobin SC3
byl tak téméi kompletné izolovan od jinych proteint ve velmi vysoké Cistoté (jamka 5). Rozdil
mezi ocekavanou molekulovou hmotnosti hydrofobinu SC3 bez signalniho fetézce (11 kDa) a
nalezenou polohou na gelu (19 kDa) je pravdépodobné zptsoben jeho vyssi hladinou
glykosylace (obr. 14) a vysokou mirou hydrofobicity. Oba divody maji vyznamny vliv na
elektroforetickou pohyblivost v SDS-PAGE [46] a pozorované prouzky v gelu jsou tak
posunuty k vyssi molekulové hmotnosti.

Vysledky Tris-tricinové SDS-PAGE analyzy potvrdily velmi silnou afinitu a specifitu
hydrofobinu SC3 pro izolaci na PTFE mikrocasticich. Toto zjiSténi je stéZejni pro dalsi pfistup
k izolaci hydrofobnich proteint. Ackoli techniky extrakce na pevné fazi (SPE) nebyly doposud
pro izolaci a purifikaci hydrofobinti pouzity, ve srovnani s extrakci z kapaliny do kapaliny,
poskytuje SPE nékolik vyhod, napt. vysSi reprodukovatelnost a opakovatelnost, snizeni
spotieby organickych rozpoustédel, Cistsi extrakty nebo volbu selektivity vybérem SPE faze

a smési rozpoustédel. Dalsi vyhodou je vysoka Cistota izolovaného proteinu, kterd pozitivné

34



ovlivituje dal$i analyzy téchto proteinit v realnych vzorcich (napt. pivo nebo sladovnicky
je€men). Vysoka Cistota je také velmi dilezitd pro jejich pfimé vyuziti v jinych aplikacnich
oblastech (napt. modifikace povrchu, nanomaterialy nebo 1é¢iva).

150 kDa—> s
75 kDa—> R

50 kDa=> ww

25 kDa—> u—

20 kDa => N

15 kDa —>- s———

10 kDa—> s—

MM 1 i e 4 5

Obr. 13 Tris-tricinovda SDS-PAGE analyza jednotlivych frakci ziskanych béhem izolace
hydrofobinu SC3 z modelové smési 10 proteini extrakci na pevné fazi pomoci PTFE
mikroc¢astic. Barveni gelu amoniakdlnim stfibrem. MM — standard proteinit o molekulovych
hmotnostech (10-250 kDa), 1 — modelova smés proteintl, 2 — vazebna frakce (zbytek, ktery
nebyl navazan na Castice), 3 — 1. promyvaci krok 80% ACN/0.1% TFA, 4 — 2. promyvaci krok
1% SDS, 5 — 3. promyvaci krok kyselinou mravenci, prouzek v jamce 5 odpovidé izolovanému

hydrofobinu SC3.

1.8.7 MALDI-TOF MS analyza

Pro analyzu hydrofobinu SC3 v intaktni form¢é byl pouzit linedrni hmotnostni
spektrometr MALDI-TOF. Nejprve byla oveéfena molekulova hmotnost hydrofobinu SC3 po
osSetieni TFA (obr. 14A). Monomerni hydrofobin SC3 byl v MS spektru tspésné detekovan.
Nameétend molekulova hmotnost jednotlivych izoforem odpovidé intaktnimu glykosylovanému
hydrofobinu SC3. Na obr. 14B je detailné zobrazeno osm dominantnich pikli jednotlivych
glykoforem hydrofobinu SC3, které se 1isi poctem manédzovych jednotek. Nejvyssi zjisténa

izoforma o m/z = 14587 odpovidd hydrofobinu SC3 obsahujicimu 23 mandzovych jednotek

cvwr

35



potvrzuje vysokou uroven glykosylace hydrofobinu SC3 popsaného diive [47], kde bylo
nalezeno maximalné 22 mandzovych jednotek. Mimoto 1ze na obrazku 14B pozorovat i mensi
distribuci izoforem se ztratou asi 57 Da, kterd odpovida ztraté glycinové jendotky na N-konci.
Obrazek 14C znazornuje hmotnostni spektrum hydrofobinu SC3 po procesu izolace na PTFE

mikrocasticich. Obé¢ spektra, pied a po ¢isténi (obr. 14A a 14C) maji podobny profil.
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Obr. 14 MALDI-TOF hmotnostni spektrum (linedrni mod) hydrofobinu SC3. (A) Nativni
hydrofobin SC3 rozpustény v TFA (B) spektrum po pfiblizeni ukazuje na pfitomnost nékolika
glykosylovanych isoforem hydrofobinu SC3; C) hydrofobin SC3 po izolaci na PTFE

mikrodasticich.
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1.9 Zavér

Proteomické analyza hydrofobinu SC3 je velmi obtizna, zejména kvili nékterym jeho
vlastnostem, jako je nizk4 rozpustnost, vysoka hydrofobicita, velmi stabilni disulfidické vazby
a neptitomnost zasaditych jednotek (lysin a arginin). V této praci byla vénovana pozornost
optimalizaci protokolu proteolytického Stépeni hydrofobinu SC3. Kombinaci denatura¢niho
¢inidla (deoxycholatu sodného) s redukénimi ¢inidly (DTT a TCEP) a zvySené teploty bylo
dosazeno dostatecné ucinnosti v redukei disulfidickych mustki a tim ke zptistupnéni molekuly
enzymum pro ndsledné proteolytické St€peni. Byly testovany riizné enzymy a jiné chemické
latky (napf. kyselina mravenci), avSak nejlepSich wvysledkli bylo dosazeno pomoci
chymotrypsinu, jehoZz pouziti vedlo k identifikaci pfiblizné 83 % primarni struktury hlavniho
fetézce hydrofobinu SC3. MS a MS/MS analyza na arovni peptid spole¢né¢ s MALDI-TOF
analyzou intaktniho hydrofobinu SC3 poskytly dalsi doplitujici informace o primarni struktute

a posttranslacnich modifikacich.

V dalsi ¢asti byla vyvinuta metoda extrakce na pevné fazi v mikrokolonce s vyuzitim
hydrofobniho PTFE nosice. Tato technika v kombinaci s kyselou eluci poskytuje jednoduchy,
rychly, specificky a G¢inny nastroj pro izolaci hydrofobinu SC3, jako reprezentativniho
zastupce hydrofobinii tfidy I. Postup izolace byl demonstrovan na modelové smési deseti
proteinil, obsahujici hydrofobin SC3. Metodami hmotnostni spektrometrie (MALDI-Orbitrap
a MALDI-TOF) a také metodou Tris-tricinové SDS-PAGE bylo ovéfeno, Ze takto navrzeny
postup je vhodny pro izolaci hydrofobint z proteinovych smési. Vyznamnou vyhodou metody,
ve srovnani se soucasnymi technikami, je selektivita postupu izolace, diky ¢emuz neni nutné
pouzit dalsi separacni kroky a je mozné ziskat témeét Cisty hydrofobin SC3. Zavérem lze
konstatovat, Ze prezentovand metoda izolace je snadno pouzitelna, spolehlivd a finan¢né

nenarocna.

Zde popsané analytické metody mohou slouzit jako nastroj k ziskdni podrobnych
informaci o vyskytu, chovani a vlastnostech hydrofobinii extrahovanych z hub a plisni a dalSich

vzorkd, jako je pivo nebo sladovnicky je¢men.
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2 CHARAKTERIZACE AZAPHILONOVYCH PIGMENTU
(TALAROMYCES ALBOBIVERTICILLIUS) JAKO
POTENCIALNICH NOVYCH POTRAVINARSKYCH
BARVIV

2.1 Uvod

Béhem poslednich let neustale roste zajem o vyuzivani barviv z pfirodnich zdrojt, a to
zejména ze strany spotiebitele v dusledku obav spojenych se Skodlivosti syntetickych
pigmentli. V soucasné dobé jsou piirodni pigmenty ziskdvany zrostlin [48-50],
mikroorganisma [51-55] a hmyzu [56] a nachézeji uplatnéni v potravinaiském primyslu pfi
barveni potravin 1 napoji. Nicméné tyto pigmenty maji i nékteré nevyhody, jako je nestabilita,
sezonni dostupnost a vysoké naklady pii zvazovani primyslové aplikace [57-59].

Mikroorganismy mohou poskytnout alternativu syntetickych pigmentt. Jsou schopny
rast v riznych systémech kultur [60,61], jsou nezdvislé na klimatickych podminkach
a dodavkach zemédé€lskych surovin [62]. Mimoto, nckterd barviva produkovana
mikroorganismy vykazuji vysokou stabilitu vic¢i svétlu, teploté a pH. [63,64]. Diky témto
vyhoddm byla zaméfena zvlastni pozornost na vldknité houby, které jsou potencidlnimi
producenty mnoha odstinti pigmentii od Zluté, Cervené, nacervenalé, Cervenohnédé az po
bronzovou [65].

Pigmenty, produkované plisnémi, mohou byt chemicky klasifikovany jako karotenoidy,
melaniny a polyketidy. Pigmenty na polyketidové bazi predstavuji pocetnou skupinu pigmentt,
zahrnujici antrachinony, hydroxyantrachinony, naftochinony a azaphilony, znichz kazdy
vykazuje fadu barevnych odstinti [66]. Azaphilonové pigmenty, produkované Monascus sp.,
jsou $iroce pouzivané v orientalnich zemich (zejména v Japonsku a Cing) na zlep$eni barvy
ryzového vina, s6jovych bobt, syrti a masa. Nicméné, pouziti pigmentd rodu Monascus jako
potravinafského barviva je v evropskych zemich stale zakazéno, zejména z divodu, Ze spole¢né
s pigmenty muze byt produkovan mykotoxin citrinin [67].

Diky celosvétové snaze védcii identifikovat potencialni netoxické producenty pigmentt
pro pramyslové aplikace bylo vyhodnoceno nékolik druhti vlaknitych hub nalezicich k rodu
Paecilomyces, Cordyceps, Penicillium, Aspergillus, Epicoccum, Fusarium [54,68-70].

Na druhé strané existuje také nckolik pigmenti-azaphilon zluté a Cervené barvy,
produkované Talaromyces sp., které jsou ziskavany bez produkce mykotoxint. Jsou tedy pro

clovéka nepatogenni a zdaji se byt vhodnou alternativou ¢ervenych pigmenti Monascus [71].
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2.2 Klasifikace

Houby (Fungi), zejména ty mikroskopické (Mikromyceta), poskytuji bohaty a dilezity
zdroj sekundarnich metabolitii s biologickou aktivitou a velkou rozmanitosti chemickych
struktur. Z chemického hlediska se jedna o rtzné organické kyseliny a jiné oxo-derivaty,
aromatické latky, polyeny a polyyny, polyketidy, chinony, xanthony, flavonoidy, terpeny,
polysacharidy, lipopolysacharidy, steroidy, makrolidy, heteroslouceniny dusiku, kysliku a siry,
a dalsi latky [72-79]. Polyketidy, produkované vldknitymi houbami, zahrnuji jednu z nejvice
strukturalné rozmanitych tfid, které se pfirozené vyskytuji, od jednoduchych aromatickych
metabolitl ke komplexnim makrocyklickym laktontim [80,81]. Pigmenty na polyketidové bazi
jsou velice komplexni latky, které vyzaduji katalyzu polyketidovou syntazou. Polyketidové

pigmenty se dale déli na antrachinony, hydroxyantrachinony, naftochinony a azaphilony.

2.3 Struktura

Azaphilony jsou strukturné rtznorodé biologicky aktivni latky s pyron-chinonovou
strukturou (obr. 15), obsahujici vysoce oxidované bicyklické jadro [82,83], (obvykle zndmé

jako isochrom) a chiralni kvarterni centrum.

(H)O 6 2 432

Obr. 15 Obecna struktura azaphilonovych pigmentt [84].

2.4 Vlastnosti a vyznam

Sviij nazev azaphilony ziskaly z divodu vyrazné afinity k molekuldm obsahujici dusik
ve form¢ amino-skupiny. S takovym typem latek azaphilony reaguji za vzniku Cervené nebo
purpuroveé zbarvenych derivatl y-pyridonu [66,82,85]. Azaphilony takto reaguji nejen
s amoniakem a riznymi alkylaminy, ale i s aminokyselinami, peptidy, proteiny a nukleovymi
kyselinami.

Pigmentové 1 nepigmentové azaphilonové slouceniny jsou produkovany mnoha druhy
vieckovytrusych (Ascomycota) a stopkovytrusych (Basidiomycota) hub, zejména rody
Aspergillus, Penicillium, Chaetomium, Talaromyces, Pestalotiopsis, Phomopsis, Emericella

a Epicoccum. A dale rody Monascus a Hypoxylon, které jsou zodpoveédné za jasné zluté,

39



cervené nebo zelené barvy plodnic nebo mycelia [62]. Nekteré azaphilony jsou jedinecné pro
urcity druh hub a predstavuji tak taxonomicky vyznamné markerové metabolity [86-88].

Azaphilony vykazuji tadu biologickych uC€inkli, z nichz nejvyznamnéjsi jsou
Mnohé z téchto ucinku lze pficist reakci azaphilonii s aminoskupinou slouceniny, jako jsou
aminokyseliny, proteiny a nukleové kyseliny, které vedou ke vzniku vinylovych y-pyridont.

Z pohledu jejich slibné biologické aktivity a zajimavych strukturdlnich ryst se
azaphiloniim stale Castéji dostdva pozornosti védcii. Od sedmdesatych let vznikla fada studii
o syntetickych azaphilonech [90-92]. Byly provedeny podrobné studie [93-96] izolace,
charakterizace a chemie azaphilond, zejména pigmentl z moiskych a suchozemskych
houbovych zdroji, vcetné makromycetickych hub (Macrofungi) [97,98] a vlaknitych hub
(Monascus). V Turnerové a Aldridgeové monografii Ize nalézt rozsahly seznam sekundarnich
metabolitli hub, v¢etn¢ azaphilont, klasifikovanych na zdklad¢ jejich biosyntetického ptivodu
[99]. VSechny tyto studie se zabyvaji pfedev§im chemii pigmentd, ale n¢které 1 obecné vSemi
typy houbovych metaboliti. Do roku 2010 bylo podrobné popsano vice nez 170 rtznych
azaphilont produkovanych 23 rody hub [82]. Pozd¢ji vSak bylo zjisténo, Ze existuje vyrazné

vys$$i pocet relevantnich metaboliti hub, pfiblizn€ 373 sloucenin [84].

2.5 Vybrané typy azaphilonovych pigmenti

Vlaknité houby rodu Monascus produkuji pigmenty pfevazné v myceliu. Tato skupina se
dale deli na O-azaphilony, které ve své struktuie obsahuji kyslik a N-azaphilony, které ve své
struktufe obsahuji dusik.

Azaphilony, které ve své struktufe obsahuji kyslik, jsou obvykle tvofeny skeletem
1H-isochromu spojeného s propenylovym postrannim fetézcem a acylovym fetézcem z acetylu
k dekanoylové jednotce. Rod Monascus je bohatym zdrojem O-azaphilonovych pigmentu,
dodnes bylo identifikovano celkem 24 pigmentl tohoto typu [93-95]. Mezi Sest nejzndméjSich
patii dva zluté pigmenty: monascin (obr. 16A) [100-102] a ankaflavin (obr. 16B), dva oranzové
pigmenty: rubropunctatin (obr. 16C) [103] a monascorubrin (obr. 16D) [104-107] a dva Cervené
pigmenty: rubropunctamin (obr. 16E) a monascorubramin (obr 16F) [93-95].

Monascin a monascorubrin byly poprvé izolovany v roce 1926 Eijiro Nishikawou
z Monascus purpureus Mentii [101,102] s naslednou strukturdlni charakterizaci [104-107].
Monascin byl poté izolovan z Monascus purpureus Went (zodpovédného za barvu cCervené
ryze) [84] a také z Monascus rubiginosus Sato a Monascus rubropunctatus. Ukazalo se, ze

nckteré monascové pigmenty se mohou vyskytovat spoleéné jako metabolity riznych druhii
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hub. Casto se 1i§i pouze délkou nasyceného fetézce napt. monascin-ankaflavin, monascorubrin-
rubropunctatin nebo monascorubramin-rubropunctamin. Ve struktufe monascovych metabolit
lze pozorovat, Ze obsahuje spojeni a,B-ketolaktonového kruhu s azaphilonovym skeletem,
piicemz laktonovy kruh zlutych monascovych pigmenti je nasyceny a u oranzovych je
nenasyceny. Zluté pigmenty (monascin, ankaflavin) jsou tetrahydroderivaty oranZzovych
pigmentli (rubropunctatinu, monascorubrinu). ZvySena acidita metaboliti monascinu
a ankaflavinu souvisi s terciarné navazanym vodikem na a-uhlik B-ketolaktonového systému
[84]. Za zminku stoji 1 dal$i objevené pigmetny, jako je Yellow II - Zluty pigment s vysokym
obsahem barviva, produkovany mutovanym kmenem Monascus sp [108] nebo dva
monascorubrinové homology PP-O (obr. 16G) a PP-Y (obr. 16H), které byly purifikovany
znove¢ izolovaného kmene Penicillium sp. AZ [109]. Dva nové zluté pigmenty s modrou
fluorescenci nazvanou monarubrin a rubropunctin, byly identifikovany u Monascus ruber

[110].
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Obr. 16 Struktura azaphilonovych pigmentd. A: monascin, B: ankaflavin, C: rubropunctatin,

D: monascorubrin, E: rubropunctamin, F: monascorubramin, G: PP-O, H: PP-Y [84].
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Skupinu monascovych azaphilonii, obsahujicich dusik, tvofi prozatim 39 znamych
pigmentu. Jejich strukturu obvykle tvofi isochinolinovy skelet s n-oktanoyl- nebo n-hexanoyl-
postrannim fetézcem a y-laktonovy kruh [84]. VétSina pigmentl této skupiny je tvofena
riznymi derivaty aminokyselin a monascorubrinu nebo rubropunctatinu [111,112].
Rubropunctamin a monascorubramin byly jiz dfive objeveny jako hlavni soucast hub rodu
Monascus [113,114]. Soucasnou kultivaci M. ruber a M. purpureus v chemicky definovaném
médiu za pouziti kyseliny glutamové, jako zdroje dusiku, lze ziskat dva pigmenty:
N-glutarylrubropunctamin (obr. 17A) a N-glutarylmonascorubramin (obr. 17B), které jsou
navazany ke kyseliné glutamové jejich aminoskupinou [70]. Podobné i houba M. ruber
ponofena v kultufe produkuje dva cervené, ve vodé rozpustné pigmenty:

N-glukosylrubropunctamin (obr. 17C) a N-glukosylmonascorubramin (obr. 17D) [115].

1 HO OH
=3 OH

COOH C:
D.

Obr. 17 Struktura azaphilonovych pigmentd. A: N-glutarylrubropunctamin, B: N-
glutarylmonascorubramin, C: N-glukosylrubropunctamin, D: N-glukosylmonascorubramin

[84].

Osm pigmentl, které obsahuji L- a D-aminokyselinové jednotky, byly izolovany
z komer¢nich monascovych pigmentt. Tyto pigmenty byly identifikovany jako alaninové nebo
aspartatové derivaty monsacorubrinu a rubropunctatinu [116]. Dalsi cervené pigmenty rodu
Monascus obsahuji aromatické a nepolarni alifatické L- a D-aminokyseliny [117-119].
Monascové pigmenty, obsahujici derivaty threoninu a argininu, byly identifikovany jako nové
cervené pigmenty, produkované M. ruber [120,121]. Kultivaci latentnich bun¢k M. purpureus

s glycinem lze ziskat tmavé ¢ervené pigmenty [96].

2.6 Experimentalni ¢ast

Podrobny popis celého procesu od odbéru motské houby, jeji kultivace, pies izolaci,

genetickou identifikaci, produkci pigmentii az po provedeni extrakce je detailn€ popsan v jiz
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vyslé studii [122]. Pro tuto praci byly pouzity predem ptipravené extrakty, které byly ziskany
jak pfimo zvykultivované biomasy (intracelularni pigmenty), tak z filtratu kultury
(extracelularni pigmenty) postupnou extrakci pii pokojové teploté rozpoustédly s rostouci
polaritou: n-hexan, chloroform, ethylacetat a ethanol. Extrakty byly vysuSeny pomoci rota¢ni
odparky pti 30 °C za snizené¢ho tlaku. Odparky byly rozpustény v 1 ml methanolu (1:1 v/v)
a filtrovany pfes stfikackové PTFE filtry o velikosti porti 0,20 pm (Sartorius). Findlni extrakty
byly az do analyzy skladovany pfi teploté 4 °C v tmavych vialkach.

2.6.1 Standardy a ostatni chemikalie

Deionizovana voda byla pfipravena pomoci filtra¢niho systému Milli-Q (Merck
Millipore, Némecko). Ostatni chemikalie (acetonitril a kyselina mravenci) byly zakoupeny od

firmy Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

2.6.2 Pristroje a zafFizeni

Pro analyzu byl pouzit HPLC systém Shimadzu Prominence LC-20A (Shimadzu, Milan,
Italy) obsahujici kontrolni stanici CBM-20A, dvé Cerpadla LC-20AD, degaser DGU-20A3,
autosampler SIL-20AC a detektor diodového pole SPD-M20A. Data byla zpracovana pomoci
softwaru Shimadzu Labsolution ver. 5.53. Pro MS analyzu byl pouzit hmotnostni spektrometr
LCMS-2020 (Shimadzu, Milan, Italy), vyuZzivajici ionizaci elektrosprejem (ESI) pfi snimani

kladnych i zapornych iontt.

2.6.3 Optimalizace separace

Pro HPLC separaci bylo testovano nékolik kolon. Nejlepsi vysledky poskytovala kolona
C18 Kinetex (Phenomenex) (100%2,1 mm-1,7 um velikost Castic), vyhtivanou na 30 °C.
Mobilni faze A: 0,1% HCOOH (v/v), mobilni faze B: acetonitril/0,1% HCOOH (v/v).
Optimalni gradient pro separaci jednotlivych slozek byl: 0 min — 5 % B, 15 min — 95 % B, 17
min — 95 % B, 18 min — 5 % B. Priitok mobilni faze byl nastaven na 0,2 ml/min a ddvkovany
objem vzorku byl 1 pl. UV=VIS spektra byla sniména v rozsahu 200—600 nm. Pro vyhodnoceni
byly zvoleny zaznamy snimané pti 470 nm a 360 nm. Podminky MS analyzy byly nasledujici:
ESI + a ESI -, prttok plynu pro rozpraSeni eluatu (N2): 1,5 I/min; napéti detektoru: 4,5 kV;
hmotnostni rozsah: 60-600; napéti ptevodniku: + 3,5 kV; teplota pfevodniku: 350 °C; teplota
DL: 250 °C; Heat Block: 400 °C.
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2.7 Vysledky a diskuze

Vramci této prace byla provedena optimalizace separacnich podminek pomoci
HPLC/MS a déle podminek pro identifikaci pomoci detektoru diodového pole (PDA) a MS.
Byla testovana extrak¢ni €innost riznych rozpoustédel. Analyzovany byly extrakty ziskané
postupnou extrakci ¢tyfmi raznymi rozpoustédly (n-hexan, chloroform, ethylacetat a ethanol)
a dale extrakty vytvofené za pouziti pouze jednoho rozpoustédla (ethylacetatu a ethanolu). Na
zaklad¢ vysledkt ziskanych pomoci RP-HPLC v kombinaci s PDA a hmotnostnim
spektrometrem s ionizaci elektrosprejem (ESI/MS), bylo zjiSténo, Ze ethylacetat, pouzity jako
samostatné rozpoustédlo, je nejlepSim rozpoustédlem pro extrakci hlavnich pigmentovych
sloucenin. Jako druhy nejlepsi byl ur¢en ethanol, jako samostatné rozpoustédlo. Tato dvé
rozpoustédla se jevi jako nejvhodnéjsi i ztoho diivodu, ze extrahované pigmenty jsou
v ptfirozené form¢ hydrofilni, mirn¢ polarni a jsou tedy snadno extrahovatelné polarnimi
rozpoustédly. V nepoléarnich rozpoustédlech (n-hexanu a chloroformu) byla vytéznost extrakce
ziskanych pigmentll velmi nizka. Nicméné chloroformovy extrakt poskytl dvé slouceniny
(obr. 18 —piky 1 a 2), které nebyly pigmentové povahy. Celkové bylo tedy nalezeno 12 riznych
sloucenin, z nichz 10 sloucenin bylo pigmentové povahy a 2 slouceniny bez pigmentu.

Na obr. 18 je znazornéna chromatografickd separace pigmentti ziskanych extrakci
Talaromyces albobiverticillius 30548 ethylacetatem. Chromatograficky zaznam byl pofizen pfi
vlnové délce 470 nm. Pfi analyze pigmentl, které byly extrahovany chloroformem, byly pfi
vlnové délce 360 nm pozorovany slouceniny ¢.1 a ¢.2 (obr. 18, vlozeny chromatogram).
Spolecné s PDA byla pouzita hmotnostné spektrometricka detekce s ionizaci elektrosprejem pti
snimani kladnych i zapornych iontli. V tabulce 3 jsou uvedeny vSechny nalezené slouceniny,

jejich retencni Casy, data z PDA a MS s relativni pfedbéznou identifikaci

mAU
100] Ex. EtOAc IC 8
470nm
73] Ex. CHCI, EC!
50] 360nm

25

O_

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 min
Obr. 18 Chromatogram ukazujici vSechny zastoupené latky ziskané analyzou pigmentovych
extraktd Talaromyces albobiverticillius pomoci HPLC-PDA-ESI/MS. Na hlavnim zdznamu
jsou oznaceny latky (3-12) po separaci IC extraktu EtOAc. Dale je zde zobrazen vyiez separace
EC extraktu CHCI3, kde byly nalezeny latky (1-2).
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Z celkem 12 nalezenych pigmenti byly ctyfi identifikovany jako pigmenty typu
Monascus (tabulka 3). Tti z téchto sloucenin, na obr. 18 oznacené jako latky 3, 5 a 8, jsou
podobné  jiz zndmym = pigmentim  N-threonine-monascorubraminu,  N-glutaryl-
rubropunctaminu a PP-O. Pigment ¢. 4 (obr. 18) nebyl dosud identifikovan. Postup identifikace
vSech Ctyt zmiflovanych pigmentii bude déle detailné popsan.

Identifikovana sloucenina ¢. 3: za piedpokladu, Ze a-aminokyselina — threonin byla
zaclenén do pigmentu, byla tato sloucenina identifikovéna jako N-threonin-monascorubramin
s molekulovou hmotnosti 483,55 Da; korespondujici snaméfenymi  hodnotami
[M+H]" m/z = 484 a [M-H] m/z = 482. Hodnoty molekulovych hmotnosti byly ve shodé&
s hodnotami, které popsal Jung a kol., 2003 [123] a zaroven data naméfena z UV spektra
(maxima pti 222, 273, 422 a 511 nm) byly v souladu s uvedenymi hodnotami pigmentl typu
Monascus [124].

Identifikovana slouc¢enina ¢.4: tato sloucenina byla identifikovana jako latka, ktera nebyla
dosud publikovéna. Tento nove objeveny pigment byl nazvan jako 6-[(Z)-2-karboxyvinyl]-N-
GABA-PP-V nebo zjednodusen¢ jako N-GABAPP-V. Identifikace molekuly vychazi
z ptedpokladu, Ze byla do pigmentu PP-V zaclenéna kyselina y-aminomaselna. Struktura byla
urcena na zéklad¢ ziskanych dat z PDA, MS a detailni NMR [122]. Dle dat ziskanych pomoci
PDA detekce (maxima pii 221, 273, 425 a 522 nm) koresponduje tento pigment s pigmenty
typu Monascus [124]. Tato sloucenina vykazovala taktéz protonované a deprotonované

molekuly [M+H]" m/z = 498 a [M-H]" m/z = 496 (obr. 19).

mAU - Inten(x10.000.000)
3251 . : MS/ESI (+) 498.20
3001 |\ UV-Vis spectra 1.07 [M-+H]*
27531
250 || |\ 057
2257
2009 | § § QU0 e
1754 | e A A 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z
sl \R /1 )
%%g_ n [ \/ \ 4.0 10ten.(x1.000.000)
\ | \ A
£ I \| = MRESLO 496.20
251 hesd 204 MR
0 : - - 10
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Obr. 19 Strukturni analyza identifikované slouceniny €. 4. (a) UV-VIS absorp¢ni spektrum
ethylacetatového extraktu, (b) ESI/MS spektrum zmétfené pii snimani kladném ionti (c)

ESI/MS spektrum zmétené pii sniméni zapornych ionti.
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Vyse uvedena spektra koresponduji s navrhovanou strukturou (obr. 20), jejiz sumarni vzorec je
C27H31NOs 0 molekulové hmotnosti 497,53 Da. Tato prace tedy poprvé uvadi charakteristiku
derivatu pigmentu N-GABA-PP-V, nesouciho cis-konfiguraci na C10-C11 dvojnou vazbu, ve

zkoumaném druhu Talaromyces albobiverticillius.

Obr. 20 Struktura molekuly nové identifikované latky ¢.4 (N-GABA-PP-V) vcetné ¢islovani

uhlikovych atomt.

Identifikovand sloucenina €. 5: na zaklad€ hodnot protonovanych a deprotonovanych molekul
[M+H]" m/z = 484 a [M-H] m/z = 482 byla identifikovana jako N-glutaryl-rubropunctamin
(483,51 Da). Absorp¢ni maxima pii 223, 430 a 499 nm byla v souladu s hodnotami uvedenymi
v dostupné literatuie [125].

Identifikovand sloucenina ¢. 8: na zdkladé¢ odpovidajicich hodnot protonovanych
a deprotonovanych molekul [M+H]" m/z = 413 a [M-H] m/z = 411 byla identifikovana jako
PP-O (412,43 Da). Absorp¢ni maxima pii 223, 286, 458 a 470 nm byla taktéz v souladu
s dostupnou literaturou [109,124].
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Tabulka 3 Prehled slouc¢enin detekovanych pomoci HPLC-PDA-ESI/MS v intracelularnich a extracelularnich extraktech Talaromyces

albobiverticillius 30548, korespondujici s chromatogramem zobrazeném na obr. 18.

Compound Retention

number
1
2

3

10
11
12

time
4.89
7.35

10.04

10.32

10.92

11.57

12.6

12.8

13.4
14.4
15.2

15.6

AMax [nm]

207,362
223,390

222,273,422, 511

221,273,425, 522

223,430, 499
225, 409

222,280, 461

223,286,458,470

224,287, 458
225,421
224, 446

225,458

ESI (+)

255 [M + H]"
269 [M + H]*
484 [M + H]*

547 [M + H + Na + CH;CNT"

456 [M + H]"
498 [M + H + CHsCN]*

484 [M +H]"
440 [M+H-CO2]"

375 [M + H]*
413 [M +H]'

475 [M + H + Na +CH3;CN]"

413 [M +H]*

475 [M + H + Na +CH3CNT*

459 [M + H]*
503 [M + H]*
445 [M + H]"

459 [M + H]*

47

ESI(-)

267 [M - HT
482 [M - HT

454 M - HT
496 [M - H + CH5CNT

482 [M - HT
438 [M - H - CO,J"

411 [M -HT

473 [M - H + Na + CH;CNT

411 [M - HT

473 [M - H + Na + CH;CNT

457 [M - HT
501 [M - HT
443 [M - HT

Tentative identification
n.i.
n.i.

N-threonine-
monascorubramine

N-threonine-
rubropunctamine

N-glutaryl-rubropunctamine
n.i.

n.i.

PP-O

n.i.

n.i.

n.i.

n.i.



2.8 Zavér

Tato prace piinasi nové informace ve snaze o identifikaci pigmentl, provadéné
vramci komplexni studie moiské vldknit¢é houby kmene 30548 Talaromyces
albobiverticillius, izolované z vnéjsiho svahu koralového utesu ostrova Réunion (Indicky
ocean). V ramci naSeho vyzkumu byla pro charakterizaci té€chto pigmenti pouzita metoda
HPLC-PDA-ESI/MS, pozdé¢ji doplnéna o NMR. Byly analyzovany pigmenty extrahované
rozpoustédly rizné polarity. Jako nejvhodnéjsi extrakéni cinidlo byl vyhodnocen
ethylacetat, potazmo ethanol. Této skute¢nosti nasvédcuje i mirné polarni povaha pigmenti.
Presto byly detekovany dvé pigmentové slouCeniny v extraktu chloroformu. Pomoci
riznych rozpoustédel bylo v extraktech Talaromyces albobiverticillius 30548 detekovéano
celkem dvandct sloucenin, znichz 10 bylo pigmentové povahy. Konkrétné byly
identifikovany slouceniny: N-threonin-monascorubramin (sumdrni vzorec Cz27H33NO7,
483,55 Da), N-glutaryl rubropunctamin (sumarni vzorec CsH29NOg, 483,51 Da), PP-O
(sumarni vzorec Co3H2407, 412,43 Da) a zcela nova slou¢enina N-GABA-PP-V (sumarni
vzorec Co7H31NOs, 497,53Da). Tato nova sloucenina rozsiti seznam 63 dosud znamych
monascovych pigmentl. Vyzkum v oblasti ¢ervenych pigmentl hub bude v pfistich letech
intenzivné pokracovat. Jiz nyni je vSak prokdzédno, ze nckteré druhy
Talaromyces/Penicillium jsou schopné produkovat pigmenty bez soucCasné produkce
mykotoxinu, napt. Talaromyces atroroseus, T. albobiverticillius a piinasi tak moznost pro

Sirokého budouci vyuziti.
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3 ANALYZA FENOLICKYCH LATEK V MEDOVINACH

3.1 Uvod

Medovina je jednim z nejstarich alkoholickych napoji, zejména v oblasti Ceské
republiky byla jiz od nepaméti velmi oblibenou. V soucasné dobé si miizeme zakoupit
medoviny rizné kvality Ceskych i zahrani¢nich znacek. Vzhledem k nedostate¢nému
legislativnimu oSetfeni kvality medovin se na trhu bohuzel vyskytuji i produkty pfi jejichz
vyrob¢ je pouzito mensi mnozstvi medu, nez je dano vyhlaskou, nebo jsou pouzity medy
nekvalitni. Spotiebitel tak ¢asto za pomérné vysokou cenu nedostava produkt s dostatecnou
kvalitou.

Z tohoto divodu byla cilem této prace snaha o nalezeni ukazatelli jakosti medovin,
které¢ by mohly v budoucnu slouzit kontrolnim organiim k odhaleni nekvalitnich medovin.
Mezi tyto parametry by mohl patfit 5-hydroxymethylfurfural (HMF), ktery se standardné
pouziva jako jeden z ukazatell kvality jakosti medu a vznika pisobenim vysokych teplot na
matrice s vy$$im obsahem fruktozy, tedy i med. Béhem tohoto procesu dochazi k pfeméné
jednoduchych cukrl, zejména fruktozy, na toxicky HMF a jeho dalsi derivaty. DalSim
moznym sledovanym parametrem by mohlo byt zastoupeni jednotlivych cukra
v medovinach. Kromé& majoritnich monosacharidi glukézy a fruktézy se v medu
amedovinach v menSich koncentracich pfirozené¢ vyskytuje disacharid sacharoza
a v piipadé medovicovych medi 1 trisacharid melezitoza. Popis vyvinutych metod pro
stanoveni HMF a cukrii [126] neni hlavnim tématem této prace.

Dal§im navrhovanym parametrem je profil fenolickych latek obsazenych
v medovinach. Fenolické latky, jako sekundarni metabolity rostlin, slouzi mimo jiné jako
lakadla pro opylovace, tedy i1 vCely. Fenolické latky se touto cestou stavaji piirozenou
soucasti medu. Obsah a zastoupeni konkrétnich fenolickych latek se mize v jednotlivych
druzich medu a medovin lisit. Pfesto bylo v této praci zjisténo, ze urcité fenolické latky byly
ve vétsi ¢1 mensi mife obsazeny ve vSech testovanych medovinach.

Pro kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni vybranych fenolickych latek byla vyvinuta
metoda RP-HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, jako detek¢nim systémem.
V medovinach byla dale testovana antioxida¢ni aktivita nékolika riznymi metodami, jako je
celkovy obsah fenolickych latek s vyuzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla, metodou vyuzivajici
radikaly ABTS [2,2"-azinobis-(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonat)] a DPPH (2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazyl). Zjisténé obsahy fenolickych latek metodou HPLC/MS byly porovnavany
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s daty ziskanymi analyzou antioxidac¢ni aktivity azpracovdny pomoci vicerozmérné

statistické analyzy.

3.2 Medovina

3.2.1 Historie

Vino je soucasti lidské kultury ptes 6 000 let a od pocatku slouZzilo ke spolecCenskym
1 nabozenskym ucelim. Avsak historie medoviny saha mnohem dale do historie (ptiblizné
20 000-40 000 let). Abychom opravdu pochopili historii medoviny, musime jit zpét v Case
mnohem dale. Historii dne$ni vcely lze vystopovat pomoci mitochondridlni analyzy
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) do doby pfed 1 milionem let. Vcely vzdy
shromazd’ovaly nektar a pyl, avSak béhem tisicileti se potykaly s divokymi kvasinkami.
Sladky nektar s vysokym podilem vody a nizkym obsahem cukru ¢asto prochazel spontanni
fermentaci v disledku pisobeni divokych kvasinek. Tento proces je vSak pro vcely
nezadouci, protoze pro sviij metabolismus potitebuji cukry. V zaludku vcely dochazi
k pteméné disacharidu (sachar6zy) na dvé monosacharidové jednotky (fruktoézu a glukozu).
Béhem tisicileti se v€ely naucily svoji potravu branit. Odpatenim dostate¢ného mnoZzstvi
vody z medu dochdzi ke zvySeni osmotického tlaku a med se stava podstatné méné nachylny
ke spontannimu kvaseni. Kvasinky vSak také pokracovaly ve vyvoji, n¢které druhy se
adaptovaly, staly se osmotolerantnimi a mohly tak pifezit 1 v prostiedi s vysokym
osmotickym tlakem. Tyto kvasinky se v budoucnu staly idedlnimi pomocniky pro kvaSeni
piva a vina [127].

Kdyz se vratime do doby pted 20 000 az 40 000 lety, mizeme nalézt prvni zminku
o lidské znalosti medoviny. V t€ dob¢ panovaly v Africe podobné klimatické podminky jako
v soudasnosti. St¥idani obdobi extrémniho sucha a piivalovych destt bylo bézné. Casto se
tak stavalo, Ze vyhnivaly dutiny stromi, jako jsou Baobab a Miombo. Béhem obdobi sucha
v téchto dutinach hnizdily vcely a s ptichodem obdobi destt se dutiny napliiovaly vodou.
Voda, med a osmotolerantni kvasinky poskytly idealni podminky pro pfirozeny vznik
medoviny. Tehdejsi afri¢ti domorodei méli k dispozici nejen med, ale také medovinu. Kdyz
se tito lidé pozdéji vydali putovat z Afriky pies Stredozemni mote, vzali si s sebou vcely,
med a znalosti o vyrobé medoviny [127].

Nakonec se znalost medoviny rozsitila po celé¢ Evropé, Indii a Ciné. BohuZel v dobg
urbanizace vyroba medoviny téméf vymizela (pfed 1700 lety v Indii, pied 1500 lety v Cing&

a pred asi 500 lety v Evrop¢). Med byl vysoce cenénou komoditou a postupné se stal
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dostupnym pouze pro nejvyssi vrstvy obyvatelstva. Tradice medoviny byla naStésti
zachovana v evropskych klasterech. Potfeba ceremonidlnich svi¢ek z vceliho vosku
vyzadovala pé¢i o vCely a pfebytecny med slouzil k vyrobé medoviny, kterou mnisi
vyuzivali pro jejich cirkevni obiady. Ve Velké Britanii mizeme nalézt klastery, které ma;ji
vice nez 400letou tradici vyroby medoviny [127].

Primyslova revoluce méla za nésledek dalsi vyrazny pokles vyroby medoviny. Prvni
medomet (pfistroj k odstfedéni medu z medovych plasti) byl vynalezen v roce 1865
rakouskym majorem Francesco de Hruschka. Dle legendy ho k napadu ptivedlo sledovani
syna, ktery kolem hlavy tocil kyblikem medu. Do té¢ doby byly vostiny medu jednoduse
mackany, aby mohl byt med odstranén. Tento proces nebyl viibec efektivni a zanechaval
spoustu medu ve zbytcich véeliho vosku. NejsnadnéjSim zpracovanim téchto zbytka bylo
vymyvani medu z vosku teplou vodou, kterd skvéle slouzila k vyrobé medoviny.
Mechanizace ziskavani medu znamenala vyrazny ubytek produkce medové vody pro vyrobu
medoviny a znalosti o vyrobé medoviny byly zachovany pouze jako femeslo bez komeréniho
vyuziti [127].

V dnes$ni dob¢ existuje mezindrodni organizace (International Mead Association,
IMA), ktera ptedstavuje globalni trh s medovinami. IMA sponzoruje mezinarodni festival
medovin a snazi se ovliviiovat potravinaisky primysl tak, aby se medovina dostala do
hlavniho proudu trhu s alkoholickymi napoji. Toho lze dosdhnout pouze v piipadé, Ze bude
dostateCna poptavka spotiebitelii a potravinaisky primysl na ni bude muset reagovat.
Neméné dilezité je, aby bylo pro bézného spotiebitele na prvni pohled jasné, zda se jedna
o kvalitni produkt ¢i nikoliv, ale orientace na trhu medovin neni v tuto chvili viibec snadna.

Vyhled do budoucnosti vSak vypadd optimisticky. Vzhledem k ekologické
naro¢nosti péstovani vinné révy, sladovnického je¢mene a chmele, je medovina do budoucna
pravdépodobné nejudrzitelnéjSim alkoholickym napojem [127]. Snaha o udrzitelnost

vcelafeni je velikd, protoze kdyby vymizely vcely do nékolik let vyhyne i lidstvo.

3.2.2 Vyroba

Medovina je tradi¢ni alkoholicky népoj s pfirozenym obsahem 8-18 % alkoholu
[128], pfipraveny kvaSenim vodného roztoku medu pomoci kulturnich vinnych kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae) [128]. Kvas se pfipravuje smisenim medu a vody v riiznych
pomérech (2:1, 1:1, 1:2, 1:3). K tomuto zékladu lze pted zakvaSenim ptidat Ziviny pro lepsi

prospivani kvasinek, rizné druhy bylin, kofeni, ¢i ovocné §tavy. Vyroba medoviny je
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pomérné slozity a ¢asoveé narocny proces, trvajici v pruméru nékolik mésict, v nekterych
ptipadech i nékolik let.

Samotny proces vyroby medoviny zévisi na typu medu, jako zakladni vstupni
suroviny. Med mitize piirozené¢ obsahovat nejriznéjs§i druhy mikroorganismil, napf.
nekulturnich kvasinek, které mohou nepfiznivé ovlivnit prub¢h kvaseni a ucinit vysledny
napoj nepozivatelnym. Z tohoto diivodu se vétSina vyrobcl uchyluje k tomu, Ze med pred
zakvasenim zahfivaji za ucelem eliminace pfitomnych mikroorganismt. Zahiivanim
zaroven dochazi k vysrazeni proteinii obsazenych v medu. Technologicky proces je timto
krokem vyrazné zjednodusSen, avSak ¢astecné na tkor kvality vysledného produktu. B€hem
zahtivani medu dochazi ke vzniku HMF a dalSich nezadoucich latek a zaroven dochazi
k degradaci néckterych zdravi prospésnych latek, které jsou u medovin nevafenych
zachovany. Po zahiati je vyrazné sniZena 1 antioxidac¢ni aktivita medu, potazmo medoviny,

diky zméné profilu (degradaci) fenolickych latek [128].

3.2.3 Rozdéleni

V Ceské republice pouzivame jednotny nazev medovina, ktery mize zahrnovat
nejruzngjsi prichuté i1 slozeni, jedinou podminkou by mél byt med, jako zakladni surovina
daného napoje. Jako hlavni kritérium, podle kterého by mél zkuSeny spotiebitel volit, je
technologicky postup, tedy zda byla medovina pfipravena kvasenim za studena nebo byla
prevafend. Medoviny kvasené za studena budou logicky vzdy kvalitngjsi, zejména diky
zachovani piivodniho obsahu prospésnych latek.

V zahranici se ale miizeme setkat s mnoha napoji s riznymi nazvy, které bychom u nas
nazvali jednoduSe medovinou (pfipadné medovinou s prichuti). NejcastéjSim typem je
,»Metheglin“ [129]. Jedna se o medovinu obsahujici koteni nebo byliny, jejichz chut’ nebo
vuné miize zcela potlacit chut’ samotného medu. Dalsi variantou je ,,Melomel* (poCestény
nazev Melomela) [129]. Pfi vyrobé Melomely je pro zakvaseni pouzita ovocna §t'ava
namisto vody. Ovocné §t'avy vyuzivaji vyrobcei pro jejich vysoky obsah cukri na ukor
mnozstvi medu. Vyroba Melomely je z ekonomického hlediska vyhodnéjsi, protoze ovocna
Stdva je ve srovnani s medem vyrazné levnéjsi. Melomela se dale déli na nékolik podskupin:
,Cyser* (obsahuje jable¢nou §t'avu) a ,,Pyment* (obsahuje hroznovou st'avu) [129]. Pokud
je Pyment obohacen jesté o bylinky a kofeni, je nazyvan jako ,,Hippocras® [129]. DalSim
typem medoviny je ,,Rhodomel®, k jejiz vyrobé jsou pouzity okvétni listky riize. Specidlni

dezertni medovina s vysokym obsahem medu je oznacovéna jako ,,Sack mead* [129].
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3.3 Med

3.3.1 Historie

Nejstar§i dochovanou pisemnosti o medu je Sumerska tabulka zdoby
2100-2000 pft. n. 1., ktera popisuje pouzivani medu jako 1é¢iva a masti [130]. AvSak zminky
o konzumaci medu ¢lovékem sahaji vyrazn¢ déle do historie. Med tvofil jiz pro ¢lovéka
Homo sapiens dulezitou slozku potravy, pro kterou byl ochoten riskovat zivot. Ditkkazem
jsou nasténné malby (obr. 21) z obdobi 6000 pf. n 1. (mladsi doba kamennd) [131]. Béhem
historie byl med pouzivan ve vétsiné davnych kultur pro vyzivové i1 Iékaiské ucely. Zminky
1ze najit také v Bibli. Vira, Ze med je témét zdzraénym zdrojem zivin, lékem i masti, byla
dochovana az do naSich dnt.. V priibéhu celé historie byl med dilezitym zdrojem sacharidi
a jedinym dostupnym sladidlem. Zména nastala v dob¢ primyslové revoluce okolo roku

1800 n.I, kdy zapocala priimyslova vyroba cukru. Poté nastalo postupné nahrazovani medu

cukrem [130].

Obr. 21 Prehistoricky ¢lovek sbirajici med. Skalni malba z obdobi 6000 pf. n. 1. La Arana
shekter, Bicorp, vychodni Spanélsko [132].

3.3.2 Slozeni

vvvvvv

vdécime veele medonosné (Apis mellifera). Na zakladé ptivodu sladké stavy rozliSujeme

med na dva zékladni typy: kvétovy a medovicovy. Jak uz ndzev napovida, med kvétovy
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vznikd primarné z nektaru kvéta rostlin [133]. Zékladem medovicového medu, ktery je
znamy také jako med lesni, je medovice. Medovice je sladky roztok, ktery vylucuji msice
a cervei z tadu polokiidlych (Hemiptera) [134] po piefiltrovani mizy stromtii. V obou
piipadech vcely ve svém medovém vacku donesou sladkou stavu do ulu, kde jej predaji
mlad$im vcelam. Diky nékolikanasobnému pieddni nektaru mezi vcelami dochazi
k obohaceni sladké tekutiny o diilezité enzymy a aminokyseliny a zaroven k odpafeni vody
(ptiblizné na 30 %). Poté je sladka Stava ulozena do typickych Sestihrannych bunék vcelich
pléastt. Diky vyssi teploté v ulu (kolem 35 °C) a mavani kiidel jsou vcely schopny snizit
obsah vlhkosti pod 20 %. Poté je med v bunkach zavickovéan a dozrava.

Celkové slozeni medu je uvedeno v tabulce 4 [130,135]. Hlavni slozkou jsou
sacharidy, které tvoii asi 95 % suSiny medu. Kromé sacharidii, obsahuje med ¢etné mnozstvi
dalSich sloucenin, jako jsou organické kyseliny, proteiny, aminokyseliny, mineraly,
fenolické latky, vitaminy a aromatické slouceniny. Je vSak dilezité poznamenat, Ze piesné

slozeni medu se muze lisit a vzdy velmi zavisi na jeho botanickém ptivodu.

Tabulka 4 Slozeni medu (Data v g/100 g) [130,135].

Med kvétovy Med medovicovy
pramér rozmezi pramér rozmezi
Voda 17,2 15-20 16,3 15-20
Monosacharidy glukoza 38,2 30-45 31,8 28-40
fruktoza 31,3 24-40 26,1 19-32
Disacharidy sacharoza 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7
ostatni 5,0 2-8 4 1-6
Trisacharidy melecitoza <0,1 4 0,3-22
erloza 0,8 0,5-6 1,0 0,1-6
ostatni 0,5 0,5-1 3,0 0,1-6
BliZe neurcené oligosacharidy 3,1 10,1
Celkovy obsah sacharidi 79,7 80,5
Mineraly 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminokyseliny, proteiny 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Kyseliny 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
pH 3,9 3,5-4,5 52 4,5-6,5
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3.3.2.1 Sacharidy

Hlavnimi sacharidy obsazenymi v medu jsou monosacharidy glukéza a fruktdza. Med
dale obsahuje pfiblizn¢ 25 riznych oligosacharidi. V kvétovych medech lze nalézt
disacharidy, jako sachar6za, maltdza, trehaloza a turandza, stejné jako nékteré nutricné
vyznamné oligosacharidy — pandza, 1-kestoza, 6-kestéza a palatindéza. Ve srovnani
s kvétovymi medy, obsahuji medovicové medy vyssi mnoZzstvi oligosacharidii melezitozy

a rafin6zy.

3.3.2.2 Proteiny, aminokyseliny a enzymy

Med obsahuje ptiblizné 0,5 % bilkovin, pfedev§im enzymi, peptidy a volné
aminokyseliny. Tfemi hlavnimi enzymy, obsaZenymi v medu, jsou diastdza (amyldza),
rozkladajici Skrob nebo glykogen na mensi cukerné jednotky, invertiza (sacharéza,
a-glukosidaza), rozkladdajici sacharéozu na fruktézu a glukdézu, a v neposledni fadé
glukozaoxidaza, ktera v pfitomnosti kysliku rozklada glukézu na peroxid vodiku

a glukonolakton.

3.3.2.3 Vitaminy, mineraly a stopové prvky

Obsah mineralt a stopovych prvkl se mize v jednotlivych druzich medu vyrazné lisit
[136]. Naptiklad je zndmo, Ze medovicové medy pfirozen¢ obsahuji vy$$i mnozstvi mineralt
ve srovnani s kvétovymi medy. AvSak celkové mnozstvi vitaminti a mineralii, obsazenych
v medu, je vzhledem k doporucené denni davce pomérné malé.

Z hlediska vyzivy obsahuje med diilezité stopové prvky (chrom, mangan, selen, zinek,
siru, bor, kobalt, molybden a kiemik) a makroprvky (sodik, draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfor)
[137]. Dale med obsahuje vitaminy z fady B (B1, B2, B3, B5, B6), vitamin C a K. Mimoto,
med obsahuje 0,3-25 mg/kg cholinu a 0,06-5 mg/kg acetylcholin [138]. Cholin je nezbytny

pro kardiovaskularni systém a mozek, zatimco acetylcholin plisobi jako neurotransmiter.

3.3.2.4 Aromatické slou¢eniny, chut'ové litky a fenolické latky

Senzorické vlastnosti medu jsou dulezitym kritériem jak pro vybér spotiebitele, tak
pro dalsi pouziti v potravinafstvi. Medy nabizi Sirokou Skalu barev i chuti, které jsou dany
zejména jejich botanickym plvodem [139]. Hlavnimi slozkami vytvatejici chut’ jsou
bezesporu cukry. Obecné medy s ptevahou fruktozy (akécie) jsou chut'ove sladsi ve srovnani
smedy s prevahou glukozy (fepka olejka). Aroma medu je ovliviiovdno obsahem

jednotlivych organickych a fenolickych kyselin a aminokyselin. V uplynulych desetiletich
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byl provadén rozsahly vyzkum aromatickych latek v medu. Bylo identifikovano vice nez
500 raznych té€kavych sloucenin v riznych typech medu a jejich obsah se lisil dle
botanického pivodu [140]. Dilezitou skupinou slou¢enin ovliviiujici senzorické vlastnosti
jsou fenolické latky. Celkovy obsah fenolickych latek v medu se pohybuje v koncentracich
az 500 mg/kg [141,142]. Nejcastéji zastoupenymi fenolickymi latkami jsou flavonoidy,
fenolické kyseliny a jejich derivaty [143]. Fenolické latky budou podrobné popsany

v samostatné kapitole 3.4.

3.3.3 Vliv na lidské zdravi
3.3.3.1 Antimikrobialni, antivirova a antiparaziticka aktivita

Med vykazuje inhibujici uc€inky na rast nejriiznéjSich mikroorganismt a hub. Jeho
antimikrobialni G¢inky, zejména proti grampozitivnim bakteriim, byly podrobné popsany
v fad€ studii [144-147]. Byly ovéfeny bakteriostatické a baktericidni Gi€inky pro mnoho
nepatogennich, ale 1 vyrazné patogennich kment (napf. Bacillus anthracis,
Corynebacterium  diphtheriae, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Klebsiella
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella cholerae-suis, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Vibrio choleriae a mnoho dalsich) [144,145]. Mimo jiné byla
prokazana schopnost medu inhibovat in vitro virus Rubeolla — ptivodce zardének [148], tii
druhy parazita Leishmania [149] a Echinococcus [150].

Antimikrobidlni G¢inek medu je dan zejména nizkou aktivitou vody a zaroven
pritomnosti enzymu glukozaoxidazy, ktery zajiStuje produkci peroxidu vodiku [151].
V medu Ize nalézt i dalsi antibakteridlni latky neperoxidové povahy, napt. aromatické
kyseliny [152], fenoly, flavonoidy [153,154] a dalsi zatim neidentifikované latky s riznymi
chemickymi vlastnostmi [147]. V neposledni fad¢ pfispiva k antibakteridlnim vlastnostem
medu 1 nizké pH [155]. Pro optimalni antibakterialni aktivitu by mél byt med skladovan

v chladném, tmavém prostfedi a byt konzumovan v Cerstvém stavu.

3.3.3.2 Antioxida¢ni ucinky

Termin ,,oxidativni stres® popisuje nerovnovahu mezi vznikem volnych radikali
a pfitomnosti antioxidacnich latek v daném organismu. Pfedpoklada se, ze dostate¢nou
ochranou proti oxidaci 1ze zabranit mnohym chronickym onemocnénim [156]. Bylo zjiSténo,
ze med zajiStuje vyznamnou antioxidacni aktivitu, ktera je ddna mnoha slozkami medu:

glukozaoxidazou, kataldzou, kyselinou askorbovou, flavonoidy, fenolickymi kyselinami,
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derivaty  karotenoidii, organickymi kyselinami, produkty Maillardovy reakce,

aminokyselinami a proteiny [141,157-166].

3.3.3.3 Protizanétlivé uc¢inky

Protizénétlivé ucinky medu byly studovany [167] u lidi po konzumaci 70 g medu.
Byla sledovana primérna plazmaticka koncentrace zanétlivych markert, ktera po
konzumaci medu v ¢ase umérn¢ klesala. Dale byly provedeny studie monitorujici vliv medu

na snizeni zanétlivych procest ve stievech potkant [168]. Pti 1écbé kolitidy dosahoval med

w1

rrrrr

Druhé hypotéza byla podpotfena ve studiich na zvitatech, kde byly protizanétlivé ucinky

medu pozorovany u ran bez bakteridlni infekce [169].

3.3.3.4 Vliv na imunitu a dalsi fyziologické u¢inky

Konzumace medu stimuluje produkci protilatek béhem primarni a sekundarni
imunitni reakce. V pokusech na zvitatech [170,171] med vykazoval imunosupresivni
ucinky, které by mohly vysvétlit hypotézu, ze konzumace medu mize zmirnit precitlivélost
na pyl. V obdobné studii provadéné na lidech dostavali pacienti stravu doplnénou denni
konzumaci medu (1,2 g/kg télesné hmotnosti) [172]. Uéinky pozorované v krevnim séru
byly nasledujici: zvySeni monocytl o 50 %, Zeleza o 20 %, mé&di o 33 %, mirny narlst
lymfocyti, eosinofild, hemoglobinu, objemu bunék, zinku a hot¢iku, a dale snizeni feritinu
(11 %), Igé (34 %), aspartat-transaminazy (22 %), alanin-transaminazy (18 %),
dehydrogenazy kyseliny mlécné (41 %), kreatinkinazy (33 %) a cukru nalacno (5 %).

3.3.3.5 Vyziva a icinky na zdravi

S ohledem na zdravi ustni dutiny existuji debaty, zda je med Skodlivy nebo naopak.
Nekteré studie popisuji kariogenni u¢inek medu (vliv na vznik zubniho kazu) [173-176] jako
vyrazné nizsi ve srovnani se sacharozou [177]. Vzhledem k antibakterialni aktivit¢ medu
dochdzi k inhibici ristu bakterii zptisobujicich zubni kazy [178,179]. Na zaklad¢ zkoumani
za pouziti elektronového mikroskopu bylo zjisténo, ze med nezplisobuje erozi zubni
skloviny, jako k tomu dochézi po konzumaci ovocné stavy [180]. Lze tedy konstatovat, ze
med pravdépodobné neni tak kariogenni jako jiné cukry a v nékterych muze byt dokonce

karioprotektivni [181,182]. Celkové se vSak doporucuje po konzumaci medu ¢isténi zubtl.
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Med ma vyznamné UCinky také na trdvici systém. Na prijmova onemocnéni
doporucoval med jiz prorok Mohamed podle svaté muslimské knihy [183] (8. stoleti n. L.),
obdobn¢ jako fimsky Iékai Celsus (25 n. 1.) [184]. Existuje mnozstvi pisemnosti z vychodni
Evropy a arabskych zemi, kde je med doporucovan jak pro prevenci, tak k lécbé
nejruznéjSich poruch zazivaciho traktu (peptické viedy, gastritida, gastroenteritida)
[185-192]. Med je také silny inhibitor ristu bakterie Helicobacter pylori, vyvolavajici
gastritidy a peptické viedy [193-195]. Zajimavosti medu ve vztahu k travicimu traktu je, ze
samotné zpracovani sacharidi v zaludku po konzumaci medu je vyrazné¢ pomalejsi ve
srovnani se smési glukozy a fruktozy [196]. Dalsi dilezité ucinky medu na lidské traveni
jsou spojeny s oligosacharidy. Tyto slozky medu maji prebiotické ucinky [197,198], tzn.
ve stftevnim traktu podporuji navySeni poctu bifidobakterii a laktobacilii a zaroven podporuji
celkovy synergicky ucinek téchto zdravi prospéSnych bakterii [199]. Existuji 1 klinické
studie na kojencich a malych détech, kdy konzumace medu zkratila dobu trvani bakterialniho

prajmu [200].

3.4 Fenolické latky

Fenolické latky, jako sekundarni metabolity rostlin, jsou fazeny mezi diilezité slozky
senzorické a nutri¢ni kvality ovoce, zeleniny a dalSich rostlin [201]. Jedna se o obsahlou
skupinu bioaktivnich latek s riznymi biologickymi funkcemi. Fenolické latky ovliviuji
senzorické a barevné vlastnosti potravin [202] a zadrovent mohou ptisobit jako antioxidanty,
antinutriéni latky, fytoalexiny [203], ldkadla pro opylovace nebo ochranné latky proti
UV zéteni [204]. Tyto bioaktivni vlastnosti hraji dilleZitou roli pfi reprodukci a ristu rostlin
a také jim poskytuji ii€¢innou ochranu proti patogeniim a predatoriim [205,206].

Fenolické latky hraji neméné podstatnou roli pro ¢lovéka, nebot’ se podili na ochrané
téla proti fad¢ patologickych poruch, jako jsou aterosklerdza, mozkové dysfunkce a rakovina
[207]. Kromé toho maji fenolické latky mnoho primyslovych aplikaci, napfiklad mohou byt
pouzity jako pfirodni barviva a konzervacni latky pro potraviny [208] nebo pii vyrobé
natérovych hmot, papiru a kosmetiky. Z toho vyplyva, Ze bylo vyvinuto velké usili

o charakterizaci fenolickych latek ptirozen¢ se vyskytujicich v rostlinach [209].

3.4.1 Rozdéleni
Fenolické latky tvofi rozmanitou skupinu pfiblizné¢ 8000 [210] dosud

identifikovanych molekul. Miizeme mezi nimi nalézt latky pomérné jednoduchych struktur

vvvvvv
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kumariny a tfisloviny). V zévislosti na poctu fenolovych kruht a podle dalSich substituentii
se déli do nékolika skupin: flavonoidy, fenolické kyseliny, tfisloviny, stilbeny a lignany

[211].

3.4.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nizkomolekularni slou€eniny, obsahujici patnact atoma uhliku,
uspotradanych v konfiguraci Cs-C3-Cg (0br. 22). Jak je z obr. 22 patrné, struktura flavonoid
se sklada ze dvou aromatickych kruhii A a B, které jsou spojeny mustkem se tfemi uhliky,

obvykle ve formé heterocyklického kruhu C.

Obr. 22 Obecna struktura flavonoida [212].

Do dnesni doby bylo identifikovano vice nez 4000 raznych latek, nalezicich do této
skupiny a jejich pocet stale roste [211]. Flavonoidy mohou byt rozdéleny do nékolika
podtiid: anthokyany, flavony, isoflavony, flavanony, flavonoly a flavanoly [213].
Flavonoidy jsou velmi dilezité¢ antioxidanty, zejména diky jejich vysokému oxidacné-
redukénimu potencidlu, ktery jim umoznuje pusobit jako redukéni ¢inidla, donory vodiku
a tzv. ,,zhasece* singletového kysliku. Flavonoidy pomahaji chranit rostliny proti UV zéfeni,
houbovym parazitim, bylozravclim, patogenim a oxidativnimu poskozeni bunck [214].
Diky nékolika studiim [214-216] bylo zjiSténo, ze pravidelnou konzumaci flavonoida doslo
ke snizeni vyskytu nemoci, jako je rakovina a onemocnéni srdce. Neni tedy divu, Ze je
vénovana zvysena pozornost vyzkumu flavonoidi, zejména vzhledem k moznosti zlepSeni

lidského zdravi prostfednictvim stravy.

3.4.1.2 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny tvoii asi jednu tietinu fenolii, které mohou byt volné ¢i vazané
pomoci esterovych, etherovych nebo acetalovych vazeb na rtizné slozky rostlin [217].
Fenolické¢ kyseliny se de€li do dvou podskupin: derivaty kyseliny benzoové
(hydroxybenzoové kyseliny) a derivaty kyseliny skoficové (hydroxyskoticové kyseliny)
[218].
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Derivaty kyseliny benzoové maji strukturu Cs-Ci  (obr.

23).

Kyseliny

hydroxybenzoové jsou v rostlindich obvykle pfitomny volné nebo véazané, jako soucast

komplexnich struktur (napt. hydrolyzovatelné taniny) [219]. Nejcastéji se vyskytujici

hydroxybenzoové¢ kyseliny jsou shrnuty v tabulce u obr. 23 [220].

Kyselina R! R? R3 R*
Benzoova H H H H
Salicylova OH H H H
4-hydroxybenzoova H H OH H
Gentisova OH H H OH
Protokatechova H OH OH H
Gallova H OH OH OH
Vanilova H OCHs; OH H
Syringova H OCH:; OH OCH3

Obr. 23 Kyselina benzoova a fenolické kyseliny od ni odvozené.

Na druhé stran¢, derivaty kyseliny skoficové jsou aromatické slouceniny

s tfiuhlikovym postrannim fetézcem Ce-Cs (obr. 24). Hydroxyskoticové kyseliny jsou vice

bézné nez hydroxybenzoové kyseliny. Mezi jejich nejznaméjsi vazané formy patii

glykosylované derivaty a estery kyseliny chinové, kyseliny Sikimové a kyseliny vinné.

Spojenim kyseliny kavové a kyseliny chinové vznikd kyselina chlorogenova, ktera se

nachazi ve vysokych koncentracich v kavé a mnoha druzich ovoce [218]. Vybrané fenolické

kyseliny jsou shrnuty v tabulce u obr. 24 [220].

Kyselina R! R? R3 R*
Skoficova H H H H
o-kumarova OH H H H
m-kumarova H OH H H
p-kumarova H H OH H
Kavova H OH OH H
Ferulova H OCHs; OH H
Sinapova H OCHs: OH OCH;

Obr. 24 Kyselina skoficova a fenolické kyseliny od ni odvozené.
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Ttisloviny, nebo-li taniny, jsou slouceniny s relativné¢ vysokou molekulovou
hmotnosti, které tvofi tfeti hlavni skupinu fenolickych latek. Ttisloviny lze rozdélit do tii
podskupin: hydrolyzovatelné taniny, kondenzované taniny a florotanin [221]. Ttisloviny
maji rozdilné ucinky na biologické systémy, jsou potencialnimi chelatanty kovovych iontt,
biologickymi antioxidanty a bilkovinnymi precipitatory. Vzhledem k jejich rtznorodé
struktufe a Sirokému biologickému vyuziti neni stale zcela jasné, jaké G€inky v organismu

maiji [222].

3.4.1.3 Stilbeny

V lidské stravé je pritomno pouze malé mnozstvi stilbentl. Hlavnim ptedstavitelem
stilbenli je resveratrol, ktery existuje v cis- a trams-izomernich podobach, vétSinou
v glykosylovanych formach [223]. Stilbeny jsou produkovéany rostlinami jako reakce na
infekci a patogeny nebo jiné stresové podnéty [224]. Stilbeny byly nalezeny ve vice nez

70 druzich rostlin, véetné hroznd, jahod a arasidi.

3.4.1.4 Lignany

Lignany vznikaji oxida¢ni dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek. V ptirodé
jsou vétsinou pfitomny ve volné formé, zatimco jejich glykosidové derivaty jsou zastoupeny
jen minoritné. Zajem o studium lignant a jejich syntetickych derivatl roste z diivodu
potencialni aplikace pii onkologickych chemoterapiich a diky jejich dalSim

farmakologickym ucinktim [225].

3.4.2 Metody extrakce

Mnoho studii se zamétfuje na extrakci a analyzu fenolickych latek v riznych
rostlinach, vcetné ovoce, zeleniny, vina, kavy, ¢aje, bylin, obilovin a luSténin [204, 226,
227]. Bohuzel vzhledem k obrovské rozmanitosti fenolickych latek neexistuje zadny
jednotny a standardni postup extrakce. Podobné jako u jinych sloucenin je spravné
provedeni extrakce stézejnim krokem pro néslednou identifikaci ¢i kvantifikaci fenolickych
latek. Hlavnim aspektem, ktery je pfi extrakci fenolickych latek tteba vzit v ivahu, je povaha
vzorku. Metody extrakce by mély byt navrzeny v zavislosti na rozdilnych strukturnich
vlastnostech a jejich fyzikalné-chemickém chovani. V ptipadé¢ fenolickych latek je tfeba také

rozliSovat, zda chceme extrahovat volnou nebo vazanou formu.
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3.4.2.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) je zalozena na pfechodu rozpusténé latky
z jedné kapalné faze do druhé. Tato metoda mlize byt pouzita bud’ k ziskéni pozadované
latky z roztoku nebo k odstranéni nezadoucich necistot z rozpoustédla. Nejcastéji se vyuziva
kombinace vody (nebo vodného roztoku) a organického rozpoustédla, nemisitelného
s vodou. Latky mohou byt ve vodné fazi rozpusStény, emulgovany ¢i suspendovany.
Dutkladnym vytfepanim se vytvareji dvé zietelné ohranicené vrstvy, které lze nasledné
snadno oddélit. LLE s vyuzitim organickych rozpoustédel [222, 228-232] se pro rozpustné
fenolické latky pouziva pomérné Casto. Pro stanoveni fenolickych latek v medu se jako
nejvhodnéjsi jevi pouziti ethylacetatu [233,234], diethyletheru nebo chloroformu.
Nevyhodou LLE je nekompatibilita rozpoustédla s chromatografickym stanovenim,
moznost tvorby nezadoucich emulzi nebo nezadouci ko-extrakce dalSich latek (cukry,
organické kyseliny a proteiny). Naopak velkou vyhodou této metody je jeji jednoduchost,
moznost volby riznych kombinaci rozpoustédel a odstranéni matriénich efekti pro
naslednou HPLC/MS analyzu.

Existuji vSak také nerozpustné komplexy fenolickych latek a polymert bunécné
stény, které jsou spojeny prostiednictvim esterovych nebo glykosidickych vazeb. Tyto latky
nelze extrahovat organickymi rozpoustédly, ale je vhodnéjsi pouzit kyselou ¢i alkalickou

hydrolyzu [235].

3.4.2.2 Extrakce na pevné fazi

Principem extrakce na pevné fazi je rozdéleni stanovovanych latek mezi pevnou a
kapalnou fazi. Provadi se nanaSenim vétStho mnozstvi kapalného vzorku na kolonku s
vhodnym pevnym sorbentem. Béhem tohoto procesu dochézi k zachyceni a zakoncentrovani
sledované¢ho analytu. Poté mlze byt kolonka dle potieby promyta za ucelem odstranéni
piipadnych balastnich latek. Na zavér je provedena eluce analytu vhodnym ¢inidlem. SPE
je jednou z nejcastéji pouzivanych metod pro extrakci, ¢isténi 1 zakoncentrovani fenolickych
latek z rostlinnych matric [236, 237]. Pro extrakci fenolickych latek z medu se pouziva
nékolik riznych postupti. Jednou z moznosti je adsorbent Amberlite XAD-2 [238-249] s
vytéznosti 80-90 % [239]. Pro tento postup je vzorek medu smichan s péti podily vody,
okyselené na pH 2 pomoci HCI a zfiltrovan. Poté je filtrat nanesen do kolonky, kde jsou
fenolické latky zadrzeny, zatimco cukry a dal$i polarnéjsi slouCeniny jsou vymyty

okyselenou vodou. K zavérecné eluci fenolickych latek je pouzivan methanol a eluat je poté
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vysuSen za snizené¢ho tlaku pifi 40 °C. Alternativnim postupem je smichdni filtratu
s ¢asticemi Amberlitu XAD-2 (na magnetické michacce po dobu 10 minut) pfed naplnénim
kolony [238, 244-247]. Pied analyzou miize byt zatazen jesté krok ptecisténi pomoci LLE.
Odparek 1ze znovu rozpustit v destilované vod¢ a tento roztok extrahovat diethyletherem
s naslednym vysusenim pod dusikem. Poté je odparek znovu rozpustén v methanolu
a pfipraven pro HPLC analyzu filtraci pfes membranovy filtr s velikosti poru 0,45 pm [238,
244-246]. Dalsi variantou extrakce fenolickych latek z medu jsou SPE kolonky obsahujici
alkylované silikagely (C8, C18) [250]. Pro tuto metodu byly vzorky medu rozpustény,
extrahovany ethylacetitem a vysuSeny [250]. Odparek byl rozpustén v okyselené
deionizované vodé (pH 3,5) a tento roztok byl nanesen na kolonku Isolute C18 po
piedchozim promyti methanolem a okyselenou vodou. Adsorbované analyty byly eluovany
vodnym roztokem methanolu. Eluat byl vysuSen pod dusikem a podroben dalsi analyze.
Vyhodou metody je moznost zakoncentrovat stanovovanou latku z pivodné velkého
objemu kapalného vzorku do malého objemu vhodného elu¢niho rozpoustédla, jednoduchost
a nenaro¢nost na vybaveni a dle eliminace tvorby emulzi, ke kterym mutize dochdzet u LLE.
Nevyhodou muze byt pfitomnost kompetitivnich procesi béhem extrakce, presyceni
kolonky nebo horsi reprodukovatelnost zplisobena rtiznou kvalitou sorbentu i od stejného
vyrobce. Dals§i nevyhodou je mozna kontaminace vzorku zkolonky, kterou lze
minimalizovat pfechozim promytim. Uginnost extrakce je do velké miry ovlivnéna volbou

vhodného sorbentu a elu¢niho rozpoustédla.

3.4.2.3 Extrakce nadkritickou tekutinou

Pii teplotach a tlacich nad kritickym bodem vznikd homogenni kapalina znama jako
nadkritickd tekutina. V kritickém bod¢ maji nadkritické tekutiny hustotu blizkou kapalinam
a viskozitu podobnou plynim (mohou pronikat pies pevné latky jako plyny a rozpousti
materidly jako kapalina). Proto je nadkritickd tekutina u¢innym selektivnim rozpoustédlem
[251]. Nejcastéji pouzivanou nadkritickou tekutinou je CO, protoze mé nizkou kritickou
teplotu (Tc = 31,1°C), je cenové dostupny a netoxicky. Jelikoz je CO> nepolarni, neni pro
polarni fenolické latky pftiliS vhodnym rozpoustédlem. Tuto nevyhodu lze fesit ptidanim
pomocnych organickych rozpoustédel (napf. methanolu, ethanolu nebo acetonu), které
zvysuji solvataéni silu CO; a vytéznost extrakce fenolickych latek. Extrakce nadkritickou

tekutinou pomoci CO> v kombinaci s ethanolem nebo methanolem byla pouZita pro extrakci
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fenolickych latek z hroznovych jadérek [252,253], z vedlejSich produktl pii vyrobé vina
[254], z olivovych listd [255] ¢i pistaciovych slupek [256].

3.4.2.4 Extrakce ultrazvukem

Pti extrakei ultrazvukem (USE) jsou vyuzivany zvukové viny pii frekvencich nad
hranici slySitelnosti lidského ucha (>20 kHz) [257]. Vlivem ultrazvukovych vin dochazi
k rozpadu pevného vzorku a v pfipad¢ rostlinného materialu dochazi k naruSeni bunécnych
stén. Tento proces umoziuje lepsi penetraci rozpoustédla do vzorku a snadnéjsi uvolnéni
extrahovanych slozek. Potencialni komplikace pii extrakénim procesu USE mohou souviset
pfedevsim s resorpci extrahovanych slouc¢enin na povrch pevného vzorku, zahtivani vzorku
(popt. rozpoustédla) a tedy odpareni casti extrak¢éniho rozpoustédla. Dalsi nevyhodou je
nerovnomérna distribuce ultrazvukové energie (a jeji pokles v ¢ase) a z toho vyplyvajici
mozny rozklad sledovanych sloucenin, vyskytujicich se v mistech s velkou energii. Mezi
vyznamné parametry, ovliviiujici extrakéni proces USE, patii zejména intenzita
ultrazvukovych vin, typ extrakéniho rozpoustédla, teplota a tlak. Piesto je USE snadnou,
levnou, bezpecnou a ekologickou metodou extrakce, ktera zvySuje extrak¢ni 0Cinnost
fenolickych sloucenin z riiznych rostlinnych zdroji, zkracuje dobu extrakce a mize byt také
pouzita pro extrakci termolabilnich sloucenin. Jako diikaz tvrzeni, ze USE je stale atraktivni
extrakéni metodou, mohou slouzit piiklady aplikaci publikovanych v poslednich letech,
napt. extrakce fenolickych latek z jable¢ného vylisku [258], medu [259] nebo extrakce

saponinu z rtiznych typt Zensenu [260].

3.4.2.5 Mikrovinna extrakce

Mikrovilnna extrakce (MAE) je velmi pokrocilou technikou pouzivanou pro extrakci
latek z nejriiznéjSich rostlinnych materidlii. Jedna se o jednu z nejrychlejSich extrakénich
metod s vysoce efektivni extrakéni schopnosti. Mikrovinnd energie je neionizujici
elektromagnetickd vlna o frekvenci mezi 300 MHz a 300 GHz (v elektromagnetickém
spektru se nachazi mezi rentgenovym a infraCervenym paprskem). Princip MAE je zalozen
na pfimém uc¢inku mikroviny na molekuly vedenim iontl a rotaci dipdlu. Polarni molekuly,
jako jsou fenolické latky a iontové roztoky, siln€ absorbuji mikrovlnnou energii, protoze
maji trvaly dipélovy moment, coz ma za nasledek rychly vzestup teploty a rychlé dokonceni
reakce [261-263]. Polarita rozpoustédla je velmi dulezitym faktorem, protoze rozpoustédla
s vysokymi dielektrickymi konstantami (napt. voda) mohou absorbovat vice mikrovinné

energie [264]. Bylo zjisténo, ze extrahovatelnost fenolickych latek je vyssi s vyuZzitim
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acetonu ve srovnani s methanolem [257]. Mira ucinnosti extrakce také zavisi na typu
extrahovaného rostlinného materidlu a rozpoustédlech pouzitych pro extrakci [265]. MAE
se pouziva mimo jiné k extrakci fenolickych latek z riiznych rostlinnych zdroji, jako jsou
¢ajové listy, Inéna seminka, vanilka [266-269] nebo med [259]. Vyhodou MAE je nizka
spotieba rozpoustédla, vyssi rychlost, lepsi vytéznost a moznost extrakce stopovych

mnozstvi. Hlavni nevyhodou MAE jsou vysoké potizovaci naklady a nutnost filtrace vzorku.

3.4.2.6 Enzymaticky asistovana extrakce

V nékterych ptipadech je vhodné pro extrakci pouzit také enzymy. Jedna se zejména
o enzymy hydrolyzujici Skroby (pektinaza, celuldza, hemiceluldza a glukanaza). Tyto
enzymy mohou ucinn¢ rozlozit bunécné stény rostlin a usnadnit tak extrakci fenolickych
latek [220,270-275]. Bylo popsano n¢kolik konkrétnich vyuziti enzymu, napt pektinaza byla
pouzita pro zvySeni extrakce polyfenoll z jable¢ného vylisku [276]. K uvolnéni fenolickych
kyselin z je¢émene byly pouzity alfa-amylaza a celuldza [277] nebo kombinace komer¢nich
enzymi (Viscozyme, Termamyl a Lallzyme) [278]. Extrakce fenolickych latek s vyuzitim
enzymul maji mnoho vyhod oproti konvencnim metodam. Nevyhodou miize byt vyssi cena

enzymu.

3.4.3 Analytické metody
3.4.3.1 Spektrofotometrické metody

Pro stanoveni antioxidacni aktivity bylo vyvinuto mnoho metod na zéklad¢ odliSného
chemického a biologického mechanismu antioxidanti. Mezi hlavni metody patii: TEAC
nebo-li antioxida¢ni aktivita vztazend na ekvivalentni mnozstvi latky Trolox, vyuzivajici
nejcastéji radikaly ABTS a DPPH, FRAP (metoda méfeni antioxidacni aktivity, zaloZzené na
redukci zZeleznatych komplexti), ORAC (metoda méteni antioxidacni aktivity, zaloZzena na
eliminaci kyslikového radikalu) a CUPRAC (metoda meéfeni antioxidacni aktivity na
principu redukce médnatého iontu) [279,280]. Pro stanoveni celkového mnoZstvi
fenolickych latek se pouzivda metoda vyuzivajici Folin-Ciocalteuova c¢inidla. VSechny
zminéné testy jsou zaloZeny na raznych principech a jsou pouzivany k urceni rozli¢nych
skupin pfitomnych fenolickych sloucenin, napt. v medu [281,282] nebo medovinach
[283,284]. Spektrofotometrické metody poskytuji uzitecné kvalitativni a kvantitativni
informace a jsou velmi rozsSifené zejména vzhledem k jednoduchosti provedeni a nizkym

nakladiim. Hlavni nevyhodou spektrofotometrickych analyz je moznost poskytnout pouze
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informaci o obsahu antioxidantt, které reaguji s danymi radikaly. Tyto metody neumoziiuji

jednotlivé antioxidanty identifikovat ani kvantifikovat.

Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova Cinidla
Nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek
je metoda vyuzivajici Folin-Ciocalteuova ¢inidla [201,213]. Tato metoda je zaloZena na
oxida¢n¢ redukcnich vlastnostech fenolickych latek, tj. jejich schopnosti poskytovat
hydrogenovy radikal nebo elektron. Principem metody je oxidace fenoll v alkalickém
prostiedi pii soucasné redukci fosfowolframového a fosfomolybdenového komplexu za
vzniku modrého roztoku (oxidii wolframu (Wg023) a molybdenu (MogO23) [285,286].
Intenzita absorbance je métena pii 750 nm a vyjadiuje se jako ekvivalentni mnoZzstvi

kyseliny gallové [287].

Stanoveni celkové antioxidacni aktivity pomoci radikalu ABTS

Metoda TEAC je nejpouzivanéjsi metodou stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity
[288]. Pro tuto metodu se nejcastéji pouziva radikalkationt, ktery vznikl jednoelektronovou
oxidaci syntetického chromoforu ABTS (obr. 25).

ABTS — e~ - ABTS**

Schopnost antioxidanti zhaset ABTS radikal tak tvofi zaklad této
spektrofotometrické metody pro méfeni celkové antioxidacni aktivity. Mira odbarveni
ptvodné intenzivné modrozeleného roztoku je métfena pii 734 nm a je zavisla nejen na
koncentraci antioxidanti, ale také na dob¢ trvani reakce. Vysledna koncentrace antioxidanti
je vztazend k ekvivalentu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova

kyselina), jako standardu, méteného za stejnych podminek.

OH (
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Obr. 25 Struktura ABTS [2,2"-azinobis-(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonat)].
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Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci radikialu DPPH

Tato jednoducha metoda patii mezi velmi oblibené nejen pro védecké ucely, ale také
v potravinaiském primyslu. DPPH je bézné pouzivany synteticky radikal, ktery slouzi ke
stanoveni antioxidac¢ni aktivity pfirodnich 1 syntetickych antioxidantt. Principem metody je
reakce stabilniho radikdlu DPPH s antioxidanty [289], jako donory vodikového protonu. Pfi
této reakci je radikadl 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (obr. 26) redukovdn na
difenylpikrylhydrazin (DPPH-H). Reakce probihd v organickych nebo vodné organickych
roztocich, kde dochazi k odbarveni piivodné fialového roztoku na svétle zlutou. Pokles
absorbance je méten pii 515 nm a vysledna koncentrace antioxidantli je opét vztazena

k ekvivalentu Troloxu, méfeného za stejnych podminek.

N—N NO,

Obr. 26 Struktura radikdlu DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl).

3.4.3.2 Chromatografické metody

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se fadi mezi nejCastéji pouZzivané
separac¢ni metody. Tato metoda je vhodnad pro déleni méné t¢kavych organickych kapalnych
a pevnych latek, rozpustnych ve vod¢, v organickych rozpoustédlech nebo ziedénych
kyselinach. HPLC vynika vysokou tc¢innosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti.

Pti pouziti HPLC jsou vzorky davkovany davkovacim ventilem do mobilni faze
(MF). Ta unasi jednotlivé slozky vzorku na kolonu, kde dochazi k opakovanému ustaleni
rovnovahy mezi mobilni a staciondrni fazi (SF) a k separaci analytd dle fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Po priichodu separacni kolonou jsou analyty v mobilni fazi vedeny
do detektoru. Méfenou veli¢inou mize byt fluorescence, absorbance, index lomu, elektricka
vodivost atd. Vystupem z detektoru je graficky zaznam zavislosti odezvy detektoru na
retencnim Case nebo-li chromatogram, na némz se hodnoti plocha nebo vyska piku a reten¢ni
cas.

Principem HPLC je separace analytti na zakladé¢ jejich distribuce mezi SF a MF. SF

je zpravidla pevna faze, zakotvenda v chromatografické kolong. Jako napln kolon se pouzivaji
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polarni nemodifikované adsorbenty (silikagel, Al2O3) nebo naplné s chemicky vazanymi
stacionarnimi fdzemi na silikagelovém nosici. Jako MF se vétSinou pouziva voda, organicka
rozpoustédla a jejich smési. Volba konkrétnich fazi vzdy zavisi na povaze vzorku. Je-li SF
polarnéjsi nez MF, mluvime o systémech s normalnimi fazemi. V opacném piipad¢ jde o
systém s obracenymi fazemi.

Pro separaci v systémech s obracenymi fazemi volime jako nepolarni SF silikagel
modifikovany vhodnym ligandem (-C8, -C18, -CN) a jako polarni MF nejcastéji smési vody
¢1 pufru s polarnimi organickymi rozpoustédly (methanol, ethanol, ACN). Molekuly vzorku
interaguji se SF podle své polarity — vysoce poldrni latky interaguji se stacionarni fazi malo
¢i vibec a jsou eluovany nejdiive a s klesajici polaritou latek vzrista jejich retence v koloné.
K retenci latek dochdzi na zakladé jejich hydrofobnich interakci se SF. Zpravidla se pracuje
v rezimu gradientové eluce, piniz se béhem analyzy snizuje polarita MF (vysSim pfidavkem
organické faze), a tim dochazi k rychlejsi eluci nepoléarnich latek z kolony.

V minulosti byly pro separaci fenolickych latek pouzivany metody tenkovrstvé
[290, 291] a jednoduché kolonové chromatografie. V soucasné dobé¢ je vSak pro separaci
a kvantifikaci fenolickych latek jednoznacné nejpouzivan€j$i metodou RP-HPLC. Za
ucelem potlaceni disociace fenolickych latek se jako MF pouzivé voda s ptidavkem kyseliny
mravenci nebo octové (v piipadé UV detekce 1ze pouzit i kyselinu fosfore¢nou) v kombinaci
s organickym rozpoustédlem, napt. ACN nebo methanolem. Separace probihd v koloné
naplnéné nepolarni SF, nejCastéji s vdzanym oktadecyl silikagelem (C18). Fenolické latky
umoziuji pouziti riznych systému detekce. Nejcastéji byva vyuzit detektor diodového pole
(PDA), ktery diky moznosti snimat zaroven celé UV-VIS spektrum, poskytuje velmi cenné
informace pfi identifikaci fenolickych latek. Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie
nabizi moZznost identifikace fenolickych latek na zaklad¢ molekulové hmotnosti a tim piesné
urceni jednotlivych struktur fenolickych sloucenin [292].

Miutzeme nalézt nepieberné mnozstvi studii vyuZzivajici obé varianty detekce
(HPLC/PDA [293-297], HPLC/MS [298-301]. Naptiklad bylo provedeno stanoveni obsahu
fenolickych latek v zelenin€, ovoci a ¢aji, vyuzivajici HPLC/PDA systém [297]. V ramci
této studie byla vyvinuta metoda umoziujici stanoveni veskerych obsazenych fenolickych
latek najednou. Byly sledovany volné formy z divodu zabranéni rozkladu nékterych
fenolickych latek (napf. nestabilnich antokyantl) béhem hydrolyzy. Tato metoda umoziuje
soucasné kvantitativni stanoveni jednotlivych tiid fenolickych latek (flavony, flavonoly,

flavanony, katechiny, isoflavony, antokyanidiny, chalkony a antrachinony vcetné jejich
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glykosidtl). Nicméné v dasledku nevyhod nizkého detekéniho limitu a citlivosti pfinési
metoda HPLC/PDA soucasné i omezeni pfi analyze komplexnich matric, jako jsou surové
rostlinné extrakty a environmentalni vzorky. Proto je vhodné pied analyzou provést extrakei,
ktera muze zajistit odstranéni matrice, balastnich latek a zakoncentrovani vzorku. Timto
krokem lze vyrazné zjednodusit chromatogramy a snizit detek¢ni limity, aby mohly byt
jednotlivé latky spolehlivé identifikovany a kvantifikovany.

Pro identifikaci a charakterizaci fenolickych sloucCenin z rostlinnych extrakti
a potravin je Siroce pouzivana metoda HPLC/MS s raznymi iontovymi zdroji, jako jsou
ionizace elektrosprejem [302], chemicka ionizace za atmosférického tlaku [303] nebo
ionizace a desorpce laserem za ucasti matrice [304]. ESI je jednou z nejvSestrannéjSich
ionizacnich technik a je vhodna zejména pro latky polarni povahy, tedy i fenolické latky.
ESI je Setrna ioniza¢ni technika, kterd v zavislosti na vloZzeném napéti produkuje
deprotonované molekuly (analyzované pii snimédni zépornych iontll) nebo protonované
molekuly (analyzované pii snimani kladnych iontli). Pro separaci vzniklych iontl lze vyuzit
rizné typy analyzatort: kvadrupol (Q), iontova past, analyzator doby letu, orbitrap nebo
jejich tandemové usporadani, napt. QqQ, QqTOF nebo QqOrbitrap. Analyzator QqQ je diky
moznosti vicenasobné fragmentace a sledovani fragmentovych ionti vhodny pro
kvantitativni analyzu. Analyzator QqTOF pracuje v pomémné Sirokém rozsahu m/z (az
20000) a zaroven umoziuje urceni velmi presnych hmot a diky tomu je ideélni k piesné
identifikaci fenolickych latek. Analyzator QqOrbitrap pracuje v menSim rozsahu m/z (max
4000), ale zaroven dosahuje jeste presn€jsSiho rozliSeni ve srovnani s QqTOF, je tedy také
vhodny k ptesné identifikaci fenolickych latek.

Pro analyzu fenolickych latek je tedy nejvyhodnéjsi volbou tandemova hmotnostni
spektrometrie, kterd umoznuje nékolikanasobnou fragmentaci a tim pifinasi velmi dilezité
strukturni informace a moznost kvantifikace. Obecnou vyhodou HPLC/MS jsou velmi nizké
detekcni limity, schopnost urcit molekulovou hmotnost [305] a ziskat strukturni informace

o nezndmych slouc¢eninéach [306].
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3.5 Experimentalni ¢ast

3.5.1 Vzorky

V této préaci byly porovnavany medoviny zakoupené v obchodech a medoviny
ziskané pfimo od vcelait (tabulka 5). Vzorky ¢. 19-25 (tabulka 5) byly zakoupeny
v obchodnich fetézcich, pfipadné na trzich. Vzorky ¢. 1-10 a 31, 36-38 (tabulka 5) byly

ziskany od vcelaft, ale je mozné je také zakoupit. Ostatni vzorky byly ziskany od vcelartt,

kteti si medovinu vyrabi pouze pro vlastni pouziti.

Tabulka 5 Seznam vzorkt medovin.

Cislo vzorku  Vyrobce Niazev medoviny Pivod

1 Miroslav Zeleny Pribyslavské Letni ziskéno od vcelate
2 Miroslav Zeleny Ptibyslavské Jarni ziskéno od vcelate
3 Miroslav Zeleny Pribyslavska Lu¢ni ziskano od vcelate
4 Miroslav Zeleny Ptibyslavskéd Lipa ziskéno od vcelate
5 Miroslav Zeleny Pribyslavska Lesni ziskéno od vcelare
6 Pleva Medovina z akatového medu ziskano od vcelate
7 Pleva Medovina z akidtového medu ziskano od vcelate
8 Pleva Medovina z lesniho medu ziskano od vcelare
9 Pleva Medovina z lesniho medu ziskano od vcelare
10 Pleva Medovina z Potstéjna ziskano od vcelate
11 Jifi Mohelnik Medovina Lipova + chmel ziskano od vcelate
12 Jifi Mohelnik Lipova + chmel + zazvor ziskano od vcelate
13 Jiti Mohelnik Slunecnicova ziskano od vcelate
14 Jifi Mohelnik Kvétova + malverina ziskano od vcelare
15 Vrzan Klasicka + citron a pomeranc ziskano od vcelafe
16 Vrzan Klasickd + visen, citron, pomeran¢ ziskano od vcelaie
17 Anatol Kucharc¢uk Medovina z Tachova ziskéno od vcelare
18 Anatol Kucharcuk Medovina z Tachova — melomela ziskano od vcelate
19 Jan Halada Medovina Zlata zakoupeno

20 Jan Halada Medovina Klasterni zakoupeno

21 Medovinka s.r.o. Medovina ,,medvédi objeti zakoupeno

22 Dalibor Hrom¢ik Hrom¢irova hotka — Medovina Elisa zakoupeno

23 V¢elafstvi Babakov Medovina original zakoupeno

24 - Festivalova doméaci Fojtova medovina zakoupeno

25 Hrad a zamek Staré Hrady Starohradska archivni medovina zakoupeno

26 Gustav Novotny Bylinna ziskano od vcelate
27 Marién Sol¢ansky Medovina ziskéno od vcelare
28 Josef Syrovy Medovina ziskéno od vcelate
29 Frantigek Cap Pfirodni medovina ziskano od vcelate
30 FrantiSek Plachy Ptirodni medovina ziskéno od vcelare
31 Texl a syn Vranovsk4 medovina ziskéno od vcelate
32 Metapis Domaci jemna medovina zakoupeno

33 Josef Salaj Propolisovd medovina ziskéno od vcelafe
34 Antonin Véhala Pfirodni medovina + arénie ziskano od vcelate
35 Vcelarstvi Marada Medovina vi$ilova ziskano od vcelare
36 Karel Sima Medovina bylinkéafe Karla (bylinnd) ziskéno od vcelate
37 Karel Sima Medovina bylinkafe Karla (Cerny rybiz) ziskano od vcelafe
38 Karel Sima Medovina bylinkare Karla (pfirodni) ziskano od vcelate
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3.5.2 Standardy a ostatni chemikalie

Standardy fenolickych latek (3,4-dihydroxybenzaldehyd, katechin, epikatechin,
rutin, vanilin, taxifolin, myricetin, luteolin, kvercetin, apigenin a déle kyseliny gallova,
gentisova, protokatechova, chlorogenova, 4-hydroxybenzoova, kavova, vanilova, syringova,
o-, m- a p-kumarova, trans-ferulova, iso-ferulové, salicylovd), acetonitril, kyselina
mraven¢i, ABTS, Trolox, Folin-Ciocalteovo ¢inidlo a sorbent Amberlite XAD-2 byly
zakoupeny od Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dale byly pouzity tyto chemikalie:
peroxodisiran draselny (Laborchemie Apolda, Némecko) a uhli¢itan sodny (Lachner,
Neratovice). Deionizovand voda byla upravena Ccisticim zafizenim Milli-Q (Merck

Millipore, Némecko).

3.5.3 Pristroje a zarizeni

HPLC/MS analyza byla provedena na moduldrnim kapalinovém chromatografu,
slozeného ze dvou Cerpadel LC-20ADXR, odplyiiovaci jednotky DGU-5, autosampleru SIL-
20ADXR (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostatem pro kolonu LCO-102 (Ecom, Praha),
spojeném s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham, MA,
USA).

3.5.4 Optimalizace HPLC/MS separace

Pro chromatografickou separaci byla zvolena kolona Ascentis Express CI18
(150 mm x 3,0 mm x 2,7 um), vyhfivana na 30°C. Mobilni faze A: 0,3% HCOOH, mobilni
faze B: acetonitril. Pratok byl optimalizovan na 0,6 ml/min, pfi ddvkovaném objemu vzorku
2 pl. Optimalni gradient pro separaci jednotlivych slozek byl nasledujici: 0 min — 10 % B,
0,1 min —23 % B, 3 min — 24 % B, 4 min — 50 % B, 5 min — 60 % B, 6 min — 10 % B.

Kvantitativni analyza byla provedena metodou monitorovani hmotnostniho ptechodu
vybranych ionti (MRM). Optimalizace MRM piechodu probihala pro jednotlivé standardy
pomoci piimé inflize pfi snimani zaporné nabitych iontii. lontovy zdroj byl nastaven na tyto
podminky: pratoky plynil podilejicich se na suSeni a rozpraseni eluatu: ,,curtain gas a ion
source gases 1 a 2* byly za tlaku 20 psi, 40 psi a 50 psi, kolizni plyn byl nastaven na stfedni
hodnotu, teplota 400 °C, napéti iontového zdroje -4500 V, vstupni potencial -10 V.

Jednotlivé optimalizované parametry jsou uvedeny v kapitole 3.6.1 v tabulce 6.
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3.5.5 Priprava standardi pro kvantifikaci

Standardy jednotlivych fenolickych latek byly navazeny na analytickych vahach
a rozpustény v methanolu tak, aby jejich koncentrace odpovidala 1 g/l. Tyto zadsobni roztoky
byly nasledné natedény do jedné odmérné baiiky na tfi rizné koncentracni arovné: 50 pg/ml
(3,4-dihydroxybenzaldehyd, epikatechin, rutin, taxifolin a kyseliny: 4-hydroxybenzoova,
chlorogenova, syringova, kavova, ferulovd), 10 pg/ml (vanilin, myricetin, katechin,
kvercetin, luteolin, apigenin a kyseliny: gallova, protokatechova, vanilova, isoferulova,
salicylovd a o-, m-, a p-kumarovad) a 0,5 pg/ml (kyselina gentisovd). Z tohoto roztoku byla
nasledné pfipravena kalibra¢ni fada ve tfech kalibra¢nich hladinach 0,01-5 pg/ml pro prvni

skupinu; 0,002-1 pg/ml pro druhou skupinu a 0,1-50 ng/ml pro tfeti skupinu.

3.5.6 Optimalizace extrakce

Byly testovany tfi rizné metody extrakce. Jako prvni byla zvolena metoda SPE
extrakce [299]. Pro tyto Ucely byla pfipravena SPE kolonka z 10 ml stiikacky, ktera byla
naplnéna vatou (do urovné 1 ml), nasledn¢ naplnéna sorbentem Amberlite XAD-2 (do
urovné 8 ml) a opét ukoncena vrstvou vaty. Takto ptipravend kolonka byla nejprve promyta
20 ml deionizované vody, poté byl nanesen vzorek medoviny (10 ml). Po proteceni
veskerého vzorku byla kolonka promyta 10 ml okyselené vody, poté 10 ml deionizované
vody. Na zavér byla provedena eluce 10 ml methanolu a eluat byl zcela odpaien pod
proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 2 ml roztoku 20 % ACN/0,3 % HCOOH (v/v)
a zfiltrovan pomoci PTFE filtru.

Dalsi zvolenou metodou byla opét SPE, avSak s pouzitim komercni SPE kolonky
plnéné oktadecyl silikagelovou fazi. Kolonka byla v prvnim kroku kondiciovdna 20 ml
methanolu, poté promyta 20 ml deionizované vody a 10 ml okyselené vody. Nésledovalo
naneseni 10 ml vzorku a prosati pod vakuem. Poté byl vzorek promyt 10 ml okyselené vody
do uplného prosati. Nasledné€ byla provedena eluce methanolem (10 ml) a eluat odpaten pod
dusikem. Odparek byl rozpuStén v 2 ml roztoku 20 % ACN/0,3 % HCOOH (v/v) a zfiltrovan
pomoci PTFE filtru.

Jako tfeti extrakéni metoda byla zvolena metoda extrakce z kapaliny do kapaliny.
Vzorek byl extrahovan v 50 ml centrifugacnich zkumavkéach. Bylo pouzito 10 ml vzorku,
k nemuz bylo ptidano 150 pl 35% HCI pro okyseleneni na pH 2 a déale 30 ml ethylacetatu.
Zkumavka byla uzaviena a umisténa do tfepacky na 5 min. Poté byl vzorek centrifugovan 5

min pii 4000 rpm. Nasledn¢ byla ze zkumavky odebrana organické vrstva a pod dusikem
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odpatena do sucha. Odparek byl rozpustén ve 2 ml 20% ACN/0,3% HCOOH a zfiltrovan
pomoci PTFE filtru.

Pro porovnani byly vzorky také po 10-nasobném nafedéni analyzovéany bez extrakce.

3.5.7 Antioxidaéni aktivita

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS radikalu

Pro ptipravu ABTS radikdlu byla rozpusténa zakoupend tableta (10 mg) v 5 ml
deionizované vody (¢ = 3,6 mmol/l). K tomuto roztoku bylo ptfidano 100 pl roztoku K>S>0s
o koncentraci 0,064 mol/l. Takto piipravend reakéni smés byla ponechana
12-16 hodin bez pfistupu svétla. Pfed pouzitim byl roztok natedén tak, aby vysledna hodnota
absorbance (pfi vlnové délce 734 nm) dosahovala ptiblizné 0,8.

Analyza antioxida¢ni aktivity v medovinach probihala ve 4 ml vialkdch. Ke 3 ml
pracovniho roztoku ABTS bylo ptidano 100 pul medoviny. Ubytek absorbance byl méfen po
10 minutach pii vlnové délce 734 nm. Antioxidacni aktivita medovin byla vyjadiena

v procentech a pfepocitdna pomoci kalibracni kiivky na TEAC.

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH radikdlu

Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 0,0158 g 2,2-difenyl-1-pikylhydrazylu do
25 ml odmérné banky a rozpusténim v methanolu. Tento vychozi roztok byl pted pouzitim
fedén methanolem tak, aby jeho absorbance (pfi vinové délce 515 nm) dosahovala piiblizné
0,8-0,9.

Analyza antioxida¢ni aktivity v medovinach probihala opét ve 4 ml vialkach. Ke 3 ml
pracovniho roztoku DPPH bylo pfiddno 200 ul medoviny. Po dikladném promichéni
probihala inkubace bez piistupu svétla po dobu 30 min. Ubytek absorbance byl méfen pfi
vlnové délce 515 nm. Antioxidacni aktivita medovin byla vyjadiena v procentech

a pfepocitana pomoci kalibracni kiivky na TEAC.

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova Cinidla

Pracovni roztok byl pfipraven nafedénim 2 M Folin-Ciocalteuova ¢inidla s vodou
v poméru 1:9. Dale byl ptfipraven 7,5% roztok uhli¢itanu sodného (m/v).

Stanoveni obsahu fenolickych latek probihalo ve 4 ml vialkdch smisenim 1 ml
pracovniho roztoku a 1 ml deionizované vody a 50 pl vzorku medoviny. Tato vychozi smés

byla inkubovéna bez ptistupu svétla po dobu 5 min. Poté byl k reakéni smési pfidan 1 ml
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roztoku Na>COs.Takto pfipravend smés byla ponechana bez ptistupu svétla dalSich 30 min.
Nasledné byla ihned zmétena absorbance pii vinové délce 750 nm. Vysledna koncentrace

antioxidantll byla vztazena k ekvivalentu kyseliny gallové, méfené za stejnych podminek

(GAE).

3.6 Vysledky a diskuze

3.6.1 Optimalizace HPLC/MS separace

Celkem bylo vybrano 24 fenolickych latek, které jsou v medu a potazmo medovinach
nejcastéji  zastoupeny. Scilem pro budouci rutinni pouziti byla vyvijena separace
v nejkratsim mozném Case s minimalni koeluci jednotlivych fenolickych latek. Optimalizace
separace byla provedena na kolon¢ Ascentis Express C18, obsahujici povrchové porézni
castice. Bylo optimalizovano hned nékolik faktorti separace (strmost gradientu, obsah
HCOOH v mobilni fazi a pocate¢ni koncentrace ACN). Vzhledem k obsahu poléarnich
slozek ve vzorcich, byl nastaven gradient tak, aby prvni latka, tj. kyselina gallova, eluovala
priblizn€ minutu za mrtvym objemem kolony. Strmost gradientu byla volena tak, aby byly
dikladné oddé¢leny latky se stejnou molekulovou hmotnosti, respektive se stejnym MRM
pfechodem, jelikoZ tyto latky nemohou byt rozliSeny pomoci hmotnostni spektrometrie.
Optimalniho gradientu bylo dosazeno béhem Sestiminutové chromatografické separace
(blize popsano v kapitole 3.5.4). Optimalizované parametry jednotlivych latek jsou uvedeny
v tabulce 6. Jako mobilni faze A byla zvolena 0,3% HCOOH, mobilni fazi B tvoftil acetonitril
s pocatecni koncentraci 10 %. Optimalizovana chromatograficka separace je zobrazena na
obr. 27.

V dalsi c¢asti byla optimalizovana detekce fenolickych latek pomoci hmotnostniho
spektrometru Q-TRAP. Pro vysokou citlivost a zaroven selektivitu byla zvolena metoda
MRM. Pro kazdou z vybranych latek bylo nutné optimalizovat veskeré nezbytné parametry,
jako jsou deklasteracni potencial (DP), kolizni energie (CE) a vystupni potencial kolizni cely
(CXP). P1i spravném nastaveni téchto parametrii 1ze dosahnout velmi nizkych limita detekce
a zaroven vysoké citlivosti. Jednotlivé optimalizované parametry pro ndmi vybrané latky

jsou shrnuty v tabulce 6.
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Obr. 27 Chromatograficka separace 24 vybranych standardd fenolickych latek.

1 — kyselina gallova, 2 — kyselina protokatechova, 3 — kyselina chlorogenova, 4— katechin, 5 — 3,4-dihydroxybenzaldehyd, 6 — kyselina 4-hydroxybenzoova, 7 — epikatechin,
8 — kyselina kavova, , 9 —kyselina vanilova, 10 — kyselina syringova, 11 — kyselina gentisova, 12 —rutin, 13 — kyselina p-kumarova, 14 — vanilin, 15 — isomery kyseliny ferulové (15a-trans-,
15-cis-forma), 16 — taxifolin, 17 — kyselina m-kumarova, 18 — kyselina o-kumarova 19 — myricetin, 20 — kyselina salicylova, 21 — luteolin, 22—kvercetin, 23—apigenin, 24 — hesperetin

Podminky: kolona Ascentis C18 (150 mm x 3,0 mm x 2,7 um), mobilni faze: A: 0,3 % HCOOH, B: ACN, pritok: 0,6 ml/min, teplota: 30 °C, davkovani 2 pl, detekce: MS/MS-MRM moéd.
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Tabulka 6 Optimalizované parametry pro HPLC/MS/MS analyzu.

Latka Oznaceni Cas [min] Q1 m/z Q3 m/z DP|[V] CE[V] CXP|V]
Kyselina gallova 1 1,56 168,70 124,90 -80 -20 -9
Kyselina protokatechova 2 2,19 152,90 108,97 -70 -22 -9
Kyselina chlorogenova 3 2,43 352,80 190,80 -60 -30 -9
Katechin 4 2,53 288,85 24491 -95 -22 -7
3,4-dihydroxybenzaldehyd 5 2,71 136,80 107,90 -90 -30 -9
Kyselina 4-hydroxybenzoova 6 2,76 136,85 92,90 -5 -24 -7
Epikatechin 7 2,81 288,80 244,90 -110 -24 -9
Kyselina kavova 8 2,92 178,80 134,90 -80 -22 -9
Kyselina vanilova 9 2,98 166,90 107,90 -60 -30 -9
Kyselina syringova 10 3,00 196,90 122,90 -75 -32 -8
Kyselina gentisova 11 3,03 152,80 107,90 -50 -30 -9
Rutin 12 3,53 608,80 299,80 -130 -50 -5
Kyselina p-kumarova 13 3,88 162,80 118,91 -65 -24 -9
Vanilin 14 4,03 150,90 136,00 -55 -20 -8
Kyselina ferulova (cis/trans isomery) 15 4,34 192,80 133,90 -75 -24 -9
Taxifolin 16 4,63 302,80 284,90 -80 -18 -9
Kyselina m-kumarova 17 4,82 162,81 118,90 -65 -24 -9
Kyselina o-kumarova 18 5,31 162,80 118,90 -65 -24 -9
Myricetin 19 5,32 316,80 150,80 -100 -34 -7
Kyselina salicylova 20 5,69 136,80 92,90 -35 -24 -9
Luteolin 21 5,72 284,70 132,90 -160 -40 -6
Kvercetin 22 5,76 300,80 150,70 -100 -32 -11
Apigenin 23 6,00 268,80 116,90 -90 -40 -6

Q1 — m/z izolované na prvnim kvadrupdlu, Q3 — m/z sledované na tietim kvadrupolu. DP —deklasteraéni potencial, CE — kolizni energie, CXP — vystupni potencial kolizni cely
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3.6.2 Parametry pro kvantifikaci

Pro kvantitativni stanoveni byla zvolena metoda kalibra¢ni kifivky. Jednotlivé
kalibracni roztoky byly méfeny na deseti koncentracnich hladinach. Regresni diagnostika
byla provedena v programu QC Expert 3.3 (TriloByte, CR). Nejprve byla provedena kritika
dat s naslednym vyuzitim grafickych diagnostik (Pregiboniiv graf, Wiliamstv graf, L-R graf,
Jacknife rezidua a McCulloh-Metertiv) na odhaleni a odstranéni vlivnych bodl. Na zavér
byla aplikovana kritika metody a modelu na hladiné vyznamnosti 95 %. Na zaklad¢ téchto
testll nebyly ve vétSin€ piipadit do vypoctu regresni zavislosti zahrnuty body odpovidajici
Studentova t-testu. Regresni parametry linearni zavislosti ploch pod pikem na koncentraci
latek vyjadiené v ng/ml (isek a smérnice) jsou uvedeny spolu s vypoctenymi smerodatnymi
odchylkami v tabulce 7. Dale jsou zde uvedeny koeficienty determinace (R?), meze detekce
(LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). LOD bylo stanoveno jako trojnadsobek odstupu signalu
od Sumu a LOQ jako desetindsobek odstupu signalu od Sumu. Ve vétSing€ piipadi je limit
kvantifikace v oblasti mezi prvnim a druhym nejniz§im kalibracnim standardem. Vzhledem
konstatovat, Ze vyuzitelny rozsah kalibrace se nachazi nad limitem kvantifikace.

Ziskané regresni parametry byly dale vyuzity na kvantifikaci sledovanych
fenolickych latek v 38 vzorcich medovin. Z divodu velkého mnoZzstvi dat nejsou naméiené
obsahy jednotlivych fenolickych latek soucasti této prace. V kapitole 3.6.4 bude nasledné

popsana statistickd analyza téchto dat.
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Tabulka 7 Regresni parametry, meze detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé fenolické latky.

Latka LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml] Smérnice Usek R?

Kyselina gallova 0,714 5,714 759900 + 8000 -17933 £ 2166 0,9984
Kyselina protokatechova 0,387 1,290 1720194 + 11469 -3207 +2613* 0,9994
Kyselina chlorogenova 2,000 6,666 381307 £ 6313 -6644 + 6366* 0,9962
Katechin 2,800 9,333 102700 + 1300 -221 +£338* 0,9973
3,4-dihydroxybenzaldehyd 3,031 10,10 239644 + 3195 16789 + 4039* 0,9972
Kyselina 4-hydroxybenzoova 11,90 39,69 809862 + 15947 47548 + 16081* 0,9946
Epikatechin 14,28 47,61 128922 + 1491 -6166 + 1863 0,9980
Kyselina kavova 4,489 14,96 2746567 + 37176 93369 +47001* 0,9971
Kyselina vanilova 2,589 8,630 6130+ 53 392+ 11 0,9996
Kyselina syringova 194,4 648,1 6913 +£153 -17 £ 154%* 0,9931
Kyselina gentisova 0,517 1,709 2517+ 54 -1946 + 551 0,9934
Rutin 4,569 15,22 260652 + 4370 -8805 £ 4406 0,9961
Kyselina p-kumarova 2,719 9,065 2303309 + 45292 -17058 + 9134* 0,9946
Vanilin 7,352 24,48 86663 + 448 32 + 120* 0,9996
Kyselina ferulova 11,83 39,44 81561 £ 1120 -2287 + 1129* 0,9974
Kyselina isoferulova 3,120 10,40 70167 + 615 -359 + 165* 0,9989
Taxifolin 10,25 34,19 386374 + 1103 3192 + 1257 0,9989
Kyselina m-kumarova 5,014 16,71 1175366 + 23825 -7317 + 4805* 0,9943
Myricetin 9,454 15,22 260652 + 4370 -8805 + 4406* 0,9961
Kyselina salicylova 0,469 1,563 10726112 + 143053 -42619 £36171* 0,9972
Luteolin 0,960 3,200 332701 + 3741 946 + 2605 0,9980
Kvercetin 0,686 2,286 1809675 +27181 -135794 + 5478 0,9986
Apigenin 0,124 0,412 2240123 + 32223 13566 +£2711 0,9983

*absolutni ¢len je na hladiné vyznamnosti 95 % nevyznamny (P > 0,05)



3.6.3 Optimalizace extrakce

V ramci optimalizace procesu extrakce fenolickych latek byly testovany riizné
pristupy na vybranych vzorcich. Nejprve byla pouzita metoda popsana v literatuie [299]
s vyuzitim vlastnorucné vyrabénych SPE kolonek se sorbentem Amberlite XAD-2. Dale
byly pouzity komerc¢ni SPE kolonky s oktadecyl silikagelovou stacionarni fazi. Jako treti
varianta byla zvolena extrakce z kapaliny do kapaliny za pouziti ethylacetatu jako
extrakéniho ¢inidla. Pro porovnani byly vzorky analyzovany také bez extrakce. Na obr. 28
je sloupcovy graf popisujici sumu sledovanych fenolickych latek ziskanych jednotlivymi
metodami extrakce ve vybranych vzorcich.

Ob¢ varianty SPE poskytly ptiblizn¢ obdobné mnozstvi fenolickych latek s tim, ze
sorbent Amberlite XAD-2 poskytoval mirn¢ lepsi vysledky. Mirn€ vyssi obsah fenolickych
latek, nez SPE poskytla analyza bez extrakéniho kroku. Vyjimku tvoii vzorek 3, kde byla
metoda SPE-A mirn€ vys$i nez bez extrakce. Jako jednoznac¢né nejucinnéjsi extrakéni
metoda se ukdzala extrakce z kapaliny do kapaliny. Z tohoto divodu byla pozdé&ji pouzita

pro vsechny vzorky medovin.
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Obr. 28 Porovnani vlivu rtiznych metod extrakce na celkové mnozstvi extrahovanych

sledovanych fenolickych latek ve vybranych vzorcich medovin (€. 1, 3, 4).

LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny, SPE — extrakce na pevné fazi, SPE-A — extrakce na pevné fazi se sorbentem

Amberlite, Bez — analyza bez extrakce
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3.6.4 Statisticka analyza

Data namétena pomoci HPLC/MS/MS byla zpracovana pomoci statistického
programu STATISTICA (StatSoft, CR). Pro hodnoceni sledovanych vzorkti medovin byla
vybrana analyza hlavnich komponent (PCA), kterd umoziuje snizit variabilitu do méné
dimenzi s minimalni ztratou informaci. Tato metoda slouzi k lepSimu pochopeni vztahu
mezi proménnymi a nalezeni odlehlych hodnot.

Catteltiv indexovy graf upati zobrazuje relativni velikost jednotlivych vlastnich ¢isel
a slouzi k ur€eni vyznamnych hlavnich komponent. V idedlnim ptipadné je vhodné vybirat
komponenty s hodnotou vlastnich ¢isel vy$si nez 1 s co nejvyssim celkovym procentualnim
pokrytim sledovaného systému. V ptipad¢, Ze pro popis systému je pouzito velké mnozstvi
proménnych, existuje také velké mnozstvi komponent a zalezi, do jaké miry jednotlivé
komponenty ptispivaji k popisu systému. V praxi se snazime najit dvé nebo tfi komponenty,
které co nejvice popisuji systém, optimaln¢ vice nez 75 % systému. V nasem piipad¢ prvni
tf1 komponenty vykazuji pokryti ptiblizn€ 61,5 % (obr. 29), coZ neni mnoho, a proto je nutné
redukovat redundantni proménné, které koreluji nebo maji na popis systému maly vliv. Vliv
jednotlivych proménnych na popis systému je vidét z grafi komponentnich vah, uvedenych

na obr. 30-32.
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Obr. 29 Cattelliv indexovy graf tpati pro vSechny komponenty (STATISTICA, StatSoft).
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Obecné graf komponentnich vah uddva miru korelace mezi jednotlivymi
proménnymi. V tomto typu grafu jsou porovnavany vzdalenosti mezi privodici jednotlivych
proménnych. Malé vzdalenost mezi jednotlivymi pravodici znaci silnou korelaci. Pokud jsou
pruvodice ve vzajemném uhlu 90°, vykazuji nulovou korelaci. Vzajemny thel 180° znaci
negativni korelaci. Délka pruvodice odpovida jeho dilezitosti. Na obr. 30-32 je zobrazena
projekce proménnych do faktorové roviny (1-2, 1-3 a 2-3). Na zaklad¢ tohoto zobrazeni byly
postupné vylouceny proménné s kratkymi pravodici, které vykazuji nizsi dilezitost

a proménné, které koreluji s dal§i vyznamnéjsi proménnou.
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Obr. 30 Graf komponentnich vah — projekce proménnych do faktorové roviny 1-2

(STATISTICA, StatSoft).
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Obr. 31 Graf komponentnich vah — projekce proménnych do faktorové roviny 1-3

(STATISTICA, StatSoft).
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Obr. 32 Graf komponentnich vah — projekce proménnych do faktorové roviny 2-3

(STATISTICA, StatSoft).
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Na obr. 33 je uveden Catteliv indexovy graf Upati po odstranéni redundantnich
proménnych. Jak je z obrazku patrné, pro celkovy popis systému staci sedm proménnych,
pficemz prvni tfi komponenty (vlastni ¢islo vétsi nez 1) vykazuji pokryti jiz 80,9 %. Na

obr.34-36 jsou uvedeny grafy komponentnich vah po odstranéni redundantnich proménnych.
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Obr. 33 Catteliv indexovy graf upati po odstranéni redundantnich proménnych

(STATISTICA, StatSoft).
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Obr. 34 Graf komponentnich vah po odstranéni redundantnich proménnych — projekce

proménnych do faktorové roviny 1-2 (STATISTICA, StatSoft).
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Obr. 35 Graf komponentnich vah po odstranéni redundantnich proménnych — projekce

proménnych do faktorové roviny 1-3 (STATISTICA, StatSoft).
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Obr. 36 Graf komponentnich vah po odstranéni redundantnich proménnych — projekce

proménnych do faktorové roviny 2-3 (STATISTICA, StatSoft).
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Rozptylovy diagram komponentniho skore zobrazuje objekty dokonale rozptyleny
v roving. Nasledné 1ze nalézt shluky podobnych objektl a objekty odlehlé (silné odlisné od
ostatnich). Grafy komponentniho skore na obr. 37-39 zobrazuji n€kolik shluka (vzorki si
vzajemn¢ podobnych), ale 1 nékteré velmi odlehlé body (vzorky, které se vyznamné lisi od
ostatnich).

Prvnim odlehlym bodem, na obr. 37-39 ozna¢enym zelené, je vzorek 37. V tomto
vzorku byl ve srovnani s ostatnimi vzorky naméfen extrémné vysoky obsah kyseliny
gentisove, p-kumarové a taxifolinu, které dle grafii komponentnich vah (obr. 34-36) maji
vyrazné pozitivni korelaci s faktorem 1 a v piipadé kyseliny gentisové i s faktorem 2. Jedna
se o medovinu kvasenou s piidavkem §t'avy z ¢erného rybizu. Je tedy velice pravdépodobné,
ze takto vysoké obsahy jiz zminénych, ale i dalSich fenolickych latek jsou zplsobeny
obohacenim §t’avou z ¢erné¢ho rybizu.

DalSim odlehlym bodem je vzorek ¢. 14, na obr. 37-39 oznaceny oranzov€. Na
grafech komponentniho skore je tento bod zobrazen ve stejném sméru jako vzorek 37.
I v tomto vzorku byl ve srovnani s ostatnimi naméten velmi vysoky obsah kyseliny gentisové
(srovnatelny se vz. 37) a taxifolinu a dale vyssi obsah kyseliny p-kumarové a dalSich. Tyto
fenolické latky se nachazi ptirozené i v medu. JelikoZ se ale jednd o medovinu, kterd byla
kvaSena s pfidavkem malveriny, nebo-li §tavy z vinné révy, je v tomto piipad¢ navySeni
opét zptisobeno obohacenim ovocnou $tavou, kterd vyse zminéné latky obsahuje ve velkém
mnozstvi.

Poslednim odlehlym bodem je vzorek €. 26, na obr. 37-39 oznacen fialové. Z grafii
komponentniho skore vyplyva, Ze tento vzorek koreluje pozitivné s faktorem 1 diky vyssimu
obsahu taxifolinu a kyseliny gentisové a negativné s faktorem 2 diky velmi vysokému
obsahu 3,4-hydroxybenzaldehydu. Medovina byla pfipravena s piimési bylin, diky nimz
byly v tomto vzorku namétfeny vysoké obsahy témét vSech sledovanych fenolickych latek.

Cervené oznaéena dvojice odlehlych bodii &. 19 a 25 (obr. 38, 39) popisuje vzorky,
kde byl namétfen neobvykle vysoky obsah vanilinu, ktery vyrazné koreluje s faktorem 3.
Zaroven takto vysoky obsah vanilinu v medovinach neni pfirozené¢ mozny, je tedy ziejme,
ze byl do medovin piidan synteticky vanilin. U téchto dvou vzorkl byl naméien také vyrazné
nizsi obsah ostatnich fenolickych latek a je tedy pravdépodobné, Ze tyto medoviny nebyly

vyrobeny z dostate¢ného mnozstvi medu, které je dano vyhlaskou.
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Modry shluk popisuje medoviny, které byly pfi piipravé obohaceny bylinami nebo
ovocnymi Stdvami, ale pravdépodobné v mensi mife nez ve vyse popsanych vzorcich. Proto
mayji také vyssi obsah fenolickych latek a statisticky byly vyhodnoceny jako podobné.

Posledni (Cern€ oznaceny) shluk tvofi ostatni medoviny, které byly pravdépodobné
kvaseny pouze z medu bez dalSich ptisad nebo se Stavami, s niz§im obsahem fenolickych

latek.

Faktor 2: 24,.83%

Faktor 1: 40 80%

Obr. 37 Graf komponentniho skore po odstranéni redundantnich proménnych — projekce

piipadii do faktorové roviny 1-2 (STATISTICA, StatSoft).

86



Al

_4-

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Faktor 1: 40 80%

Faktor 3: 15,28%

Obr. 38 Graf komponentniho skore po odstranéni redundantnich proménnych — projekce

ptipadi do faktorové roviny 1-3 (STATISTICA, StatSoft).
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Obr. 39 Graf komponentniho skdére po odstranéni redundantnich proménnych — projekce

piipadii do faktorové roviny 2-3 (STATISTICA, StatSoft).

87



3.6.5 Antioxidaéni aktivita

Fenolické latky patii mezi antioxidanty, a proto se tyto latky vyznamnou mérou
podili na antioxidac¢ni aktivité. Za ucelem ucelenéjsSiho pohledu na jednotlivé medoviny byla
ve vSech sledovanych vzorcich meéfena také aktivacni aktivita. Byly zvoleny tii
spektrofotometrické metody — stanoveni antioxidacni aktivity pomoci radikala ABTS
a DPPH (obr. 40) a s vyuzitim Folin-Ciocalteouova ¢inidla (obr. 41).

Na obrazku 40 je zobrazeno grafick¢ vyjadieni antioxidacni aktivity jako
ekvivalentni mnozstvi Troloxu/ml medoviny. Ve vétsin€ vzorki byla naméfena vyrazné;si
antioxidacni aktivita pomoci radikdlu ABTS. Opacény trend miizeme pozorovat u vzorkl
¢. 19, 20 a 25, kde byla namétena vyssi antioxidacni aktivita pomoci radikalu DPPH.
Celkové¢ Ize konstatovat, Ze medoviny ochucené ovocnymi Stavami (€. vz. 14, 15, 16, 18,
35, 37 a 38) nebo bylinami (26, 28, 36) maji proti tradicnim medovindm nesrovnatelné vyssi
antioxidacni aktivitu. Tento narlst je zpisoben velmi vysokym mnozstvim dalSich latek

vykazujici antioxidac¢ni aktivitu (napf. i vitaminy atd), obsazenych v ovoci a bylinach.
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Obr. 40 Porovnani antioxidacni aktivity medovin metodou ABTS a DPPH radikalq,

vyjadiené jako ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu.
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Podobny trend miiZzeme pozorovat iu intenzity antioxidacni aktivity namétené
pomoci Folin-Ciocalteouova ¢inidla na obr. 41. Nejvyssich hodnot dosahly medoviny
obsahujici ovocné §tavy: €. 15 (citron, pomeranc), ¢. 16 (citron, pomeranc, visen), ¢. 35

(viSen) a ¢. 37 (Cerny rybiz).
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Obr. 41 Celkovy obsah fenolickych latek stanoveny pomoci Folin-Ciocalteouova ¢inidla

vztazeny na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
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4 ZAVER

V Ceské republice patii medovina mezi oblibené alkoholické népoje. BohuZzel ne vzdy
se jedna o medovinu, kterd splituje pozadovanou kvalitu a bézny spotiebitel dle soucasné
legislativy nema moznost tuto skute¢nost zjistit. Z tohoto divodu bylo hlavnim zamérem
této prace vytvorit jednoduchou a rychlou metodu separace fenolickych latek, ktera by mohla
slouzit k ovéteni kvality medovin.

V této praci bylo sledovano celkem 23 fenolickych latek, které jsou nejcastéji
zastoupeny v medu, a tedy i v medovinach. Byla optimalizovana jak metoda extrakce, tak
nasledna separace pomoci HPLC/MS/MS. Na tfech vzorcich medovin byly porovnavany tii
typy extrakce a metoda bez extrakce. Jako nejucinnéjsi byla zvolena extrakce z kapaliny do
kapaliny pomoci ethylacetatu. HPLC/MS analyza probihala dle optimalizovaného 6-min
gradientu. Pro separaci byla pouzita kolona s povrchové poréznimi Casticemi (Ascentis
Express C18). Jako mobilni faze A byla zvolena 0,3 % HCOOH, mobilni fazi B tvofil
acetonitril s poc¢atecni koncentraci 10 %.

Vsechny optimalizované parametry byly vyuzity pro analyzu celkem 38 vzorkl
medovin, ziskanych jak pfimo od vcelait, tak 1 zakoupenych v obchodech. U vSech vzorkl
byla provedena extrakce a nasledna analyza pomoci HPLC/MS/MS. Naméiené vysledky
byly vyhodnoceny pomoci kalibra¢ni kiivky a pfepocteny na obsah sledovanych fenolickych
latek v jednotlivych vzorcich medovin. Ziskana data byla analyzovana pomoci vicerozmérné
statistické metody PCA. Touto metodou bylo ziskdno nékolik shlukli vzorkti medovin se
spolecnymi znaky a také nékteré odlehlé body, u vzorki, které se vyznamné lisily od
ostatnich. Byly nalezeny také dva vzorky medovin, které obsahovaly pfidany synteticky
vanilin a byly pravdépodobné¢ pfipraveny z menSiho mnozstvi medu, neZ je dano vyhlaskou.

Déle bylo ve vSech vzorcich medovin provedeno stanoveni antioxida¢ni aktivity
pomoci ABTS a DPPH radikalt a stanoveni celkového obsahu fenolickych latek pomoci
Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Tyto metody sice neumoziuji ziskat informace o jednotlivych
fenolickych latkach, ale poskytuji zajimavé informace o celkovém obsahu fenolickych latek

a jinych antioxidantt.
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