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Souhrn 
Disertační práce se zabývá možnostmi analytické kontroly fermentační smČsi pĜi výrobČ 

bioplynu. Popisuje celý proces anaerobní fermentace, složky pĜítomné ve vstupním materiálu 

i v reakční smČsi s důrazem na složení digestátu Ěkapalného podílu fermentační smČsi, která 

v bioreaktoru zůstává po ukončení fermentaceě a analytické metody používané pro kontrolu 

jejich složení. Detailní průzkum literatury, který byl v průbČhu pĜípravy disertační práce 

zpracován do pĜehledového článku, ukazuje, že analytická kontrola složení digestátu je 

doposud ve vývoji. Chybí průbČžná kontrola Ĝady složek, zejména polutantů, jako jsou 

pesticidy, herbicidy, fungicidy a tČžkých kovů, ale také nezfermentovaných cukrů, mastných 

kyselin a bílkovin a v neposlední ĜadČ i kontrola profilu flavonoidních látek. Vzhledem 

k očekávanému nárůstu produkce digestátu v souvislosti s evropskou vyhláškou 

1řřř/31/EC, která plánuje redukci skládkového biologicky rozložitelného odpadu do roku 

2020 na 35% současnČ produkovaného množství, bude význam dalšího zpracování 

digestátu a tedy i jeho analytické kontroly narůstat.    

PĜi vinaĜské výrobČ vzniká velké množství rostlinného odpadu, které by bylo vhodné dále 

zpracovat. Mezi mnoha možnými postupy je anaerobní fermentace logickou cestou. Tato 

práce je zamČĜena na studium anaerobní fermentace vinaĜského odpadu a pĜemČny 

flavonoidů za anaerobních podmínek. 

První část práce je zamČĜena na popis procesů, které mohou podle nastavených 

podmínek probíhat ve fermentační smČsi bČhem zplyňování vinaĜského odpadu. Vlivem 

působení mikroorganismů, teploty a vzájemných reakcí složek vinaĜského odpadu pĜi jeho 

skladování a následné anaerobní fermentaci v bioreaktoru dochází k ĜadČ rozkladných  

i kondenzačních procesů. Významnou roli hrají v tČchto procesech flavonoidní látky. Jejich 

obsah ve vinaĜském odpadu je pomČrnČ vysoký a tyto látky inhibují práci anaerobních 

mikroorganismů a komplikují proces zplyňování. DetailnČ nebyl osud flavonoidů bČhem 

skladování odpadu a jeho anaerobní fermentace doposud popsán. V této práci byly 

studovány procesy rozkladu anthokyaninových barviv (kyanidin a malvidin-3-galaktosid) pĜi 

pH 7 a vysoké teplotČ Ěř5°Cě. V roztoku byly sledovány hlavní rozkladné produkty - fenolické 

kyseliny (kys. protokatechová a kys. syringová) a 2,4,6 – trihydroxybenzaldehyd. PĜi rozkladu 

standardu floroglucinaldehydu byly v roztoku nalezené po jedné hodinČ tĜi nové látky. Tyto 

látky byly na základČ fragmentačních experimentů, porovnání s autentickým standardem  

a literaturou identifikovány jako kondenzační produkty floroglucinaldehydu. 

Vedle rozkladných procesů, lze ve vinaĜské technologii, pĜi skladování vinaĜského 

odpadu a v průbČhu jeho fermentace očekávat v malé míĜe také kondenzační reakce. 

Objektem zájmu této práce byl vývoj chromatografických metod pro sledování 
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diastereomerních můstkových barviv (+)-katechin-ethyl-malvidin-3-glukosidů vznikajících 

kondenzací (+)-katechinu, malvidin-3-glukosidu a acetaldehydu. Pro separaci můstkových 

barviv a jejich prekurzorů byla optimalizována metoda nano-kapalinové chromatografie. Její 

parametry byly porovnány s vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií využívající analytické 

kolony bČžných rozmČrů. Nano-kolona poskytla vyšší retenci a separační účinnost  

v porovnání s konvenční HPLC. Na druhou stranu lepší selektivita pro oba diastereomery  

a vyšší rozlišení všech látek bylo získáno pomocí konvenční HPLC. 

V další části této práce je popsán gasifikační proces tČžko-zplynitelného vinaĜského 

odpadu v diskontinuálním mikroreaktoru. PĜed samotným zplyňovacím experimentem byla 

provedena Ĝada experimentů pro nalezení optimálních podmínek, tj. různé pomČry prasečí 

kejdy a vinaĜského odpadu, pĜídavek methanogeních bakterií a/nebo thioglykolátového 

média a úprava pH pomocí hydroxidu amonného. Účinnost bioplynového procesu byla 

kontrolována plynovou chromatografií s hmotnostní detekcí. Pro odhalení chemických 

odlišností zplyňovaného vinaĜského odpadu v porovnání s bČžnČ používanými materiály byla 

použita kapalinová chromatografie s vysokorozlišující tandemovou hmotnostní spektrometrií 

v kombinaci s analýzou hlavních komponent a ortogonální projekcí do latentních struktur. 

Mezi hlavními markery bylo nalezeno velké množství látek s polyfenolickou strukturou. 

Analýzy vzorků odebraných v průbČhu acidogenní fáze a nestabilizované methanogeneze 

poukazují na vytvoĜení dihydro-flavonoidů v počátečních fázích procesu a jejich následná 

degradace, tj. hydroxykaempferol, hydroxybenzoylkatechin, methylkvercetin, malvidin-3-

glukosid, chalkon malvidinu a redukovaný katechin. ZmČny v profilu flavonoidů ĚpĜemČna 

flavonoidů na jejich redukované formy a jejich rozklad) v nestabilizovaném digestátu mohou 

ovlivňovat životní prostĜedí, pokud budou použity napĜíklad jako hnojivo. NČkteré redukované 

formy flavonoidů ĚnapĜ. taxifolině vykazují totiž vyšší toxicitu ĚLD50 hodnotyě než bČžné 

flavonoidy vyskytující se ve vinaĜském odpadu ĚnapĜ. kvercetin, malvidin atd.ě. Detailní 

kontrola chemického složení digestátu by tedy do budoucna mČla být významnou součástí 

jeho dalšího využití.  
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Summary 
This thesis is devoted to analytical control of composition of anaerobic fermentation 

mixture used for biogas production. The process of anaerobic digestion, presence  

of compounds in feedstock material and digestate (liquid part in reactor after anaerobic 

fermentation process) is discussed in first part of the work. Detailed review of published 

results showed that the process of analytical control of digestate is still in development. The 

proper control of many polutants such as pesticides, herbicides, fungicides, and heavy 

metals, but also nonfermented sugars, fatty acids, proteins and monitor of the profile  

of flavonoid compounds is still missing.  With respect to new European Notice 1999/31/EC, 

which plan to reduce the amount of biodegradable waste going to landfill to 35% until year 

2020, the processing and analysis of digestate will be neccessary. Detailed research  

of methods used for biogas production and digestate control was published as a review 

article. 

During winemaking process a huge amount of waste is produced. Effective treatment of 

the waste is still a challenging task. It utilization in biogas stations is one logical possibility. 

This work is focused on development and utilization of analytical methods for control  

of waste produced during winemaking and its anaerobic fermentation during gasification. The 

attention was paid especially to the profile of flavonoids. 

The attention was paid to both decomposition and condensation processes occurring in 

wine waste and in the rising digestate. In the first part of thesis we are dealing with proceses 

that can be expected in fermentation mixture during anaerobic fermentation of wine waste.   

Flavonoids are effective inhibitors of microbial growth and thus their presence in fermentation 

mixture affects the whole gasification process. The fate of flavonoids during storage and 

anaerobic fermentation was not described yet. In this work a degradation process was 

studied on anthocyanin dyes (cyanidin, malvidin-3-galactoside) by high temperature and pH. 

The phenolic acids (protocatechuic and syringic acids) and 2,4,6-trihydroxybenzaldehyde 

were monitored in model solutions. After one hour of degradation of floroglucinaldehyde 

standard three new compounds were found. These compounds were using fragmentation 

experiment, comparison with authentic standard and literature identified as 

floroglucinaldehyde condensation products. 

Condensation of anthocyanins with other flavonoids occurs in plant materials and 

extracts. Second part of this thesis deals with the development of chromatographic methods 

for analytical control of diastereomeric bridged dyes - (+)-catechin-ethyl-malvidin-3-

glucosides rising by condensation of (+)-catechin, malvidin-3-glucoside and acetaldehyde.  

A nano-liquid chromatographic method was optimized for their separation and compared with 
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high performance liquid chromatography utilizing analytical columns with common 

dimensions. Nano-LC column offered higher retention and separation compared with 

conventional HPLC as well. On the other hand slightly better selectivity for separation of 

diastereomers and higher resolution for all components of the tested mixture was found for 

conventional HPLC system compared to nano-LC system 

Final part of this work is devoted to the study of anaerobic fermentation of hardly 

gasifiable wine waste in discontinuous microscale reactor. A series of gasifying experiments 

was performed to optimize conditions for anaerobic fermentation, i.e. optimization of ratio of 

pig slurry and winery waste, addition of methanogens and/or thioglycolate medium and 

adjusting the pH value with ammonium hydroxide. Efficiency of biogas production was 

monitored by gas chromatography/mass spectrometry. Liquid chromatography/high 

resolution tandem mass spectrometry in combination with advanced data treatment, i.e.  

principal component analysis and orthogonal projection to latent structures, was used to 

reveal main chemical differences of gasified winery waste mixture from commonly used 

fermentation mixtures in agricultural biogas plants. Compounds with particular polyphenolic 

structures appeared among the most distinctive markers. Analysis of samples collected 

during acidogenic phase and unstabilized methanogenesis revealed formation of certain 

dihydro-flavonoids in early stages of the process and their consequent degradation, i.e. 

hydroxykaempferol, hydroxybenzoylcatechin, methylquercetin, malvidin-3-glucoside, malvidin 

chalcon and reduced catechin. Unstabilized digestate would represent a potential 

environmental risk when used as a fertilizer since higher toxicity of some dihydroflavonoids 

(e.g. taxifolin) compared to their common counterparts present naturally in wine waste (e.g. 

quercetin, malvidin, etc.) was described.  
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1. Úvod  

V současné dobČ je anaerobní fermentace široce používaná metoda pro úpravu odpadu 

Ězmenšení jeho množstvíě a využití energie, která je v nČm ukryta, zejména pro výrobu levné 

tepelné a elektrické energie. Po ukončení zplyňování tzv. mokrou cestou (která je 

nejbČžnČjším postupemě zůstává v reaktoru nerozložený digestát ĚsmČs pevných  

a kapalných částí), který je bohatý na základní agrochemické prvky (dusík, uhlík, vápník, 

draslík, fosfor atd.ě. Proto je digestát hojnČ využíván jako hnojivo. NicménČ v digestátu se 

mohou nacházet také škodlivé látky, které nejsou rutinnČ sledovány Ějejich analýza je 

doposud spíše součástí výzkumu). Jde pĜedevším o pesticidy, polychlorované bifenyly  

a další agrochemikálie a organické polutanty. Digestát ovšem obsahuje i významné množství 

nerozložených metabolitů vznikajících pĜi růstu a zrání surovin rostlinného původu a pĜi jeho 

zpracování v potravináĜském průmyslu. Zajímavým materiálem je v této souvislosti odpad 

vznikající pĜi výrobČ vína.  

Tato práce je zamČĜena na nČkteré zmČny probíhající pĜi skladování vinaĜského odpadu 

a jeho zpracování anaerobní fermentací. Jedna část práce se zabývá sledováním procesů 

pĜemČn anthokyaninových barviv pĜítomných v odpadu vznikajícím pĜi výrobČ červeného 

vína Ějejich rozklad na jednodušší molekuly i vznik složitČjších kondenzátůě. V druhé části 

práce je studován proces anaerobní fermentace výlisků z červených hroznů v mikroreaktoru 

za kontrolované produkce bioplynu se zamČĜením na osud flavonoidních látek. Tyto látky 

mají antibakteriální vlastnosti a pĜedstavují tedy problém pro práci anaerobních 

mikroorganismů. Vzhledem k tomu, že studované materiály jsou složitými smČsmi s Ĝadou 

neidentifikovaných složek pĜítomných v ĜádovČ rozdílných koncentracích, je hlavní náplní 

práce vývoj vhodných analytických metod Ězaložených zejména na chromatografické 

separaci a detekci hmotnostní spektrometrií), jejich aplikace i pokročilé postupy zpracování 

získaných dat. Práce si klade za cíl pĜispČt k pochopení procesu pĜemČn flavonoidů ve 

složitém rostlinném materiálu po jejich prvním využití (napĜ. ve vinaĜském průmyslu) a po 

jeho anaerobní fermentaci pĜi produkci bioplynu Ědruhé využitíě, které ve svém důsledku 

může napomoci optimalizovat využití vznikajícího odpadu i s ohledem na životní prostĜedí.  
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2. Teoretická část 
2.1. Anaerobní fermentace 

Počátky využití cílené anaerobní fermentace pro výrobu hoĜlavého plynu můžeme 

datovat na pĜelom 1ř. a 20. století, i když zmínky o možnosti vyrábČt bioplyn se objevily již 

dĜíve. Tyto „bioplynové stanice“ byly situovány v čistírnách odpadních vod, kde se vzniklý 

bioplyn využíval na svícení a vytápČní. První anaerobní bioplynová stanice byla postavena  

v Bombaji (Indie) už v roce 1859 v kolonii lidí nakažených leprou [1]. V roce 1Řř5 došlo  

k rozmachu anaerobní fermentace v Anglii, kde byly tyto stanice optimalizovány pro 

zpracovávání kanalizačních splašků a vzniklý bioplyn byl využíván jako palivo pouličního 

osvČtlení, napĜ. v mČstČ Exeter [2]. Od 30. let dvacátého století začíná intenzivní výzkumná 

činnost v oblasti anaerobní fermentace a bioplynových stanic [3].  

Postupným výzkumem bylo objeveno mnoho druhů anaerobních methanogenních 

bakterií, díky nimž dochází k vývinu methanu. Anaerobní mikroorganismy produkující methan 

zasahovaly do prvních stádií vývoje planety ZemČ až do doby, kdy se v atmosféĜe začal 

objevovat první kyslík. Kyslík je totiž pro tyto bakterie toxický [4]. Rozdíl mezi aerobní  

a anaerobní fermentací dobĜe pĜibližuje hmotnostní a energetická bilance rozkladu glukózy 

(Rovnice 1 a 2) [5]. 

 

Aerobní fermentace 

C6H12O6     +     6 O2      →     6 CO2    +    6 H2O    +     odpad   +  tepelná energie   (1) 

   1 Kg            0,53 Kg           0,72 Kg        0,40 Kg         0,41 Kg         6360 kJ    

 

Anaerobní fermentace 

C6H12O6     →     3 CH4    +     3 CO2    +     odpad    +     tepelná energie   (2) 

   1 Kg                0,25 Kg        0,69 Kg          0,06 Kg        0,38 kJ    

 

Z rovnic vyplývá, že pĜi aerobním procesu dochází k vzniku vČtšího množství pevného 

substrátu Ěbiokaluě, který se intenzivnČ zahĜívá vzniklou energií. Tento efekt je u anaerobního 

procesu velmi malý nebo dokonce chybí, proto je nutné zplyňovanému materiálu dodávat 

energii v podobČ tepla ĚsmČs v reaktoru zahĜívatě. I pĜesto však je anaerobní fermentace 

procesem energeticky dobĜe využitelným, protože je v podobČ bioplynu získáno velmi účinné 

palivo [6]. V průbČhu anaerobní fermentace se bakterie postupnČ množí a dochází ke 

zvýšení produkce methanu (a jeho pomČru k oxidu uhličitémuě. Po skončení procesu 

fermentace zůstává nezplynČný odpad, který je z reaktoru odstranČn. 
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Anaerobní fermentaci Ěv nČkterých literárních pramenech zvanou též anaerobní digescí) 

je možno realizovat dvČma hlavními postupy: A) pĜi „mokré“ anaerobní fermentaci je vstupní 

surovina smíchána s kapalnou složkou ĚnejčastČji vodouě a vložena do reaktoru, v nČmž je 

tato smČs míchána a zahĜívána. Po ukončení fermentace zůstává v reaktoru smČs nazývaná 

digestát. Bě pĜi „suché“ anaerobní fermentaci je vstupní surovina vložena do kovového koše 

ve vrchní části reaktoru a v určitých časových cyklech je pomocí čerpadel seshora 

sprchována vodou. Voda materiálem protéká a zachycuje se ve spodní části reaktoru. Tento 

kapalný zbytek je nazýván perkolát [7]. V této práci bude studována pouze "mokrá" 

anaerobní fermentace. 

 

2.1.1. Princip tvorby bioplynu 

Bioplyn je pĜevážnČ smČs dvou plynů CO2 a CH4. K jejich tvorbČ nedochází ihned po 

vložení suroviny do reaktoru, ale vede k ní cesta pĜes nČkolik stádií (viz Obr. 1). V první fázi 

fermentace dochází k rozkladu makromolekulárních látek na látky jednodušší. V této fázi je  

v reaktoru pĜítomen zbytkový kyslík, a proto není ještČ uskutečňována methanogenními 

bakteriemi, nýbrž aerobními bakteriemi [8, 9]. Prvotní fázi lze tedy popsat jako rozklad 

ĚpĜevážnČ hydrolýzuě biopolymerů. Z lipidů vznikají glyceriny a vyšší mastné kyseliny,  

z proteinů peptidy a poté aminokyseliny, a z polysacharidů jednoduché cukry. Hydrolýza 

postupnČ pĜechází v druhou fázi anaerobní fermentace - acidogenezi. PĜechod mezi obČma 

fázemi není ostrý a tyto dva procesy bČží po určitou dobu současnČ. V této fázi jsou vyšší 

mastné kyseliny rozkládány na nižší kyseliny Ěkapronová, valerová, máselná, propionová  

a octováě a další látky na CO2 a H2 Ěv této fázi jsou aktivní pĜedevším bakterie 

Syntrophomonas Wolfei a Syntrophobacter Wolinii) [10]. Konec acidogeneze se podle 

vznikající kyseliny octové nazývá acetogeneze. Po fázi acidogeneze nastává závČrečná fáze 

celé anaerobní fermentace a to methanogeneze, která je uskutečňována pomocí 

acetotrofních (Methanothrix Soehngenii) a hydrogenotrofních (Methanobacterium Bryantii) 

methanogenů [11]. První zmínČný kmen bakterií je zodpovČdný za pĜemČnu acetátu na 

methan a oxid uhličitý. Druhý kmen využívá pro svůj růst oxid uhličitý a vodík za současné 

produkce methanu [12-14]. Je tedy zĜejmé, že pro kvalitní průbČh anaerobní digesce je nutná 

pĜítomnost obou kmenů v reakční smČsi. 
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Obr. 1. Schéma rozkladu organických látek pĜi anaerobní fermentaci  
(publikováno s povolením autorů [15]) 
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Rychlost růstu bakterií v methanogenní fázi je samozĜejmČ výraznČ ovlivňována vstupní 

surovinou. Množení bakterií lze charakterizovat růstovou kĜivkou, na níž můžeme popsat 6 

fází (viz. Obr. 2) [5]. 

 

1) Lagová fáze – dochází k adaptaci bakterií na okolní podmínky 

2) Fáze zrychleného růstu – část mikroorganismů, jež se již pĜizpůsobily, se začínají množit 

3) Fáze exponenciálního růstu – bakterie se plnČ pĜizpůsobily a rychle se množí 

4) Fáze zpomaleného růstu – růst mikroorganismů se snižuje v důsledku vyčerpání živin  

a hromadČní metabolitů 

5) Stacionární fáze – z důvodů nedostatku živin je vitalita a mortalita bakterií v rovnováze 

6) Fáze poklesu – pro nedostatek živin dochází k odumírání bakterií a jejich rozkladu 

 

 

Obr. 2. Fáze růstu bakterií 
1) lagová fáze, 2) fáze zrychleného růstu, 3) fáze exponencionálního růstu, 4) fáze zpomaleného 

růstu, 5) stacionární fáze, 6) fáze poklesu 

 

Pro urychlení první a druhé fáze pĜi fermentačním procesu se využívají očkovací látky 

(inokulum) z fermentoru v ustáleném stavu nebo se pĜidávají sušené stimulátory obsahující 

methanogeny v inaktivním stavu [16]. NČkteré inaktivní kmeny bakterií jsou komerčnČ 

dostupné. V nČkterých pĜípadech jsou obohaceny o celulotické, amylotické a proteiny 

rozkládající bakterie pro urychlení nástupu anaerobní fermentace [17, 18]. 

 

2.1.2. Bioplynové stanice 

VČtšina bioplynových stanic je situována v blízkosti velkých farem Ěkravíny, vepĜínyě  

z důvodu velké produkce kejdy a energetických zemČdČlských plodin ĚkukuĜičná siláž, travní 

hmota, cukrová Ĝepa atd. [19]).  

Vyhláška 482/2005 Sb. o stanovení druhů, způsobů využití a parametrů biomasy pĜi 

podpoĜe výroby elektĜiny z biomasy byla novelizována vyhláškou 5/2007 Sb. a 477/2012 Sb. 
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Všechny tyto vyhlášky specifikují dvČ kategorie bioplynových stanic, AF1 a AF2, pĜičemž 

stanice spadající do kategorie AF1 mají vyšší výkupní cenu energie. Kategorií AF1 je 

myšleno, že více než 50% vstupní suroviny za mČsíc musí pocházet z energetických plodin 

[20] a zbytek musí zahrnovat jednu či více organických Ěekologických) surovin jako: obilniny, 

odpad ze zpracování lnu, rostlinný materiál, výpalky z palíren [19] nebo meziprodukt  

z živočišné výroby Ěkejda, hnůj, močůvkaě [20-22]. Pokud není možné splnit podmínky pro 

zaĜazení do kategorie AF1, pracuje bioplynová stanice v režimu AF2, která má nižší výkupní 

cenu energie [23]. Vhodnými surovinami pro AF2 bioplynové stanice jsou komunální  

a průmyslové odpady ĚnapĜ. odpady z potravináĜského, mlékárenského, konzervárenského, 

cukrovarnického a tabákového průmysluě [20, 22]. Bioplynové stanice, které zplyňují odpad 

pocházejí z masokombinátů Ěnení myšlena kejda atp.ě se musí navíc Ĝídit Evropskou 

smČrnicí 1774/2002.  

Mapa bioplynových stanic (Obr. 3) publikovaná na stránkách České bioplynové asociace 

(CZBA) [24] ukazuje, že zemČdČlských ĚAF1ě bioplynových stanic je mnohem více než 

odpadáĜských a průmyslových ĚobČ patĜí do skupiny AF2ě. Tento fakt je do značné míry dán 

výkupní cenou. V roce 2011 byla výkupní cena energie ve skupinČ AF1 4120 CZK/MWh, 

zatímco ve skupinČ AF2 3550 CZK/MWh (ceny získány ze stránek Energetického 

regulačního úĜadu [25]). V budoucnu je možné očekávat sjednocení obou kategorií na 

základČ vyhlášky 1řřř/31/EC, v niž se členské státy zavazují ke snížení skládkování 

biologicky rozložitelného odpadu a upĜednostňování jiných metod zpracování odpadu – 

zplyňování a kompostování. Z toho důvodu lze očekávat výrazný nárůst produkce digestátu 

různého chemického složení.  

 

 
Obr. 3. Bioplynové stanice v České republice v roce 2012 Ěpublikováno s povolením CZBA) 
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2.2. Složení kapalné části vznikající během anaerobní fermentace 

Složení digestátu je úzce spjato s použitou vstupní surovinou a procesem jeho vzniku 

[26, 27]. Digestát může být využit jako hnojivo, ale v tomto pĜípadČ je nutná prvotní 

registrace na ÚstĜedním kontrolním a zkušebním ústavu zemČdČlském v Praze. V pĜípadČ, 

že digestát vznikl z kejdy nebo rostlinného materiálu Ěsiláž, sláma, etc.ě je tento produkt 

považován za hnojivo a může být využit pro soukromé účely bez registrace [28].  

Jak již bylo uvedeno v pĜedchozím odstavci, znalost složení vstupního materiálu je nutná 

podmínka pro správné nastavení bioplynového systému. Celkový obsah sušiny Ěhmotnostní 

procentaě a obsah pevného organického podílu ve vstupní smČsi může být kontrolován na 

základČ výpočtu celkového množství rozložitelných organických látek. V pĜípadČ že obsah 

organického dusíku pĜesahuje ve vstupní smČsi 10% Ěw/wě z celkového obsahu organických 

látek, může dojít k narušení průbČhu gasifikace a otravČ mikroorganismů vznikajícím volným 

amoniakem (snadno rozeznatelným charakteristickým zápachemě a zmČnou Ěnárůstemě pH 

[10, 21]. pH vstupního materiálu je společnČ s jeho pufrovací kapacitou důležitým 

parametrem pro efektivní produkci bioplynu a proto je nutné kontrolovat pH vstupního 

materiálu ještČ pĜed jeho samotnou fermentací. NapĜíklad zvíĜecí fekálie jsou velmi bohaté 

na amoniak Ěvíce než 4 g.L-1) a chudé na pevný organický materiál. Z toho důvodu je nutné 

tento materiál smíchat s energeticky bohatou plodinou [29, 30]. V této souvislosti by rostlinný 

materiál s pomČrem uhlík:dusík 20-100:1 nemČl rušit proces anaerobní digesce. Pro plnČ 

stabilizovaný proces digesce byl určen optimální C:N pomČr 20-30:1 [10, 15, 21]. Prasečí 

kejda s C:N pomČrem 12-13:1, masokostní moučka 4-7:1, krev 3-4:1 a Ĝepné Ĝízky Ř-12:1 

jsou tedy považovány za tČžko zplynitelné materiály. V pĜípadČ špatného pomČru C:N může 

být obsah uhlíku zvýšen pĜídavkem rostlinného substrátu jako napĜ. sláma, tráva, atp. [10, 

15, 21]. Je ale tĜeba zmínit, že nČkteré druhy rostlinných pletiv ĚluštČninyě obsahující legumin 

(rostlinný kasein) v množství vČtším než 5% (w/w) dusíku jsou nevhodné plodiny pro úpravu 

C:N pomČru. Další parametr ovlivňující produkci bioplynu a složení digestátu je množství 

pĜidávané vstupní suroviny do kontinuálního reaktoru [29]. V první fázi anaerobní fermentace 

je vhodné pĜivádČt menší množství vstupního materiálu. V pĜípadČ, že je reaktor pĜehlcen 

materiálem dochází k výraznému okyselování smČsi v průbČhu acidogenní fáze a reakční 

smČs se stává nevhodným prostĜedím pro růst bakterií. V tomto pĜípadČ vzniklý digestát 

bude obsahovat slabČ rozložený organický materiál, pH bude v závislosti na vstupním 

materiálu nízké (vysoký obsah CO2) nebo vysoké (vysoký obsah NH3) a nebude ho tedy 

možno využít jako hnojivo [10, 31]. Dále je také nutné sledovat obsah lehce rozložitelných 

materiálů Ěškrob, lipidy a proteinyě a množství tČžce rozložitelných materiálů (zejm. vlákniny). 
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Důležité je také sledovat obsah makroelementů ve vstupní smČsi, které mohou být pozdČji 

detekovány v digestátu. Hlavní sledované parametry vstupního materiálu jsou uvedeny 

v Tab.1. Mikroelementy jako Cd, Pb, Hg, As, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe, Mn nejsou bČžnČ 

stanovovány ve vstupní smČsi, ale pouze v konečném digestátu, pokud je plánované jeho 

využití jako hnojivo [26, 32]. 

 

Tab.1. Parametry kontrolované ve vstupní smČsi 

 

Z Tab.1. je zĜejmé, že analytické postupy doposud nezahrnují průbČžnou kontrolu 

kontaminantů (pesticidy atd.) nebo metabolitů ĚzvíĜecí, rostlinné nebo mikrobiálníě, které do 

reaktoru pĜicházejí a nejsou fermentací pĜemČnČny nebo naopak vznikají Ějako vedlejší 

Parametr Symbol, jednotka  Použitá metodika  

Hlavní parametry 

Obsah sušiny  TS, % (w/w) v sušinČ  SOP 32 ĚČSN EN 12Ř7řě  

Rozložitelné látky   % Ěw/wě v sušinČ   SOP 32 ĚČSN EN 12Ř7řě  

Celkový organický uhlík  TOC, % Ěw/wě v sušinČ   SOP 56 ĚČSN EN 13370ě  

Celkový uhlík  TC, % Ěw/wě v sušinČ SOP 32 ĚČSN EN 12Ř7řě  

Chemická spotĜeba dusíku  CODCr, mg/dm3  SOP 05 (TNV 757520)  

Neutralizační kapacita  ACN, mmol/dm3  SOP 50 ĚČSN EN ISO řř63-1)  

pH  -  SOP 44 (JPP ÚKZUZ, Brno) potenciometrie 

Lipidy g.kg-1  v sušinČ  SOP 66 (JPP ÚKZUZ, Brno)  

Proteiny  g.kg-1  v sušinČ O-14  

Škrob  g.kg-1  v sušinČ C-6  

Vláknina  g.kg-1  v sušinČ SOP 64 ĚČSN ISO 6541ě  

Obsah živin  

Celkový dusík  NC, %  (w/wě v sušinČ 
SOP 61 (JPP - ÚKZÚZ, Brno) mineralizace,  

destilace, titrace  

Amoniakální dusík  NNH4+, mg.kg-1  v sušinČ 
SOP 65 (JPP ÚKZÚZ, Brno) destilace, 

titrace/spektrofotometrie  

Dusičnanový dusík  NNO3-,  mg.kg-1  v sušinČ SOP 65 (JPP ÚKZÚZ, Brno) spektrofotometrie  

Celkový fosfor PC,  mg.kg-1  v sušinČ SOP 62 (JPP - ÚKZÚZ, Brno) spektrofotometrie 

Vápník Ca, % (m/m)  v sušinČ SOP 60 (JPP - ÚKZÚZ, Brno) AES  

Draslík  K, % (m/m)  v sušinČ SOP 60 (JPP - ÚKZÚZ, Brno) AES  

HoĜčík  Mg, % (m/mě v sušinČ SOP 60 (JPP - ÚKZÚZ, Brno) AAS  

Celková síra  ST,  mg.kg-1  v sušinČ SOP 94 gravimetrie  
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produktyě pĜi anaerobní frementace. Pro optimalizaci použití digestátu by do budoucna bylo 

vhodné i na tyto látky analytickou kontrolu vstupní suroviny i digestátu zamČĜit. 

  

2.3. Složení plynné fáze v reaktoru v průběhu fermentace  
Analýza plynných komponent vznikajících v průbČhu fermentace je důležitým krokem pĜi 

kontrole optimální anaerobní digesce. Hlavními plyny vznikajícími v průbČhu fermentace jsou 

oxid uhličitý a methan. Obr. 4 zobrazuje zmČny obsahu hlavních plynných složek ve vnitĜní 

atmosféĜe reaktoru a zmČnu pH kapalného podílu v průbČhu zplyňování. V první fázi 

fermentace (pĜi hydrolýze) je pozorován velmi rychlý úbytek kyslíku a dusíku a pozvolný 

nárůst oxidu uhličitého se současným nárůstem pH. Tento jev pĜetrvává i v druhé fázi 

fermentace – acidogenezi. Ve finální fázi anaerobní digesce (methanogenezi) dojde  

k vysokému nárůstu koncentrace methanu se současným poklesem obsahu oxidu uhličitého. 

pH kapalné části je v této fázi ≥ 7. [33, 34]. KromČ již zmínČných hlavních plynných složek, 

můžeme ve vnitĜní atmosféĜe reaktoru detekovat také alifatické, alicyklické a aromatické 

uhlovodíky, alkoholy a thioly, aldehydy a ketony, estery, ethery, sulfidy a disulfidy, 

halogenderiváty uhlovodíků ĚvčetnČ enviromentálních kontaminantů – polychlorované 

bifenyly, herbicidy, pesticidy, fungicidy), aminy a deriváty furanu. NČkteré z uvedených 

minoritních látek jsou také kontaminanty ovzduší v blízkosti bioplynových stanic a také 

finálního digestátu. Druh zápachu nám může pomoci pĜibližnČ identifikovat funkční skupiny 

navázané na tČkavé látky [35-37]. V samostatných kapitolách budou dále podrobnČji 

popsány postupy vzorkování a jednotlivé analytické metody.  

 

Obr. 4. ZmČny ve složení vnitĜní atmosféry reaktoru v průbČhu anaerobní digesce a zmČna pH 
kapalné části reaktoru (publikováno s povolením autora [15]) 
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2.4. Složení digestátu a jeho kontrola dle legislativy ČR 

Znalost chemického složení digestátu je důležitá pro určení jeho nejvhodnČjšího využití. 

V současnosti zahrnuje analytická kontrola digestátu pouze základní parametry, které jsou 

vázány pĜíslušnou legislativou. Kontrola zahrnuje agrochemické parametry (celkový uhlík, 

CODCr, obsah N, P, K, Ca, Mg, S, obsah sušinyě [26] a obsah nČkterých prvků, pĜevážnČ 

kovů ĚCd, Pb, Hg, As, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe, Mně které jsou obvykle stanovovány atomovou 

absorpční spektrometrií ĚFA-AASě. Další metody, které zatím nejsou součástí legislativy, pro 

kvantifikaci kovů v digestátu zahrnují atomovou emisní spektrometrii s indukčnČ vázaným 

plasmatem (ICP-AESě, hmotnostní spektrometrii s indukčnČ vázaným plasmatem ĚICP-MS)  

a atomovou absorpční spektrometrie s generováním tČkavých hydridů ĚHGAASě [26, 32].  

Elektrotermická atomová absorpční spektrometrie ĚETA-AAS) je standardní technika pro 

stanovení arsenu (norma EN ISO 15586) a kadmia (norma EN ISO 5961). Atomová 

absorpční spektrometrie je doporučená metoda pro Mo, Zn, Pb, Cu, Ni Ěnorma ISO Ř2ŘŘě  

a Cr Ěnorma EN 1233ě. Ke stanovení rtuti je používán AMA analyzátor Ěnorma ČSN 757440ě 

Mezi další stanovované parametry patĜí obsah tuků Ěgravimetrie; norma ČSN 75750řě, 

obsah hydrolyzovatených a extrahovatelných látek, obsah vlákniny a popele (Henneberg - 

Stohmann – Ruškovského metoda) [29]. Obsah mikroelementů je výraznČ ovlivnČn historií 

vstupního materiálu. NapĜíklad Cu objevující se v hovČzí kejdČ pochází pĜevážnČ ze síranu 

mČďnatého, který je obvykle používán k čištČní kopyt [38] a zinek z oxidu zinečnatého 

používán pro úpravu stĜevní mikroflóry dobytka [39]. 

Důležité je také zmínit, že nČkteré patogenní bakterie dokáží pĜežít v digestátu [40] a po 

jeho použití jako hnojiva může docházet k jejich množení [41, 42]. Mikrobiologická analýza je 

tedy další důležitý nástroj pro kontrolu digestátu. NicménČ detailnČjší popis mikrobio logické 

analýzy pĜesahuje rámec této práce. Na druhou stranu moderní nástroje analytické chemie 

dovolují analýzu biomarkerů nČkterých druhů bakterií [43]. 

Důležitou otázkou je také to, co se dČje s jednotlivými organickými látkami v průbČhu 

anaerobní fermentace. NČkteré látky mohou napĜíklad reagovat mezi sebou nebo být 

pĜemČnČny na látky jiné ĚnapĜ. methylsiloxany, sulfonamidy a různá antibiotikaě. Analýza 

tČchto látek je popsána v kapitole 2.5.2. Informace o kontrole složení digestátu a jeho využití 

jsou shrnuty v nedávno publikovaném v pĜehledovém článku [7] 

 

 2.4.1. Fyzikálně-chemické úpravy digestátu 

Mnoho zemČdČlských bioplynových stanic je součástí farem a produkovaný digestát je 

využíván jako hnojivo. NicménČ, digestát obsahuje velmi vysoký obsah dusíkatých látek, 

které se můžou akumulovat na farmČ či poli. V současnosti se vyvážení digestátu na 
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zemČdČlskou půdu Ĝídí smČrnicemi 9/2009 Sb. ĚČeská republikaě, Ř34/2007 a 91/676/EEC 

ĚobČ Evropská unie) chránící vodní ekosystémy pĜed znečištČním Ěriziko eutrofizace). 

Provozovatelé BPS jsou tedy nuceni k transportu digestátu na vzdálenČjší místa pro 

zamezení pronikání makroelementů ĚhlavnČ NH4
+ a PO4

3-) z půdy do podzemních vod v okolí 

BPS [44, 45]. Závažnost této problematiky může být popsána na bioplynové stanici 

v Bavorsku poblíž mČsta Pasov. Tato BPS zpracovává zhruba 46 000 tun bioodpadu ročnČ  

a produkuje okolo 15 000 tun digestátu za rok. Takto obrovské množství digestátu nemůže 

být vyváženo na jednu lokalitu Ěpole, louka, atp.ě a je tedy potĜeba tuto surovinu modifikovat 

Ěviz. nížeě, exportovat či prodat zemČdČlským subjektům [46]. 

Digestát obsahuje až ř5% vody, kterou je nutno odstranit z důvodu snížení ceny 

dopravy a úložného prostoru. Nadbytek vody může být napĜíklad odstranČn pomocí 

membránové filtrace [47], reverzní osmózy [48, 49] nebo kombinací mechanického (filtrace) 

a teplotního odvodnČní (proud horkého vzduchu) [50]. Dalším velmi často popisovaným 

procesem je odstranČní nežádoucích složek z digestátu [49]. V prvním kroku dochází 

k oddČlení kapalné a pevné části – nejčastČji flokulací polyakrylamidem nebo anorganickými 

solemi (Al2(SO4)3, FeCl3) [51]. Alternativní metoda separace fází zahrnuje zadržení pevných 

složek pomocí polymerů pro flokulaci a následné oddČlení rotačními bubny. Pevná část 

digestátu zůstává uvnitĜ rotačního bubnu a je dále pasterizována vysokou teplotou pro 

usmrcení možných patogenních organismů. Získaná kapalná část je bohatá na draslík  

a anorganický dusík. Dusík je možné pĜevést pomocí nitrifikačního-denitrifikačního 

bioreaktoru na N2 [49, 52]. Proces konverze amoniaku na molekulu dusíku je možno rozdČlit 

do dvou kroků. V prvním kroku dochází k autotrofní nitrifikaci, která zahrnuje oxidaci NH4
+ na 

NO2
- a poté pĜevedení NO2

- na NO3
- pomocí nitrifikačních bakterií za aerobních podmínek. 

Druhý krok je heterotrofní denitrifikace, která vede k redukci NO3
- na N2 pomocí 

denitrifikačních bakterií za anaerobních podmínek s organickým uhlíkem jako donorem 

elektronu (zejm. methanol). Proces konverze amoniaku na dusík byl kontrolován pomocí 

destilačního pĜístroje Kjeltec 1002 pro stanovení celkového dusíku. Obsah amoniaku byl 

stanoven titrací 0.01 mol.L-1 HCl za pĜítomnosti bromkresolové zelenČ jako indikátoru [49, 

52]. 

Dalším velmi důležitým indikátorem kvality digestátu je chemická spotĜeba kyslíku 

ĚCODě. COD nám pomůže specifikovat množství organických látek v digestátu. Pokud je 

COD parametr velmi nízký na konci fermentačního procesu, tak zplyňování probČhlo 

s vysokou účinností. V pĜípadČ vysoké hodnoty COD probíhala anaerobní digesce špatnČ  

a digestát bude obsahovat velké množství nerozložené vstupní suroviny.  
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Gong a kol. Ě2010ě navrhli snížení COD pomocí aerobní fermentace. Digestát je 

pumpován z anaerobního fermentoru do aerobního, kde dochází k další fermentaci. Tento 

typ fermentoru obsahuje membránový modul pro odstranČní NH4
+ a PO4

3- iontů 

z fermentovaného digestátu. Po 120 dnech celkového fermentačního procesu Ěanaerobní-

aerobní-membránová fermentaceě se snížil obsah NH4
+ iontů na 1.9 %, PO4

3- na 23.4 %  

a COD poklesl z původního množství na 3.7 %. Takto modifikovaný digestát může být 

aplikován na zemČdČlskou půdu ve velkých množstvích, aniž by hrozilo zatížení ekosystému 

vysokým obsahem NH4
+ a PO4

3- iontů. Stanovení základních parametrů bylo provedeno 

podle standardní postupů uvedených v Tabulce 1 [53]. 

Digestát nemusí být využit pouze jako hnojivo, ale také jako topivo ve formČ pelet [54]. 

Proces spalování je však silnČ ovlivnČn složením vstupního materiálu ĚpĜítomnost tČžkých 

kovů, tČžko rozložitelné organické materiály atd.) a proto je nutná analytická kontrola 

digestátu pĜed a v průbČhu výroby pelet. AutoĜi analyzovali tČžké kovy v digestátu pomocí 

ICP-MS (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn) [54]. V literatuĜe se objevuje i metoda na kontrolu 

zastoupení kovů v popelu po spálení pelet. Zde byla použita je rentgenová fluorescenční 

analýza ĚRFAě. Hirokawa et al. Ě2013ě porovnávali AAS a RFA pro analýzu 5 kovů ĚCo, Ni, 

Pd, Ag, Auě. RFA vykazovala nadhodnocené výsledky sledovaných kovů ĚkromČ kobaltuě 

oproti AAS. Tento rozdíl byl pravdČpodobnČ způsobem nedostatečným rozložením vzorku 

v lučavce královské [55]. 

 

2.5. Využití separačních technik při kontrole anaerobní fermentace 

Hlavními plynnými složkami jsou methan, oxid uhličitý, kyslík a dusík [56]. Ve vnitĜní 

atmosféĜe reaktoru se však vyskytuje také mnoho vysoce tČkavých organických látek, které 

mohou negativnČ ovlivňovat anaerobní fermentaci či mít toxické vlastnosti. V tomto pĜípadČ 

je plynová chromatografie nejvhodnČjší nástroj pro kontrolu složení atmosféry reaktoru. 

NejčastČji užívané metody vzorkování a analýzy budou diskutovány v této kapitole.  

Složení digestátu je pomČrnČ složité a v průbČhu digesce se výraznČ mČní. V podstatČ 

pokrývá celé spektrum látek od biogenních a toxických iontů pĜes malé organické látky, 

mastné kyseliny, peptidy, mono- a oligosacharidy až k triacylglycerolům, proteinům  

a polysacharidům. K analýzám tČchto látek je nejčastČji využívána kapalinová 

chromatografie.  
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2.5.1. Vzorkování 

V této kapitole jsou popsány vzorkovací metody pro plynné i kapalné složky vznikající pĜi 

anaerobní fermentaci.  

Vzorkování pro kapalinovou chromatografie je ménČ komplikované. NejčastČji se 

využívají vzorkovače ĚnabČrákový, pístový, spirálový či žlábkový vzorkovač, vzorkovací 

trubiceě, čerpadla nebo průtokový vzorkovač. Tyto metody se Ĝídí dle ČNS 015111, ČNS 

015112 a ČNS EN ISO 5555. Odebraný kapalný zbytek je analyzován pĜímo po centrifugaci  

a filtraci [57-60]. Dalšími metodami úpravy vzorku jsou extrakce kapalina-kapalina, kde je 

jako extrakční činidlo použit pufr ĚnapĜ. citrátový pufr, Na2EDTA-McIlvainův pufrě nebo 

organické rozpouštČdlo Ěethylacetát, diethyletherě [61-63] a extrakce tuhou fází ĚnapĜ. 

reverzní fáze C18, N-vinylpyrrolidon-divinylbenzen) [62, 64, 65]. 

NejbČžnČjší metodou pro vzorkování plynu z bioplynových stanic je použití kontejnerů 

(kanystry, vaky) nebo vzorkovací trubice/vlákna [66-80]. Použití vhodné vzorkovací metody 

se odvíjí od druhu sledovaných látek. Vzorkovací vaky jsou velmi vhodné pro vzorkování 

ultra-tČkavých látek, které se špatnČ zachytávají pomocí vzorkovacích trubic se sorbentem. 

Tyto vaky jsou nejčastČji vyrábČny z polytetrafluorethylenu ĚPTFEě, polyethylentereftalát-

nylonu v kombinaci s hliníkovou folií která tvoĜí vnitĜní stČnu (PET-NY-AL-CPE) nebo 

polyvinyl fluoridu (PVF) [81-83]. Důležité je zmínit, že pro vzorkování sulfanu musí být 

použity kanystry Ěvakyě s plastovou vnitĜní stČnou, neboť může docházet k pasivaci povrchu 

[84]. Tomuto může být zabránČno použitím kanystrů vyrobených z jiných materiálů, než je 

kov. Na druhou stranu jsou kovové kanystry velmi vhodné pro vzorkování methysiloxanů 

oproti vzorkovacím vakům, kde je pĜítomné silikonové septum. Na silikonové septum se 

mohou sorbovat semitČkavé methysiloxany ĚVMS, z ang. volatile methylsiloxanesě. Sorpce 

silikonových analytů může nastávat i na stČnČ sklenČných nádob [85, 86].  

Jiný postup vzorkování využívá záchytu analytů na pevné fázi. Tímto postupem je 

obvykle dosaženo i účinné prekoncentrace analytů. Extrakce pevnou fází za použití trubice 

plnČné sorbentem ĚSPEě nebo vlákna Ěmikroextrakce pevnou fází, SPMEě jsou nejčastČji 

používané techniky pro zachycení a zakoncentrování analytů [84, 87]. NejbČžnČji 

využívaným materiálem ve vzorkovacích trubicích je aktivní uhlí, uhlíková molekulární síta, 

zeolit 13X, zeolit T, zeolit β, zeolit 5A nebo zeolit ZSM-5 [88-90]. Výhodou zachycení 

plynných látek v SPE trubicích je možnost pĜipojení vzorkovacích trubic pĜímo k plynovému 

chromatografu a poté jejich uvolnČní pomocí teplotní desorpce (TD) [81, 91, 92].  

AutoĜi Lamaa a kol. porovnávali šest bČžných adsorbentů ĚCarbotrap, Carbotrap C, 

Carbosieve SIII, Carboxen 1000, Chromosorb 106 a Tenax TA) pro adsorpci VMS. 

Zachycené látky byly následnČ analyzovány pomocí TD-GC/MS. Výsledkem této studie bylo 
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zjištČní, že Tenax TA a Carbosieve SIII mají malou účinnost zachycení sledovaných látek  

v porovnání s Chromosorbem 106, Carbotrapem, Carbotrapem C a Carbotrapem 1000 [93]. 

Tassi a kol. porovnávali dvČ vzorkovací metody – SPE a SPME za použití tĜi různých 

sorbentů ĚCarbosieve 111, Carboxen B a Carboxen Cě pro vzorkování tČkavých organických 

látek (VOC, z angl. volatile organic compounds) na skládkách odpadů a v blízkosti fumarol  

a vulkanických a geotermálních studní. SPME byla vhodnČjší metoda pro vzorkování VOC 

bez ohledu na použitý sorbent díky rychlosti a jednoduchosti [94]. Alternativou k zachycení 

analytů na pevném sorbentu je extrakce Ěprobubláváníě vzorku vhodnou kapalnou fází 

ĚnejčastČji methanolě. Získaný extrakt může být poté pĜímo dávkován do plynového 

chromatografu [95].  

Nedávno bylo publikováno nČkolik studií popisující nové metody pro online analýzu látek 

v anaerobním fermentoru [96-řŘ]. Ward a kol. popsali online analýzu složení plynné fáze v 

reaktoru pomocí mikro-plynového chromatografu (µ-GC) s kapilárními kolonami (MolSieve 

5Å PLOT a PLOT Q) a teplotnČ vodivostním detektorem. V této studii byly analyzovány 

pouze hlavní složky bioplynu ĚCO2, CH4, H2, N2, O2) [96, 98]. 

 

2.5.2. Aplikace separačních metod pro analýzu minoritních látek 

V současné dobČ je analýza vnitĜní atmosféry reaktoru zamČĜena pouze na základní 

plyny (CO2, CH4, H2, N2, O2) pomocí plynové chromatografie [15]. V této kapitole budou 

popsány metody pro analýzu látek obsažených v malém množství v bioplynu a digestátu.  

Mezi nejčastČjší kontaminanty ovzduší v blízkosti bioplynových stanic patĜí tČkavé 

organické látky [100]. Matz a kol. navrhli novou vzorkovací metodu pro online analýzu 

tČkavých a polotČkavých organických látek. Vzorkovací zaĜízení je kombinací SPME  

a membránové extrakce s pevnou fází ĚMESIě. Kapalná část z anaerobního detektoru je 

nasávána peristaltickou pumpou a analyty pronikají do membránového materiálu umístČného 

v ocelové trubičce vyhĜívané na 37°C. Tato část zaĜízení je pĜímo napojena na GC/MS. 

TČkavé organické látky pronikají skrze membránu a polotČkavé organické látky zůstávají 

zachyceny v membránovém materiálu. Na konci vzorkování je membrána opláchnuta 

proudem dusíku, teplota je zvýšena na 1ř5°C pĜi které dochází k desorpci analytů. 

Desorbované látky jsou následnČ analyzovány pomocí GC/MS [99].  

NepĜíjemný zápach v blízkosti bioplynových stanic je často spojen s únikem 

Ěneplánovanou produkcíě tČkavých sirných látek (VSC, z angl. volatile sulfur compounds), 

které jsou Ĝazeny mezi polutanty ovzduší díky svým toxickým vlastnostem. Tyto látky jsou 

nejčastČji analyzovány pomocí plynové chromatografie – Tab.2. [101-103]. Jednoduchou  

a levnou alternativou analýzy VSC unikajících z BPS je dynamická olfaktometrie (DO), kde je 
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detektorem lidský nos – pĜesnČji neurony nacházející se v nosní dutinČ [104]. NicménČ tato 

metoda neposkytuje detailní chemické složení zápachu, které je možno získat 

chromatograficky. Další alternativou pro mČĜení VSC, tedy pĜevážnČ sulfanu je standardní 

metoda zahrnující absorpcí H2S v roztoku Cd(OH)2 a následovanou reakci s p-amino-N,N-

dimethylanilinem. V pĜítomnosti slabého oxidačního činidla dochází ke vzniku methylenové 

modĜi, která je následnČ stanovena kolorimetricky [105]. Problémem této metody je 

nestabilita standardního roztoku p-amino-N,N-dimethylanilinu s chloridem železitým, který 

musí být vždy pĜipraven čerstvý. S ohledem na tento fakt je nemožné využívat tuto metodu 

pĜi mČĜení v terénu. V roce 2006 vládní agentura Spojených států amerických pro 

bezpečnost práce a zdraví ĚOccupation Safety and Health Administrationě publikovala novou 

metodu pro stanovení sulfanu pomocí kapalinové chromatografie po jeho zachycení na 

aktivním uhlí a následné reakci s hydroxidem amonným a peroxidem vodíku. Touto reakcí 

dochází k pĜevodu sulfanu na síran, který je možno snadno analyzovat pomocí iontové 

chromatografie [106, 107]. Baramanti a kol. navrhli metodu pro stanovení sirných látek 

pomocí kapalinové chromatografie s reverzní fází. VSC jsou zachyceny v alkalickém vodném 

roztoku p-hydroxymerkuribenzoátu za vytvoĜení komplexu rtuť-thiol. Tyto látky jsou poté 

separovány pomocí LC na C18 reverzní fázi s UV-VIS detektorem a atomovým 

fluorescenčním spektrometrem s generováním studených par pro Hg [108]. 

Další významnou a zároveň problematickou skupinou látek, kterou lze nalézt v reaktoru 

jsou methylsiloxany pocházející z kosmetických pĜípravků Ěmýdla, tČlová mléka, deodoranty, 

šampóny, zubní pasty atd.ě z důvodu jejich možné bioakumulace a toxicitČ [109]. Hlavními 

semitČkavými methysiloxany nalezenými v bioplynu jsou hexamethyldisiloxan, hexamethyl-

cyklotrisiloxan, oktamethyltrisiloxan, oktamethylcyklotetrasiloxan, dekamethyltetrasiloxan, 

dekamethylcyklopentasiloxan, dodekamethylpentasiloxan, dodekamethylcyklohexasiloxan  

a trimethylsilanol [110, 111]. Vzorkování tČchto látek probíhá různými způsoby, avšak 

nejčastČjším způsobem je odbČr plynu do ocelových kanystrů. Tyto látky nejsou v průbČhu 

anaerobní fermentace rozloženy a je tedy nutné je sledovat jak ve vznikajícím bioplynu tak  

i v digestátu pĜed jeho dalším využitím [112]. V bioplynu je nutné VMS sledovat z důvodu 

jejich konverze na mikrokrystalický SiO2 pĜi spalování bioplynu. Vzniklý SiO2 má silné 

abrazivní schopnosti a může tedy docházet k poničení nČkterých dílů hnacích zaĜízení 

Ěmotorůě [110]. Vzorek je nejčastČji analyzován pomocí plynové chromatografie s (5%-fenyl)-

methylpolysiloxanovou kolonou v kombinaci s hmotnostní spektrometrií [93, 112, 113]. 

V průbČhu anaerobní fermentace dochází ke vzniku tČkavých mastných kyselin ĚSCFA, 

z angl. short-chain fatty acidsě z lipidů, které jsou pozdČji rozloženy na methan a oxid uhličitý. 

Sledování SCFA může pomoci odhalit problémy v reaktoru v průbČhu fermentace související 
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se špatným rozkladem mastných kyselin v acidogenní fázi. Specifickými markery jsou 

kyselina máselná, izomáselná a isovalerová [114, 115]. Mnoho metod pro analýzu  

a kvantifikaci SCFA je založeno na pĜímém nástĜiku nebo desorpci z SPME vlákna do 

GC/FID [116, 117]. Další metody jsou založeny na centrifugaci a filtraci [57, 118] ĚpĜípadnČ 

extrakci kapalina-kapalina [61]) a analýze pomocí kapalinové chromatografie na reverzní [61] 

nebo amidové fázi [57] v kombinaci s UV detekcí. Pind a kol prezentovali ve svém článku 

novou metodu pro online analýzu SCFA založenou na membránové filtraci a mČĜení pomocí 

GC/FID. [119]. Další metoda využívá multi-injekční chromatografii (multi syringe 

chromatography; MSC) navrhnutou Robert-Peillardem a kol. [60]. Tato separační technika je 

založena na jedinečných vlastnostech monolitických kolon, umožňující rychlejší a účinnČjší 

separace zejména pomalu difundujících molekul za nízkého zpČtného tlaku [120-122]. SCFA 

jsou v prvním kroku derivatizovány metodou popsanou v práci Robert-Peillarda a kol. [123]  

a poté jsou látky separovány na monolitické kolonČ s reverzní fází a detekovány UV 

detektorem.  

Významnou skupinu toxických látek pĜítomných v digestátu tvoĜí organocíničité 

sloučeniny (OTC, z angl. organotin compounds), což jsou látky používané pĜi výrobČ 

polyuretanové pČny, polyvinyl chloridu a silikonů jako tepelné a svČtelné stabilizátory. 

Nejvíce používané sloučeniny organocínu jsou mono- a dialkylcíničité deriváty Ěokolo 70 %) 

[124]. I když bylo používání organocíničitých látek výraznČ svČtovČ omezeno, sledování 

tČchto látek je stále nutné. Pinel-Raffaitin a kol. analyzovali organocíničité sloučeniny  

v bioplynu a kapalném zbytku pomocí plynové chromatografie ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií s ionizací indukčnČ vázaným plasmatem ĚGC/ICP-MSě. Úprava vzorku pĜed 

samotnou analýzou zahrnovala derivatizaci rozpuštČných OTC v kapalném zbytku  

a kryogenní zakoncentrování tČkavých OTC v bioplynu. ZjištČná koncentrace tČchto látek 

výraznČ pĜevyšovala koncentraci OTC v pĜírodČ Ětj. 15 µg.m-3 pro bioplyn a 150 pg.L-1 pro 

kapalný zbytek ze skládky odpadů) [125]. Dalšími minoritními látkami jsou siloxany. 

Stanovení siloxanů v bioplynu je nejčastČji provádČno pomocí plynové chromatografie, kde je 

ovšem problém s detekcí z důvodu koeluce s nČkterými VOC ĚpĜevážnČ uhlovodíkyě [126]. 

Tomuto je možné se vyhnout použitím hmotnostního detektoru a analýzou v SIM módu nebo 

komprehensivní dvoudimenzionální plynovou chromatografií GC/GC pro dokonalé oddČlení 

siloxanů od uhlovodíků [127]. Další možností je splitovat průtok z GC a vzorek současnČ 

analyzovat pomocí MS a atomového emisního spektrometru [112, 128]. 

V nČkterých pĜípadech se mohou ve finálním digestátu vyskytovat veterinární antibiotika, 

z důvodu jejich částečného vylučování zvíĜaty v nemetabolizované podobČ [129, 130]. 

Stabilizovaný digestát je často využíván jako hnojivo a residuální antibiotika mohou 
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ovlivňovat půdní mikroflóru a vytváĜet u nČkterých druhů bakterií resistenci vůči antibiotikům. 

Arikan a kol. studovali osud oxytetracyklinu v průbČhu anaerobní fermentace pomocí 

kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostním spektrometrem s trojitým 

kvadrupólem Ěsledování MRM pĜechodůě. Po 64 dnech došlo k rozložení 60 % sledované 

látky a k mírnému nárůstu degradačních produktů Ěmetabolitůě oxytetracyklinu – 4-epi-

oxytetracyklin a apo-oxytetracyklin [62]. Riemenschneider a kol studovali osud jiné látky 

Ĝazené do skupiny antibiotik – colistinu. AutoĜi této práce také pozorovali výrazný úbytek 

colisinu v průbČhu fermentace. Je zajímavé, že jednotlivé vzorky byly analyzovány pouze na 

C1Ř pĜedkolonce Ě4x3mmě [65]. Mohring a kol analyzovali sulfonamidy (sulfometoxazol, 

sulfadiazin, sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxypyridazin, sulfadimethoxin, sulfatiazol  

a trimethoprimě které byly pĜidány do reaktoru bioplynové stanice a zjistili výrazný úbytek 

tČchto látek v anaerobním reaktoru (50 %ě, aniž by samotná anaerobní fermentace už 

započala. VysvČtlením tohoto jevu může být silná adsorpce studovaných látek na částice 

obsažené v reaktoru [63, 131]. 

Z Tab.2. je zĜejmé, že nejvíce používanou metodou pro analýzu složek vznikajících  

v průbČhu anaerobní fermentace je plynová chromatografie, kdy vzorek je nastĜíknut do 

pĜístroje pĜímo Ěonline, headspaceě nebo je v první ĜadČ zachycen pomocí sorbentu ĚSPE, 

SPME).  

 

Tab.2. Využití separačních technik pĜi analýze hlavních a stopových látek v bioplynu a digestátu 

 
Matrice Analyty Kolona Detektor Úprava vzorku Lit. 

µ-GC 

Bioplyn 
CO2, CH4, H2, 

N2, H2S, O2 

MolSieve 5A 

PLOT; PLOT Q 
TCD online analýza, headspace  [96, 98] 

Bioplyn VOC PLOT Q; OV 1  TCD online analýza, headspace [77] 

Bioplyn, Filtrát VOC Poraplot U MS online analýza, headspace [69] 

GC 

Bioplyn VOC BP-1 FID sorpční trubice [72] 

Bioplyn VSC CP-SIL 5 CB MS SPME [132] 

Bioplyn VOC DB-1 FID-PID-ELCD vzorkovací kanystry [67] 

Bioplyn VMS DB-5 MS-AES ocelové kanystry [112] 

Bioplyn, Filtrát VOC DB-5MS MS trubice s aktivním uhlím  
[66, 68, 

69] 

Bioplyn VOC DB-624 MS sorpční trubice [66, 71] 

Bioplyn SCFA DB-FFAP FID pĜímý nástĜik, headspace [117] 

Bioplyn VOC DB-VRX PFPD vzorkovací vaky [103] 

Bioplyn EtOH (+ jeho 

ox. produkty) 
FS-CW FID pĜímý nástĜik, headspace [97] 
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Bioplyn SCFA FS-FFAP-CB FID pĜímý nástĜik, headspace [97] 

Digestát SCFA HP FFAP FID membránová filtrace [119] 

Bioplyn VOC HP5  MS SPME, sorpční trubice [75, 77] 

Bioplyn 
VMS 

HP-5MS; TRB-

G43; DB-1701; 

SUPELCOWAX 10 

MS 
 sorpční trubice, vzorkovací 

vaky 
[113] 

Bioplyn VOC HP-VOC MS sorpční trubice [76] 

Plyn, Kapalina VOC Chromosorb PAW TCD SPME, sorpční trubice [94] 

Filtrát SCFA Chromosorb W AW FID extrakce kapalina-kapalina [119] 

Odpadní vody VMS 
Chromosorb W AW 

DMCS + ODPN 
FPD pĜímý nástĜik, headspace [101] 

Filtrát SCFA 
Chromosorb W + 

PPGS 
FID  - [116] 

Bioplyn VOC Meta.VOC MS SPME [79] 

Bioplyn 
Fosfan Poraplot Q TSD vzorkovací vaky 

[133, 

134] 

Bioplyn VOS Rtx-VMS MS kryogenní prekoncentrátor [85] 

Bioplyn 
VMS standardy 

Select Silanes 

kolona 
MS sorpční trubice [93] 

Bioplyn VOC SGE BPX5 MS vzorkovací vaky, SPME [73] 

Bioplyn VOC SPB-624 MS sorpční trubice  [74] 

Bioplyn VMS, VOC, 

H2S 

Supelcowax 10; 

Carbopack B 
PID online analýza, headspace [111] 

Bioplyn, Filtrát OTC Tr-5 ICP-MS 
derivatizace, kryogenní 

prekoncentrace 
[125] 

Bioplyn VOC, SCFA ZB-5ms MS SPME [78] 

GCxGC 

Bioplyn 
VOC 

Aluminium 

plot/Methylsilicone 
FID vzorkovací vaky [70] 

Digestát/Bioplyn VMS 

SPB-Octyl 

kolona/DB-1 

kolona 

FID  vzorkovací vaky [127] 

HPLC 

Filtrát SCFA 
Aminex HPX-87H 

Ion Exlusive kolona 
UV  centrifugace, filtrace [57] 

Digestát Colisin 

C18 Security 

Guard-guard 

kolona 

MS  centrifugace, SPE extrakce [65] 

Bioplyn VSC 

ChromSep 

Chromsphere 5AH 

C18 

DAD-CVGAFS  sorpční trubice [108] 

Digestát 
ATB 

(trimethoprim) 
Puresil C18  MS  extrakce kapalina-kapalina [63] 

Digestát SCFA Synergi Polar-RP UV 
 extrakce kapalina-kapalina, 

derivatizace 
[61] 
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Digestát 
ATB 

(oxytetracykline) 

Xterra MS C18 

kolona 
MS 

 extrakce kapalina-kapalina, 

SPE extrakce 
[62] 

Digestát 
ATB 

(sulfoaminy) 
Zorbax SB C18 MS extrakce kapalina-kapalina [63] 

Digestát Amino kys. 

Chromolith 

Performace RP-

18e 

ESI-MS, APCI-

MS 
 centrifugace, filtrace [58] 

Bioplyn ATB smČs XDB-C18 ESI-MS  centrifugace, extrakce [59] 

MSC Digestát SCFA Onyx C18 UV  centrifugace, filtrace [60] 

nano-LC Digestát Proteiny 
nano-LC reverzní 

fáze 
ESI-IT-MS 

C18 PepMap nanotrap 

kolona 
[64] 

 

FID - plamenově ionizační detektor; PID - fotoionizační detektor; ELCD – detektor elektrolytické vodivosti, CD - 

vodivostní detektor, TCD - tepelně-vodivostní detektor, PFPD – pulzní plamenový fotometrický detektor, FPD - 

plamenově-fotometrický detektor, AES – atomová emisní spektrometrie , TSD - detektor se žhavenou katodou, 

ICP-MS – hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plasmatem, DAD – detektor diodového pole, CVHAFS – 

atomová fluorescenční spemtrometrie s generováním těkavých látek, IT – iontová past, MSC – multi-injekční 

chromatografie, ATB - antibiotika 

 

 

2.6. Flavonoidy 

Flavonoidy jsou látky náležející do skupiny bioaktivních polyfenolů [135]. První 

podrobnČjší výzkum tČchto látek začal v roce 1ř36, kdy maďarský vČdec Albert Szent-Gyorgi 

zkoumal vztah mezi vitamínem C a neidentifikovanou látkou pocházející z kůry citronů. Tuto 

látku nazval citrin (rutin). PozdČji byla tato látka pojmenována vitamín P [136]. Základní 

struktura flavonoidů je tvoĜena dvČma benzenovými kruhy (A a B) propojenými šestičlenným 

heterocyklickým kruhem (C) [135]. Na základČ rozdílů na kruhu C je možno flavonoidy 

rozdČlit do osmi samostatných skupin ĚObr. 5) [137]. NejvČtší rozdíly v dané skupinČ 

flavonoidů jsou v hydroxylaci a methoxylaci flavonoidního skeletu a v jeho glykosylaci, 

pĜípadnČ acylglykosylaci. 

  



29 

 

 

Obr. 5. Struktury bČžných skupin flavonoidů ukazující rozdíly na C kruhu 

 

V rostlinách se flavonoidy nejčastČji vyskytují jako O- nebo C-glykosidy. O-glykosidy 

vznikají náhradou cukerné složky za hydroxy skupinu, nejčastČji v pozici 3 nebo 7 

flavonoidního skeletu. U C-glykosidů dochází k navázání glykosidu pĜímo na uhlíkatý skelet  

v pozici 6 nebo 8 [138]. Flavonoidy můžeme nalézt v zeleninČ, ovoci, oĜeších, semenech, 

kvČtinách, čaji, vínČ atd. Jsou tedy nedílnou součástí stravy človČka [139-141]. VČtšina 

flavonoidů je barevná, a proto se také nazývají rostlinnými pigmenty. Na barevnosti se 

nejvíce podílí látky náležející do skupiny anthokyaninů [135, 142, 143]. V listech obsažené 

flavonoidy plní ochranou funkci proti plísním či UV záĜení. Dále se v rostlinách účastní 

procesů zahrnující pĜenos energie, bunČčné dýchání či fotosyntézu [135].  

Z pĜedešlých odstavců je patrné, že flavonoidy lze nalézt ve velkém množství v pĜírodČ. 

Studie popisující vliv flavonoidů na živé organismy poukazuje na jejich pozitivní vliv vůči 

široké škále nemocí [144]. Mezi nejčastČji uvádČné pozitivní účinky patĜí protizánČtlivé, 

antibakteriální, antialergenní, antivirální [135, 136, 140], ochrana pĜed zmČnami DNA 

ĚštČpení DNA), kardiovaskulárním onemocnČním a ochrana bunČk pĜed oxidativním stresem 

[145-149]. NicménČ nejčastČji popisovanou pozitivní vlastností, s níž se můžeme setkat 

v literatuĜe je antioxidační působení [150-154]. NapĜíklad vznik Alzheimerovy nemoci je 

spojován oxidativním stresem podobnČ jako rakovina a arteroskleróza [155, 156]. Oxidativní 

stres je možné popsat jako soubor reakcí za vzniku volných radikálů. Tyto velmi reaktivní 

částice vyhledávají další částice s volným elektronem pro utvoĜení vazby. Tímto dochází  

k vytvoĜení dalších radikálů a k dalšímu poškození buňky [157].  Flavonoidy jsou schopny 

“zhášet” tyto volné radikály. 



30 

 

Antibakteriální vlastnosti flavonoidů, jakkoli pozitivní pro človČka, pĜedstavují velký 

problém pro činnost anaerobních bakterií a tím snižují efektivitu zplyňovacího procesu. 

Materiály bohaté na flavonoidy jsou tedy obtížnČji zplynitelné. Jedním ze snadno dostupných 

zdrojů rostlinných zbytků pro bioplynové stanice je vinaĜský průmysl – matoliny, tĜapiny, 

sedlina po fermentaci [158] atd. Jak bylo zmínČno, hlavní analytickou metodou používanou 

pro sledování procesu výroby bioplynu je plynová chromatografie [159-163]. Melamane a kol. 

sledovali pomocí plynové chromatografie účinnost anaerobní gasifikace materiálu bohatého 

na polyfenoly. Po 130 dnech anaerobní fermentace došlo k rozkladu pouze 63% z celkového 

obsahu polyfenolů. Takto nízká účinnost rozkladu tČchto látek je pĜisuzována výše 

uvedeným antibakteriálním vlastnostem [163]. Na druhou stranu, nČkteré novČjší studie 

popisují, že pĜídavek polyfenolů do kapalného zbytku po fermentaci urychluje růst bakterií, 

které jsou schopny rozkládat polycyklické bifenyly [164].  

Vedle velkého množství studií poukazujících na pozitivní vlastnosti flavonoidů lze 

v literatuĜe nalézt i zmínky o jejich mutagenních a/nebo genotoxických účincích na bakterie  

a buňky savců [165-167]. Skibola a kol. poukázali na fakt, že vysoké koncentrace tČchto 

látek v pĜírodČ ĚumČle zvýšené napĜ. digestátemě mohou ovlivnit aktivitu nČkterých 

enviromentálních genotoxikantů (tj. sloučenin s mutagenními a karcinogenními účinkyě  

a jejich metabolismus v živými organismy [168].  

V současné dobČ existují pouze dvČ publikace popisující osud flavonoidů v průbČhu 

anaerobní gasifikace. Tyto práce sledují a popisují pĜemČny této skupiny na skupinČ 

standardů vybraných flavonoidů Ětj. Hesperidin, Rutin, Katechin, Naringenin, Chrysin, 

Luteolin, Kvercetin, Kaempferol, Kyanidin a Petunidině za současného sledování průbČhu 

anaerobní fermentace s využitím plynové chromatografie ĚpomČr CO2 a CH4). Kapalný 

zbytek byl analyzován pomocí kapalinové chromatografie (C18 kolona) v kombinaci se 

spektrofotometrickým detektorem s diodovým polem [169, 170].  

 

2.6.1. Rozklad flavonoidů 

Rozklad flavonoidů je ovlivnČn Ĝadou faktorů jako je pH jejich roztoků, teplota, pĜítomnost 

reaktivních forem kyslíku, enzymů, činnost bakterií, koncentrace flavonoidů, svČtlo, 

rozpouštČdlo a pĜítomnost kovových iontů [171]. V reálných systémech jde samozĜejmČ  

o kombinaci více faktorů. PatrnČ nejprobádanČjší skupinou flavonoidů jsou anthokyaniny. 

První zmínka o rozkladu anthokyaninů se objevila v práci Markakise a Livingstona z roku 

1957. AutoĜi zde popsali důležitý krok vedoucí k rozpadu molekuly - otevĜení pyranového 

kruhu (kruh C) a vzniku chalkonu [172]. Další významné práce popisující rozklad 

anthokyaninů byly publikovány Hrazdinou (1971) [173], Tanchevem a Ionchevou (1976) 
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[174] (sledování vlivu pH) a Adamsem (1973) [175] (sledování vlivu teploty). Konečnými 

produkty rozkladu anthokyaninů je fenolická kyselina ĚstrukturnČ odpovídající substituci B-

kruhu anthokyanidinu) a 2,4,6-trihydroxyfenylacetaldehyd (Obr. 6). Vzniklý aldehyd není 

konečným rozkladným produktem a dále dochází ke zkrácení jeho postranního ĜetČzce  

o jeden uhlík a vzniku konečného produktu 2,4,6-trihydroxybenzaldehydu neboli 

floroglucinladehydu [176, 177]. 

 

Obr. 6. Rozklad anthokyaninů vlivem pH [177, 178]. 

 

Floroglucinaldehyd je pomČrnČ reaktivní a může v roztoku interagovat s Ĝadou dalších 

sloučenin. Reaktivitu floroglucinaldehydu lze vysvČtlit izomerními a mezomerními efekty -  

v polohách ortho a para vzniká parciální kladný náboj, zatímco na kyslíku v aldehydické 

skupinČ je parciální záporný náboj (Obr. 7) [179].  

 

Obr. 7. Mezomerní efekty v molekule floroglucinaldehydu 
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AutoĜi Serra a kol. studovali in-vitro rozklad flavonoidů (kvercetin, kvercetin–rhamnosid 

kvercetin–rutinosid kaempferol-rutinosid, naringenin, luteolin a myricetin) vlivem bakterií  

z krysí stĜevní mikroflóry. Ve studovaných smČsích detekovali jako hlavní metabolity 3-(3,4-

dihydroxyfenyl)propionovou, 3,4-dihydroxyfenyloctovou, 3-hydroxyfenyloctovou  

a fenyloctovou kyselinu. Na základČ vzniku tČchto látek bylo možno navrhnout 

pravdČpodobnou degradační cestu flavonoidů v anaerobních podmínkách. Na Obr. 8 je jako 

pĜíklad uvedena degradační cesta kvercetinu. Dále byl studován rozklad flavonoidů 

bakteriemi z lidského zažívacího traktu. Mezi produkty rozkladu nebyly nalezeny výše 

uvedené metabolity ĚautoĜi ve vzorku nalezli vyšší obsah kyseliny protokatechové a malý 

obsah kyseliny p-hydroxybenzoové), což poukazuje na rychlý rozklad 3,4-

dihydroxyfenyloctové a p-hydroxybenzoové kyseliny [180]. Procesy rozkladu flavonoidů jsou 

tedy pomČrnČ komplikované a velmi se odvíjí od bakteriálního složení Ěrůzné kmeny bakteriíě 

kapalné části v bioplynovém reaktoru. Rozklad anthokyaninů je v souvislosti se skladováním 

a zplyňováním vinaĜského odpadu i jedním z objektů studia této disertační práce. 

 

 

Obr. 8. Navržený degradační cesta kvercetinu stĜevní mikroflórou [180]. 
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3. Cíle disertační práce 
 

Cíle disertační práce jsou spojeny se studiem vybraných reakcí flavonoidů probíhajících 

pĜi skladování vinaĜského odpadu a pĜi jeho anaerobní fermentaci.  

Cíle práce lze shrnout do následujících bodů: 

 vysvČtlení procesů probíhajících pĜi rozkladu anthokyaninů kyanidinu a malvidin-3-

glukosidu v modelových podmínkách vlivem zvýšené teploty v neutrálním prostĜedí ĚpH 

7) analýzou rozkladných produktů spojením kapalinové chromatografie s hmotnostní 

spektrometrií. 

 

 vývoj nano-kapalinovČ chromatografické metody (nano-LC) pro analýzu můstkových 

barviv vznikajících kondenzací katechinu s malvidin-3-glukosidem v pĜítomnosti 

acetaldehydu  

 

 optimalizace anaerobní fermentace vinaĜského odpadu v mikromČĜítku Ěv mikroreaktoruě 

za průbČžné kontroly zplyňování plynovou chromatografií s hmotnostní detekcí. 

 

 analýza složení digestátu odebraného z mikroreaktoru v různých fázích anaerobní 

fermentace pomocí kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí a s využitím analýzy 

hlavních komponent (PCA) a ortogonální projekce do latentních struktur (OPLS-DA). 

 

NejvýznamnČjší výsledky uvedené v této disertační práci byly uveĜejnČny ve tĜech 

impaktovaných [181, 182, 190] a jedné recenzované publikaci [27].  
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4. Experimentální část 
4.1. Chemikálie 

Standardy fenolických kyselin (protokatechová, syringová, m-hydroxybenzoová, 3,5-

dihydroxybenzoová, benzoová kyselina), aromatických aldehydů Ěfloroglucinaldehyd,  

p-hydroxybenzaldehyd) a flavonoidů (kyanidin chlorid, malvidin-3-glukosid, malvidin-3-

galaktosid, (+)-katechin, kvercetin) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Všechny standardy byly v HPLC čistotČ Ě≥řř,0%). Deionizovaná voda byla získána  

z dvoustupňové deionizační stanice Millipore Direct Q UV (Millipore S.A.S, Molsheim, 

Francieě. Pro pĜípravu mobilní fáze a roztoků standardů byl používán methanol a acetonitril 

(gradient grade, BIOSOLVE, Valkensward, Nizozemí; gradient grade, MALINCKRODT 

BAKER, Derenter, Nizozemí; gradient grade, Carlo Erba, Miláno, Italie). Acetaldehyd byl 

zakoupen od firmy Merck ĚHohenbrunn, NČmeckoě, kyselina octová Ěřř,8%), kyselina 

mravenčí Ěřř%ě a kyselina trifluoroctová od firmy Sigma-Aldrich, hydroxid sodný (p.a.)  

a dihydrogenfosforečnan sodný (p.a.) od Penta s.r.o. ĚPraha, Česká republikaě.  

 

4.2. Přístroje a vybavení 
4.2.1. Kapalinový chromatograf a hmotnostní spektrometr 

Experimenty pro analýzu rozkladných produktů anthokyaninů a látek v reakční smČsi po 

anaerobní fermentaci byly provádČny s využitím kapalinového chromatografu Acquity UPLC 

(Waters, Milford, USA). Vzorek byl dávkován pomocí autosampleru v módu fulloop (10 µl). 

Systém je vybaven UV/VIS detektorem s diodovým polem. Pro analýzu byla použita kolona 

Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm, dp = 2,7 µm (tloušťka porézní vrstvy 0,5 µm), Sigma-

Aldrich). Pro detekci a identifikaci byl použit vysokorozlišující tandemový hmotnostní 

spektrometr Q-TOF Premier (Waters, USA) s ionizací elektrosprejem (Z-sprej). Parametry 

meĜení byly následující: sprejovací napČtí bylo 2,5 kV v pozitivním i negativním módu 

(analýza smČsi po anaerobní fermentaci v pozitivním modu a rozkladné produkty 

anthokyaninů v negativním), teplota zdroje 120°C, napČtí na sampling cone 30 V, 

desolvatační teplota 150°C, průtok cone gas 50 L.h-1 a průtok desolvatačního plynu 400 L.h-1. 

Jako desolvační plyn byl použit dusík a jako kolizní plyn argon. Experimenty byly provedeny 

pomocí MSE módu bez diskriminace iontů nebo jejich pĜedvýbČru (stĜídání MS skenu s nižší 

kolizní energií (5 eVě a skenu s vyšší kolizní energií Ěrampa kolizní energie 10-30 eV)). Pro 

detailní studium fragmentace byly analýzy doplnČny MS/MS experimenty.  

Fragmentační experimenty byly provedeny pomocí spojení kapalinového chromatografu 

Acquity UPLC systému (Waters) s vysokorozlišujícím tandemových hmotnostním 
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spektrometrem Synapt G2-S (Waters). Parametry ionizace elektrosprejem byly stejné jako 

pro hmotnostní spektrometr Q-TOF premier. MS/MS experimenty byly provádČny s různou 

kolizní energií vkládanou na kolizní cely Trap nebo Transfer (typ použité kolizní cely a kolizní 

energie jsou uvedeny u pĜíslušného spektraě. 

PĜi studiu vlivu anaerobní fermentace na flavonoidní látky bylo použito rovnČž spojení 

Acquity UPLC systému s hmotnostním spektrometrem s analyzátorem typu trojitého 

kvadrupólu XEVO-TQD ĚWatersě. MČĜení bylo provádČno v režimu sledování více 

fragmentačních procesů současnČ Ěmultireaction monitoring, MRMě.  Sledované MRM 

pĜechody byly 305 → 127, 305 → 13ř, 305 → 151 a 305 → 153 s následujícími parametry: 

ionizace elektrosprejem Ěpozitivní módě, napČtí na kapiláĜe 3,7 kV, desolvatační teplota 

200°C, teplota desolvatačního plynu 650 L.h-1, LM rozlišení 10,ř, HM rozlišení 15,5, napČtí 

na sampling cone 60 V, kolizní energie 15 eV. 

Pro analýzu látek vznikajících kondenzací flavonoidů byl použit konvenční vysokoúčinný 

kapalinový chromatograf HPLC Smartline (Knauer, Germany) vybavený kolonou 

Chromsphere C18 (100 x 4,6 mm, 3 µm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)  

a Kinetex 2,6 µm C18 100A (100 x 2,1 mm, dp = 2,6 µm (porézní vrstva 0,5 µm), 

Phenomenex, USA). Dávkovaný objem byl v optimalizovaných podmínkách 5 L a pĜi 

experimentech srovnávaných s nano-LC metodou 88 L. Pro kontrolu složení reakční smČsi 

pĜi syntéze můstkových látek a jejich čistoty byl použit kapalinový chromatograf UPLC 

Acquity ve spojení s hmotnostním spektrometrem Q-TOF Premier (Waters, Milford, USA). 

Parametry nastavení hmotnostního spektrometru jsou uvedeny výše. 

 

4.2.2 Nano-kapalinový chromatograf s UV detekcí 

Nano-LC experimenty byly provedeny pomocí pĜístroje složeného z konvenční pumpy 

Spectra System P2000 a detektoru Spectra System UV1000 (Separation Products, San 

Jose, CA, USA). Jako reservoár mobilní fáze byl použit modifikovaný nástĜikový šesticestný 

ventil (Enantiosep GmbH, Münster, NČmecko) se smyčkou 50 µL. Pro nástĜik vzorku byl 

použit nano-nástĜikový ventil (100 nL) (VICI Valco, Houston, TX, USA). Reservoár mobilní 

fáze a nástĜikový ventil byly navzájem propojeny pomocí T-spojky kĜemennou kapilárou (50 

µm x 11 cm). Pro redukci průtoku z L.min-1 na nL.min-1 byl průtok splitován. LC pumpa byla 

napojena na T-spojku pomocí kapiláry z polyetheretherketonu (PEEK) (50 cm x 130 m). 

Druhý výstup z T-spojky byl napojen na reservoár mobilní fáze kapilárou z nerezové oceli  

o rozmČrech 50 cm × 50 µm i.d. a na tĜetí vývod z T-spojky byla pĜipojena kĜemenná kapilára 

o rozmČrech 7 cm × 500 µm i.d. (odpad). Zjednodušené schéma zapojení nano-LC systému 

je zobrazeno na Obr. 9. Pro separace byla použita laboratornČ naplnČná kapilární 
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chromatografická kolona (100 µm i.d., 375 o.d.) s různým typem stacionární fáze 

(podrobnosti jsou uvedeny níže v kapitole 4.4.2ě a komerčnČ dostupná kapilární monolitická 

kolona Chromolith CapRod FR (150 mm x 100 µm i.d.) od firmy Merck (Merck, Darmstadt, 

NČmecko). Chromatografická kolona byla pĜímo napojena na nano-nástĜikový ventil. Data 

byla zaznamenávána pomocí softwaru ChromQuest (Thermo Fischer Scientific, Waltham, 

USA). UV detekce byla provádČna pĜi vlnové délce 205 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9. Schéma zapojení nanokapalinového chromatografu (W – odpad) [181]. 

 

4.2.3. Kontrola podmínek anaerobní digesce pomocí plynového chromatografu 

Složení plynné fáze v horní části reaktoru bylo analyzováno pomocí spojení plynového 

chromatografu Agilent 789A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) s hmotnostním 

spektrometrem Agilent 5975C (Agilent Technologies). Podmínky mČĜení byly nastaveny 

následovnČ: počáteční teplota 70°C; teplotní gradient: 0-5 min (70°C), 5-16,33 min (70-

240°C), 16,33-20,33 min. (240-300°C), 20,33-25,33 min. (300°C); nástĜik metodou splitless, 

nástĜikový objem 2 µL; kolona Zebron ZB-5ms (5%-phenyl-arylen-95% dimethylpolysiloxan); 

plyn: helium; průtok 0,9 mL.min-1; MS skenovací rozsah 12-120 Da; ionizace elektronem; 

ionizační energie 70 eV. Kvantifikace plynných složek byla provádČna metodou vnitĜní 

normalizace. 

 

4.2.4. NMR experimenty 

Pro identifikaci látek vznikajících rozkladem anthokyaninů Ěkondenzace 

floroglucinaldehyduě a ovČĜení struktury syntetizovaného standardu 1,3,5,7-

tetrahydroxyantrachinonu (antrachrysenu) byl použit pĜístroj pro nukleární magnetickou 

rezonanci VNMRS-400 (Varian, Palo Alto, USA). 1D spektra byla zaznamenána pĜi frekvenci 
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399,89 MHz (1H) a 100,56 MHz (13C). Pro identifikaci pĜipravených můstkových 

anthokyaninových barviv byl použit pĜístroj JEOL ECA-500 (Jeol, Peabody, USA). 1D a 2D 

NMR spektra byla zaznamenána pĜi frekvenci 500,16 MHz (1H) a 125,76 MHz (13C). Pro 2D 

experimenty byly použity následující parametry mČĜení: HMQC (J-constant = 140 Hz); HMBC 

(J-constant max = 163 Hz, J-constant min = 128 Hz, rozsah J = 8 Hz); a ROESY (čas 

míchání = 0,25 ms). U všech experimentů byl použit relaxační čas 1,5 s. Vzorky byly 

rozpuštČny v denaturovaném methanolu ĚCD3OD) a kyselinČ trifluoroctové v pomČru 98:2 

(v/v). NamČĜená spektra jsou uvedena v pĜílohách 1-4. 

Reakce mezi malvidin-3-glukosidem, katechinem a acetaldehydem a detailní popis 

struktury vznikajících produktů již byly popsány v publikaci [183]. I pĜes menší množství 

získaných frakcí a horší čistotu izolované frakce 1 Ělátka Cě, bylo možné pomocí NMR 

experimentů a porovnání s literaturou potvrdit identitu vzniklých můstkových látek. 

 

4.2.5. Ostatní laboratorní vybavení 

Pro pĜípravu roztoku standardu byly využity analytické váhy Sartorius ĚSartorius AG, 

Goettingen, NČmeckoě. K mČĜení pH roztoku byl použit pH metr InoLab ĚWTW, Praha, Česká 

republikaě. OdplynČní a dodatečné rozpuštČní látek bylo provedeno pomocí ultrazvukové 

láznČ Elma, S 40 H, Elmasonic ĚElma Hans Schmidbauer, Singen, NČmeckoě. 

 

4.3. Studium rozkladu anthokyaninů 

4.3.1. Příprava mobilní fáze a optimalizace retence 

Jako mobilní fáze A byla použita deionizovaná voda okyselená 0,1 % kyselinou mravenčí 

(v/v) a jako mobilní fáze B methanol okyselený 0,1% kys. mravenčí (v/v). Průtok mobilní fáze 

byl nastaven na 0,35 ml.min-1. Profil gradientu byl pĜevzat z pĜedchozí práce autora [178]  

a byl pĜepočítán z HPLC na UPLC experiment pro zkrácení doby analýzy (% v/v; 0–4,28 min 

(20% B), 4,28-7,85 min (20-60% B), 7,85–13,56 min (60% B), 13,56-14,99 min (60-20% B)  

a 14,99-22,13 min (20% B)). 

 

4.3.2. Příprava vzorků  

Modelové roztoky anthokyaninů a floroglucinaldehydu byly pĜipraveny rozpuštČním 0,5 

mg každého standardu Ěkyanidin chlorid,  malvidin-3-galaktosid a floroglucinaldehyd) v 1 ml 

methanolu. Po odfoukání rozpouštČdla proudem dusíku byly jednotlivé frakce rozpuštČny  

v 5 mL 0,5 M fosfátového pufru o pH = 7,0. Takto pĜipravené roztoky byly rozdČleny na  

5 částí do krimpovacích vialek, které byly následnČ umístČny do sušárny nastavené na ř5°C. 
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Vzorky byly postupnČ odebírány v časových intervalech 0, 1, 4, Ř a 24 hodin a po ochlazení 

ihned mČĜeny pomocí UPLC-DAD-MS. 

  

4.3.3. Syntéza standardu anthrachrysenu 

Anthrachrysen (1,3,5,7 – tetrahydroxyanthrachinoně byl pĜipraven pomocí modifikované 

metody autorů Briggse a Nichollse z roku 1951 [184]. 1 g kyseliny m-hydroxybenzoové  

a 1,1 g kyseliny 3,5-dihydroxybenzoové byl zahĜíván společnČ s 3,9 mL koncentrované 

kyseliny sírové po dobu 1 hodiny na 100°C. Druhý den byl roztok zahĜát na 10 minut a poté 

vlit do 65 mL vaĜící vody. Vzniklá zelená sraženina byla odfiltrována a rozpuštČna ve vodném 

roztoku NaOH. Po zahĜátí roztoku NaOH byl tento roztok smíchán s horkým roztokem ledové 

kyseliny octové za vzniku sraženiny. Sraženina byla rozpuštČna v acetonu a separována 

pomocí sloupcové chromatografie pro izolaci oranžového pásu ĚObr. 10). Jako stacionární 

fáze byl použit silikagel.  

 

 

Obr. 10. Separace anthrachrysenu pomocí sloupcové chromatografie 

 

4.4. Studium kondenzace flavonoidů 

4.4.1. Příprava reakční směsi, frakcionace reakčních produktů a příprava 
extraktu z výlisků z červených hroznů 

Reakční smČs byla pĜipravena smícháním Ě+ě-katechinu a malvidin-3-glukosidu  

Ěoba 1 mmolě ve 4 ml vody. Poté bylo pĜidáno 0,Ř6 µl kyseliny mravenčí, 2,24 µl 

acetaldehydu a 1 ml methanolu a vzniklá smČs byla důkladnČ promíchána. Reakční proces  

a vzniklé produkty byly kontrolovány pomocí HPLC/DAD/ESI-MS. Nejvyšší koncentrace 

reakčních produktů byla nalezena po Ř dnech reakce. Purifikace reakčních produktů byla 

provádČna pomocí HPLC systému Smartline (Knauer, NČmecko) vybaveného semi-

preparativní core-shell kolonou Ascentis C18 (250 x 10 mm; 5 m; tloušťka porézní vrstvy 

0,5 m, Supelco, USA). NástĜikový objem reakční smČsi byl 1 ml. 
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Výlisky červených hroznů (RGM) byly poskytnuty doc. Josefem Balíkem, Ph.D. z Ústavu 

posklizňové technologie zahradnických produktů, Zahradnické fakulty, Mendelovy univerzity 

v BrnČ. Surový materiál byl lyofilizován a uskladnČn v mrazicím boxu. 250 mg lyofilizovaného 

materiálu bylo extrahováno 1 mL 0,1% kyseliny mravenčí v methanolu po dobu 10 minut  

v ultrazvukové lázni za laboratorní teploty. Extrakt byl následnČ centrifugován pĜi 14 000 

otáčkách za minutu po dobu 5 minut. 0,5 mL organické fáze bylo Řx zĜedČno mobilní fází  

(0,1 % TFA ve smČsi 80:20 voda:acetonitril, v/v/v). Pro identifikaci byla k tomuto vzorku 

pĜidána modelová smČs studovaných látek Ěfinální koncentrace reakčních produktů ve smČsi 

byla pĜibližnČ 10 mg.L-1).    

 

4.4.2. Příprava kapilárních kolon 

KĜemenné kapilární kolony 100 µm i.d., 375 o.d. (Composite Metal Services, Hallow, 

Velká Británie) byly plnČny pomocí LC pumpy (Perkin-Elmer series 10 LC pump, Paolo Alto, 

CA, USA) 3 µm částicemi stacionární fáze Chromosphere C18 (Varian, Palo Alto, CA, USA) 

a 2,6 µm povrchovČ porézními částicemi stacionární fáze Kinetex C18 (Phenomenex, 

Torrance, CA, USA). Detailní postup pĜípravy kapilárních kolon je popsán v publikaci [181]. 

Na konec plnČné kapiláry byla pĜipojena mechanická frita a druhý konec byl napojen na 

HPLC pĜedkolonu, která sloužila jako reservoár stacionární fáze (SF), která je následnČ 

pumpována do kapiláry. Po konci plnČní byla kapilára promyta destilovanou vodou pro 

odstranČní plnící kapaliny Ěmethanolě. Poté byla vytvoĜena počáteční a konečná permanentní 

frita sintrováním stacionární fáze po dobu 6s pĜi 700°C pomocí žhavícího vlákna. Detekční 

okénko o délce 0,5 cm bylo pĜipraveno seškrábáním polyimidové vrstvy žiletkou. 

PĜíprava kapilární kolony plnČné povrchovČ porézními částicemi Kinetex probíhala 

odlišnČ. Kapilární kolona byla opČt napojena na mechanickou fritu a konec kapiláry byl 

naplnČn Ěv délce cca 10 cm) 5 µm částicemi LiChrospher 100 RP-C18 (suspenze v acetonu). 

Kolona byla poté promyta destilovanou vodou a byla vytvoĜena první permanentní frita. Po 

odstranČní mechanické frity byl vymyt zbytek stacionární fáze acetonem a kapilára byla 

naplnČna povrchovČ porézními částicemi Kinetex C1Ř Ě25 cmě a poté dalšími 5 cm SF 

LiChrospher 100 RP-C18 5 µm. Druhá koncová permanetní frita byla pĜipravena stejným 

způsobem, jak je uvedeno výše. Nadbytečná SF byla vymyta z kapiláry. Částice stacionární 

fáze LiChrospher tvoĜí v kapiláĜe stacionární zóny dlouhé pouze pár milimetrů - dvČ frity (cca 

2-3 mm). Důvodem použití částic LiChrosphere je špatné sintrování povrchovČ porézních 

částic, které znemožňuje vytvoĜení kvalitních frit z povrchovČ porézního silikagelu. Všechny 

kolony byly plnČny na délku 25 cm. Efektivní délka kolon byla 27 cm pro plnČ porézní SF  

a 32 cm pro povrchovČ porézní SF.  
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4.5. Anaerobní fermentace vinařského odpadu 

4.5.1. Příprava vzorku 

Vzorek vepĜové kejdy ĚPSě byl poskytnut KvČtoslavem Mückem ze společnosti Cervus 

s.r.o. ĚOlomoucě. PS byla pĜímo vzorkována ze zemČdČlské bioplynové stanice v BílovČ-

PustČjovČ a ihned zmrazena. Ve zmrazeném stavu byla skladována až do doby anaerobních 

experimentů. VepĜová kejda je charakterizována jako smČs kapalných a pevných 

exkrementů prasat. Sušina se pohybuje v rozmezí 6-Ř% a obsah částic pod 3 mm je okolo 

6ř% a částic nad 5 mm 11%. Hustota tohoto materiálu se pohybuje v rozmezí 980-1020 

kg.m-3 a hodnota pH okolo Ř. Množství organických látek v roztoku je 72-78% a pomČr 

organických látek obsahující uhlík a dusík je 10:1 [185]. 

PĜedbČžné experimenty byly provedeny na roztocích pĜipravených smícháním PS, RGM, 

vody, 1 mg.mL-1 roztok methanogeních bakterií APD BIO GAS (MetBac; BAKTOMA s.r.o., 

Velká BystĜiceě a 2ř,8 g.L-1 roztok thioglykolátového media (TGM; NEOGEN, Lansing, MI, 

USA) ve 4 ml sklenČných vialkách opatĜených kvasnou zátkou a headspace víčkem se 

septem tvoĜeným polytetrafluorethylenovou a gumovou vrstvou v různém pomČru: A. 200 mg 

RGM + 2 mL vody; B. 100 mg RGM + 450 mg PS + 2 mL vody; C. 200 mg RGM + 2 mL vody 

+ 1L MetBac; D. 100 mg RGM + 450 mg PS + 2 mL vody + 1L MetBac; E. 200 mg RGM + 

2 mL TGM + 1L MetBac; F. 100 mg RGM + 450 mg PS + 2 mL TGM + 1L MetBac. 

Vzorkování vnitĜní atmosféry bylo provádČno pomocí 2,5 mL stĜíkačky Hamilton Gastight 

no. 1002 s ostrou jehlou (vzorkovací objem 1,5 mL; Hamilton, Reno, NV, USAě. Další 

optimalizace anaerobní fermentace byla provádČna v roztocích o různých pomČrech PS  

a RGM (tj. 750:50 mg, 500:50 mg, 250:50 mg, 100:50 mg a 50:50 mg) ve 2 ml deionizované 

vody ve 4 ml headspace vialkách. Do všech vzorků byl pĜidán hydroxid amonný pro 

dosáhnutí finální koncentrace 0,254, 0,191, 0,127 a 0,064 mol L-1. 

Po nalezení optimálních podmínek pro anaerobní fermentaci (optimalizace složení smČsi 

a jeho pH) byly pĜipraveny tĜi samostatné vzorky smícháním 14 g PS, 1 g RGM a 40 ml 

deionizované vody v 60 ml vialkách (anaerobní mikro-reaktor, AMF, 139 x 27 mm). 

Vzorkování vnitĜní atmosféry AMF bylo provádČno stejným postupem, jak je uvedeno výše. 

Kapalná část reaktoru byla vzorkována pomocí 5 mL plastové stĜíkačky s dlouhou ostrou 

jehlou pro dosažení kapalné části ve fermentoru Ě15 cm, pokaždé bylo vzorkováno 2 mLě. 

Referenční vzorek byl tvoĜen 14 g PS a 40 ml deionizované vody. pH referenčního vzorku 

bylo stejné jako pH smČsi PS-RGM Ěliší se pouze v pĜídavku 0,127 mol.L-1 NH4OH; pH se 

liší ménČ než o 10%). Všechny vzorky byly probublávány po dobu 10 minut dusíkem pro 

odstranČní kyslíku a nastolení anaerobních podmínek. Vzorky byly termostatovány na  

35 ± 1°C. 
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1,5 mL kapalné části z každého vzorku ĚPS-RGM nebo PS) bylo smícháno s 0,75 mL 

5% vodného roztoku kyseliny mravenčí (v/v). SmČs byla centrifugována po dobu 5 minut pĜi 

14 000 otáčkách za minutu Ěsurový vzorekě. Poté byly 2 ml supernatantu surového vzorku 

naneseny na SPE kolonku Strata SDB-L (Styren-Divinyl Benzen kopolymer; Phenomenex, 

Torrance, CA, USA). Kolonka byla pĜed nadávkováním vzorku kondicionována 2 mL 

methanolu a poté promyta 2 mL vodou a 2 mL 5% vodným roztokem kyseliny mravenčí Ěv/vě. 

Po nanesení vzorku byly vysoce polární látky a anorganické soli vymyty 2 mL 5% vodného 

roztoku kyseliny mravenčí Ěv/vě. Poté byl vzorek eluován 3 mL methanolu a vysušen 

proudem dusíku. Vysušený vzorek byl uskladnČn v hlubokomrazicím boxu (-Ř0°Cě. PĜed 

analýzou LC/MS byly vzorky ponechány pĜi laboratorní teplotČ po dobu 10 minut a poté 

rozpuštČny v 1 mL 0,1% Ěv/vě kyselinČ mravenčí. 

 

4.5.2. Příprava mobilní fáze 

Mobilní fáze pro analýzu flavonoidních látek po anaerobní pĜemČnČ se skládala z 0,1% 

Ěv/vě kyseliny mravenčí ve vodČ Ěmobilní fáze, MF Aě a 0,1% Ěv/vě kyseliny mravenčí  

v acetonitrilu (MF B). Analýza probíhala v gradientu (% v/v): 0–5 min (10% B), 5–40 min (10-

100% B), 40–50 min (100% B), 50-55 min (100-10% B) and 55-60 min (10% B). Poslední 

dva kroky slouží ke kondicionaci chromatografické kolony. Průtok mobilní fáze byl  

0,35 mL.min-1, teplota autosampleru 10°C a kolona byla termostatovaná na 25°C.  

 

4.5.3. Použitý software a statistické vyhodnocování dát 

 ěízení LC/MS systému a sbČr dat byl provádČn pomocí softwaru MassLynx Ěverze 4.1ě. 

Získaná LC/MS data byla zpracována programem MarkerLynx XS, softwarovou nadstavbou 

MassLynxu, která umožňuje jejich pĜevedení na datovou matici pro následné statistické 

zpracování. Parametry metody byly následující: rozsah retenčních časů 0,5-60 min., rozsah 

m/z hodnot 100-1000 Da, odchylka 0,05 Da, hladina eliminace šumu 2, povoleno 

deizotopování hmot. Zpracovaná data byla následnČ pĜevedena do modulu Extended 

statistics, EZinfo (Umetrics, Malmö, Švédsko) a studována pomocí analýzy hlavních 

komponent (PCA) a ortogonální projekce do latentních struktur (OPLS-DA) s Pareto 

škálováním a logaritmickou transformací dat. Pro interpretaci dat byly výstupy zobrazeny ve 

formČ pĜíslušných grafů (Score a Loadings plot, biplot a S-plot).  
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5. Výsledky a diskuze 

5.1. Studium rozkladu anthokyaninů 

5.1.1. Modelové roztoky anthokyaninů a floroglucinaldehydu 

Odpad pocházející z výroby červených vín obsahuje velké množství flavonoidů včetnČ 

anthokyaninů. Chování tČchto látek je velmi závislé na pH, což bylo blíže popsáno  

v teoretické části. V této kapitole budou diskutovány experimenty rozkladu anthokyaninů 

(kyanidinu a malvidin-3-galaktosidu) a floroglucinaldehydu (PGA) pĜi pH 7 (optimální hodnota 

pH pro anaerobní fermentaci) za zvýšené teploty Ěř5°Cě pro urychlení procesu transformace. 

Vliv pH na fermentaci bude diskutován v kapitole Anaerobní fermentace vinaĜského odpadu. 

V roztocích anthokyaninů docházelo k jejich rychlému rozkladu a po jedné hodinČ nebyl 

ani v jednom pĜípadČ detekován signál výchozí látky Ětj. m/z 2Ř5,04 pro kyanidin (Cy) a m/z 

491,16 pro malvidin-3-galaktosid (Mv3gl), pĜi negativní ionizaci). Rychlý rozklad byl také 

pozorován u vznikajících fenolických kyselin (pro Cy  kyselina protokatechová a pro Mv3gl 

kyselina syringováě a floroglucinaldehydu. V obou pĜípadech obsah fenolických kyselin 

dosáhl svého maxima po 1 hodinČ zahĜívání a následnČ jejich obsah prudce klesal.  

U kyseliny protokatechové došlo k celkovému rozkladu po 4 hodinách a u kyseliny syringové 

po 24h. Floroglucinaldehyd nebyl detekován v žádném roztoku. Možným vysvČtlením je 

následná reakce floroglucinaldehydu a tvorba nových sloučenin, které se ovšem v průbČhu 

experimentů ĚnapĜ. vlivem zmČny složení roztokuě rozpadají opČt za vzniku 

floroglucinaldehydu. Proto byla provedena série experimentů sledující chování samotného 

floroglucinaldehydu v roztoku o pH 7 a teplotČ ř5°C.   

NejvýraznČjší zmČna byla pozorována po 1 hodinČ zahĜívání, kdy signál 

floroglucinaldehydu poklesl z výchozího hodnoty o 93,56%. Po 4 hodinách zahĜívání byla 

v odpovídajícím rekonstruovaném chromatogramu patrná pouze stopa floroglucinaldehydu 

(0,15% z původní koncentrace). Důležitým momentem bylo nalezení tĜí látek s m/z 243,0324, 

271,0255 a 271,0276. Na Obr. 11. je zobrazen rekonstruovaný chromatogram tČchto tĜí látek 

získaný analýzou roztoku floroglucinaldehydu po jedné hodinČ zahĜívání v roztoku o pH 7. 

Nutno zmínit, že tyto látky se vyskytují také v času 0h a po jedné hodinČ se jejich obsah 

zvýšil o zhruba Ř5% Ěobsah látky m/z 243,0324 se zvýšil o Ř5,0%, látky m/z 271,0255  

o ř3,7% a látky s m/z 271,0276 o 7ř,2% oproti původní koncentraci v roztokuě. To poukazuje 

na fakt, že uvedené procesy pĜemČn anthokyaninů a floroglucinaldehydu bČží pomČrnČ 

rychle už od počátku experimentu. Dalším zahĜíváním již docházelo ke snížení obsahu 

tČchto látek. Po 4 hodinách již v roztoku nebyl nalezen pík látky s m/z 271,0255 eluující  

v čase Ř,26 min. a obsahy dalších látek se snížily na 5 % (pro m/z 243,0324) a 8,3% (pro 

m/z 271,0276) jejich maximálního obsahu.  
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Obr. 11. Rekonstruovaný chromatogram látek s m/z 243,03 (a.); 271,03 (b.) a 271,03 (c.) v roztoku  

o pH 7 po 1 hodinČ rozkladu floroglucinaldehydu 

 

5.1.2. Identifikace neznámých látek vznikajících rozkladem floroglucinaldehydu  

PĜi identifikaci jsme se zamČĜili na tĜi látky s m/z 243,0324, 271,0255 a 271,0276. 

Všechny tĜi látky absorbují ve viditelné oblasti spektra a jsou tedy barevné (absorbanční 

maxima pro tyto látky jsou v rozmezí vlnových délek 444-487 nm; mČĜeno na UV detektoru  

s rozsahem 200-500 nm). Barvu vznikajících látek ukazuje Obr. 12. Jedním z možných 

vysvČtlení vzniku barevných produktů reakcí floroglucinaldehydu je jeho kondenzace za 

vzniku derivátů anthrachinonu. O anthrachinonech je známo, že jsou barevné a nemají 

negativní vliv na lidský organismus [186]. Pouze pĜi vyšších častých dávkách může dojít 

melanóze Ězbarveníě tlustého stĜeva [187]. Na možnost vzniku tetrahydroxyanthrachinonu 

poukazuje také reaktivnost molekuly floroglucinaldehydu uvedené v teoretické části  

v kapitole 2.6.1. Na Obr. 13. je znázornČno schéma reakce dvou molekul floroglucinaldehydu 

za vytvoĜení 1,3,5,7-tetrahydoxyanthrachinonu.  
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Obr. 12. Srovnání vzorku v čase 0 a 1 hodina rozkladu v roztoku o pH 7 pĜi ř5°C 

 

 

Obr. 13. Schéma reakce 1,3,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a následného vzniku látky  

s m/z 243,03 

 

Identifikace tČchto produktů byla založena na LC/HRMS2 experimentech Odchylky 

mČĜených hodnot m/z od teoreticky vypočítaných jsou pro tetrahydroxyanthrachinon malé 

(0,7 a 2,8 mDa). Rodičovský ion látky s hodnotou m/z 243,0324 je o 27,9933 Da nižší (oproti 

m/z hodnotČ prvnČ eluujícího derivátu anthrachinonů). Tato diference odpovídá ztrátČ jedné 

molekuly CO, může tedy jít o dekarboxylaci nČkterého z izomerů s hodnotou m/z 271. 

Odchylka mČĜené hodnoty m/z navrženého dekarboxylačního produktu látky je 2,5 mDa. Na 

Obr. 14A-B je porovnání retenčního profilu laboratornČ pĜipraveného anthrachrysenu  
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s neznámými látkami s m/z 271,03. Z obrázku je patrné, že standard má stejný eluční profil 

jako látka, která eluuje v čase ř,67. PĜi porovnání fragmentačních spekter syntetizovaného 

standardu anthrachrysenu a neznámých látek (Obr. 14C-E) byla pozorována shoda 

v určitých fragmentech, tj. 243,0389, 225,0243 a 199,0385. Tyto fragmenty odpovídají 

postupným ztrátám dvou molekul CO, molekuly vody a atomu kyslíku (Tab.3.).  Ztráta atomu 

kyslíku je v negativním ionizačním módu celkem neobvyklá. NicménČ stejné fragmenty 

pozorovali také autoĜi Stodůlová a kol. pĜi fragmentaci 1,3,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu 

Ěstruktura identifikována pomocí NMR [1ŘŘ]ě s využitím iontové cyklotronové rezonance  

s Fourierovou transformací [189]. Díky shodČ profilů spekter standardu (STD) s neznámými 

látkami a literaturou můžeme pĜedpokládat, že se jedná o 1,3,5,7-tetrahydroxyanthrachinon 

pĜípadnČ o jeho izomery.  

Vycházíme-li z pĜedpokladu, že mČĜené vzorky mají stejnou molekulovou hmotu jako 

standard, tak podle vodíkového (NMR) spektra by se mohlo jednat o 1,3,5,7-

tetrahydroxyanthrachinon a/nebo 2,3,6,7-tetrahydroxyanthrachinon. Ačkoli se vznikající 

anthrachinonová barviva ve studovaných smČsích vzhledem k jejich malé koncentraci 

podaĜilo potvrdit NMR mČĜením pouze částečnČ, je identifikace pomocí LC/MS pomČrnČ 

pĜesvČdčivá Ěshodný retenční čas a velmi podobné UV spektrum poĜízené DAD detektorem, 

velmi blízké hodnoty m/z rodičovských iontů i pĜítomnost stejných fragmentů v MS/MS 

spektru, shoda s již publikovanými výsledky [188, 189]).  

 

Tab.3. Významné fragmenty nalezené fragmentací neznámých látek s m/z 271,02 

RT (min) [M-H]- 

Fragmenty 
nalezené v 

MS/MS 
spektrech 

Sumární 
vzorec 

dtm (mDa) 

     
8,24 271,0307 243,0368 C13H7O5

- -7,5 

  
225,0237 C13H5O4

- -4,9 

  
199,0440 C12H7O3

- -4,5 

    
 

9,68 271,0240 243,0337 C13H7O5
- -4,4 

  
225,0182 C13H5O4

-  0,6 

  
199,0454 C12H7O3

- -5,9 

 

RT – retenční čas; dtm – odchylka od teoretické hmoty 



46 

 

 

Obr. 14. Rekonstruované chromatogramy pro látku s m/z 271,03  

(A – STD; B – neznámé látky s m/z 271,0255 (a.); 271,0276 (b.)) a fragmentační spektra standardu 

(C) a neznámých látek (D, m/z 271,0255, RT 8,24 a E, 271,0276, RT 9,68) 

 

Výsledky studia pĜemČn anthokyaninů, floroglucinaldehydu a analýza novČ vznikajících 

anthrachinonových barviv byly publikovány v Chemických Listech [190] a prezentovány na 

konferencích formou posterů [191, 192]. 
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5.2. Studium kondenzace flavonoidů 

PĜi zpracování červených hroznů révy vinné dochází k chemickým pĜemČnám 

anthokyaninových barviv a dalších flavonoidních látek a vzniku nových strukturnČ složitČjších 

molekul. Jde o dlouhodobČ velmi zevrubnČ studovanou a pozornČ sledovanou problematiku 

[193, 194] zejména ze dvou důvodů: 1. vznikající kondenzované barviva výrazným 

způsobem mČní senzorické vlastnosti vína, pĜípadnČ dalších vyrábČných produktů a 2. 

vlastnosti tČchto látek a jejich účinek na lidský organismus a životní prostĜedí jsou velmi málo 

prostudovány. Zajímavou skupinou kondenzovaných barviv jsou sloučeniny, ve kterých je 

molekula anthokyaninu spojena s molekulou jiného flavonoidu ĚnapĜ. katechinuě 

ethylidenovým můstkem. Odpovídajcí produkty reakce mezi malvidin-3-glukosidem 

ĚnejbČžnČjším anthokyaninem vyskytujícím se v červených hroznech) a katechinem 

v prostĜedí acetaldehydu byly podrobnČ popsány Pissarrou a kol v roce 2005 (diastereomery 

(+)-katechin-ethyl-malvidin-3-glukosidu,  CeM3G) [183]. Tato kapitola se zabývá vývojem 

nano-LC metody pro separaci tČchto diastereomerních látek s ohledem na její možné 

nasazení pĜi kontrole kondenzovaných barviv ve vinaĜských produktech a vznikajícím 

odpadu. Metoda byla z hlediska chromatografických parametrů porovnána s metodou 

paralelnČ vyvinutou pro bČžnou kapalinovou chromatografii.  Struktura pĜipravených látek 

byla kontrolována NMR mČĜením, viz Experimentální část a PĜílohy 5-9. Jejich struktury 

ukazuje Obr. 15. 

 

 

Obr. 15. Struktura diastereomerů C a D Ěs číslovánímě 
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5.2.1. Nano-kapalinová chromatografie 

Jedním z hlavních trendů v moderní analytické chromatografii je miniaturizace. Toto 

samozĜejmČ také platí pro kapalinovou chromatografii (kapilární/nano-LC systémy). Výhody 

tČchto systémů tkví pĜevážnČ ve zmenšení chromatografického zĜedČní v kolonČ s čímž 

souvisí vyšší separační účinnosti a rozlišení. Další výhodou je menší spotĜeba vzorku  

a mobilní fáze a zlepšení kvality hmotnostních spekter Ězvýšení citlivostiě pĜi spojení  

s nanoelektrosprejem. Díky tČmto vlastnostem je nanokapalinová chromatografie šetrná  

k životnímu prostĜedí a levná separační technika [181]. Prvním úkolem pĜi vývoji nano-LC 

metody byla pĜíprava kapilárních chromatografických kolon. Postup pĜípravy je detailnČ 

popsán v kapitole 4.4.2. Mezi nejčastČji používané sorbenty ve vysokoúčinné kapalinové 

chromatografii a miniaturizovaných technikách patĜí plnČ porézní sorbenty. První separace 

byly provedeny s 250 mm dlouhou kapilární kolonou plnČnou stacionární fází Chromosphere 

C1Ř s velikostí částic 3 m. Byla sledována separace obou diastereomerů CeM3G a jejich 

prekurzorů Ěmalvidin-3-glukosid a katechin). Byl prostudován vliv složení mobilní fáze na 

retenci a selektivitu sledovaných analytů pĜi izokratické separaci. S ohledem na potenciální 

propojení nano-LC techniky s hmotnostním spektrometrem byly pro separace používány 

tČkavé mobilní fáze. Mobilní fáze byly pĜipraveny smícháním vody, acetonitrilu ĚACNě  

a trifluoroctové kyseliny (TFA).  

V souladu s nepolárním charakterem stacionární fáze docházelo se zvyšujícím se 

podílem vody v mobilní fázi k výraznému zlepšení rozlišení analytů ĚObr. 16ě. PĜi použití 

mobilní fáze (MF) skládající se ze smČsi voda:ACN (80:20) okyselené 0,1% TFA (v/v/v) 

došlo k oddČlení všech sledovaných analytů Ěreaktanty - A,B; reakční produkty - C,D). Dobré 

účinnosti chromatografických píků anthokyaninových barviv je dosaženo v kyselých 

mobilních fázích (pH < 2ě, což je v souladu s dĜíve publikovanými separacemi [195]. Pro 

následující experimenty byla použita mobilní fáze s mírnČ upraveným pomČrem voda:ACN 

(79:21) s 0,1% TFA (v/v/v) umožňujícím provedení analýzy za 12,5 min pĜi zachování 

dostatečného rozlišení všech sledovaných analytů. 
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Obr. 16. Separace reakční smČsi pĜi použití MF s různým pomČrem voda:ACN 

25 cm kapilární kolona (100 µm id) plněna SF Chromosphere C18; mobilní fáze voda:ACN: a. 50:50; 

b. 60:40; c. 70:30; d. 80:20, všechny okyseleny 0,1% TFA (v/v/v); A. (+)-katechin; B. malvidin-3-

glukosid; C. a D. CeM3G diastereomery. Vložený obrázek zobrazuje graf rozlišení kritických párů při 

různém složení MF. 

 

Vliv množství TFA v mobilní fázi byl také sledován ĚObr. 17). Nejrychlejší separace byla 

získána pĜi okyselení mobilní fáze 0,4% TFA ĚménČ než 13 mině z důvodu posunutí 

rovnováhy (flavyliový kation/karbinol pseudobáze) smČrem k flavyliovému kationtu Ěvyšší 

polaritaě. NicménČ takto vysoká koncentrace TFA může poškodit chromatografickou kolonu 

Ěhydrolýza navázaných oktadecylových ĜetČzcůě. Proto bylo s touto mobilní fází provedeno 

jen malé množství experimentů. Mobilní fáze byla následnČ pečlivČ vymyta a stav kolony byl 

kontrolován sledováním retence a účinnosti píků v mobilních fázích s nižší koncentrací TFA. 

Žádné zmČny v retenci a separaci nebyly pozorovány. Z výše uvedeného důvodu byla pro 

další experimenty použita 0,1% TFA jako kompromis mezi dostatečným rozlišením všech 

látek v reakční smČsi ĚvčetnČ minoritních nečistot eluujících mezi katechinem a malvidin-3-

glukosidem a mezi malvidin-3-glukosidem a prvním z eluujících diastereomerních 

můstkových barvivě a stabilitou analytů a stacionární fáze. 
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Obr. 17. Nano-LC chromatogramy reakční smČsi pĜi různé koncentraci kyseliny trifluoroctové v mobilní 

fázi 

25 cm kapilární kolona (100 µm id) plněna SF Chromosphere C18; mobilní fáze 79:21 voda:ACN; 

koncentrace TFA: a. 0,05%; b. 0,1%; c. 0,2; d. 0,4 (v/v); A. (+)-katechin; B. malvidin-3-glukosid; C. 

 a D. CeM3G diastereomery. Vložený obrázek zobrazuje graf rozlišení kritických párů při různém 

složení MF (hodnoty odchylek jsou uvedeny v Příloze 10). 

 

Dále byly studovány separace s mobilní fází obsahující 0,4% kyselinu mravenčí ĚFAě  

a 0,4% kyselinu octovou (AcA) místo TFA. Separace s takto nahrazenou okyselující složkou 

vedly k prodloužení doby analýzy (16 min pro FA a 37 min pro AcA) i zhoršení tvaru a šíĜky 

píků. Pro CeM3G diastereomer C byla nalezena šíĜka píku Ěw50%) 0,22 min a výškový 

ekvivalent teoretického patra (HETP) 9 m pĜi použití 0,1% TFA v porovnání s w50% 0,64 min 

a 129 m pĜi použití 0.4 % FA a w50% 2,24 min a 218 m pro AcA. Pro CeM3G diastereomer 

D byly rovnČž nalezeny lepší parametry pĜi použití 0,1% TFA: w50% 0,26 min a HETP 8 m  

v porovnání s w50% 0,80 min a 133 m pro 0,4 % FA a w50% 1,53 min a 81 m pro 0,4% AcA.  

V současné dobČ jsou velmi populární povrchovČ porézní stacionární fáze z důvodů 

vysoké účinnosti a možnosti pracovat za nízkých tlaků, což umožňuje použití konvenčního 

kapalinového chromatografu (pracujícího obvykle do 400 bar) [196]. Z toho důvodu byla 
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porovnávána plnČ porézní stacionární fáze Chromosphere C1Ř s povrchovČ porézní SF 

Kinetex C1Ř. Pro analýzu reakční smČsi byla použita optimální MF popsaná výše, tj. 

voda:ACN/7ř:21 s 0,1% TFA Ěv/v/vě. PĜi použití povrchovČ porézní SF byla pozorována 

menší účinnost v porovnání s plnČ porézní SF ĚObr. 18). Kolona naplnČná SF Chromosphere 

C18 dosáhla 9 667 teoretických pater, zatímco kolona s SF Kinetex C18 pouhých 2 342 

pater (tj. 9667 (Cat), 5117 (Mv-3-Glu), 8060 (CeM3G diasteromer, C) a 7849 (CeM3G 

diasteromer, D) pro Chromosphere C18 a 2342 (Cat), 1848 (Mv-3-Glu), 1893 (CeM3G 

diasteromer, C) a 2224 (CeM3G diasteromer, D) pro Kinetex C18) pĜi použití kolon  

o stejných rozmČrech. Důvodem horší separace s použitím kolony Kinetex C1Ř může být 

částečné pĜekročení kapacity kolony. Kapacita povrchovČ porézních částic SF je obvykle 

nižší než kapacita srovnatelných částic plnČ porézních. To naznačují i rozdíly v retenčních 

faktorech: 0,17 (Cat), 0,40 (Mv-3-Glu), 0,91 (CeM3G diasteromer, C) a 1,28 (CeM3G 

diasteromer, D) pro povrchovČ porézní částice v porovnání s 0,19 (Cat), 0,50 (Mv-3-Glu), 

1,02 (CeM3G diasteromer, C) a 1,49 (CeM3G diasteromer, D) pro plnČ porézní částice. Nižší 

účinnost separace může být také v určité míĜe ovlivnČna komplikovanČjší pĜípravou 

povrchovČ porézních kolon Ězejm. s ohledem na pĜípravu frit, viz. 3.4.2. PĜíprava kapilárních 

kolon) 

 

 

Obr. 18. Nano-LC chromatografická separace reakční smČsi na dvou kolonách s různou SF  
a. plně porézní Chromosphere C18; b. core-shell Kinetex C18; MF 79:21 voda:ACN okyselená 0,1 

TFA (v/v/v). A. (+)-katechin; B. malvidin-3-glukosid; C. a D. CeM3G diastereomery. 
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Pro další experimenty byla tedy použita SF Chromosphere C18. Pro další zlepšení 

účinnosti a zkrácení doby analýzy byla pĜipravena kratší kolona. Na Obr. 19 je zobrazena 

separace reakční smČsi pomocí kratší kolony Ě150 mm x 100 m). Bylo dosaženo 

dostatečného rozlišení všech složek za ménČ než 6 minut Ěprůtok kolonou po splitování je 

360 nL.min-1ě. Separační účinnost pĜesáhla ř500 teoretických pater pro CeM3G 

diastereomer C. HETP jednotlivých složek byly u 25 cm dlouhé kolony Chromosphere C18 

26 m (Cat), 49 m (Mv-3-Glu), 31 m (CeM3G diastereomer, C) a 32 m (CeM3G 

diastereomer, D). U 15 cm kolony se HETP snížilo na 7 m (Cat), 15 m (Mv-3-Glu), 7 m 

(CeM3G diastereomer, C) a 7 m (CeM3G diastereomer, D). Výrazné zlepšení účinnosti je 

dosaženo i proto, že kratší kolony se daĜí naplnit homogennČji [197]. 

 

 

Obr. 19. Porovnání dvou různČ dlouhých kolon pro separaci reakční smČsi.  
a. 25 cm dlouhá kolona; b. 15 cm dlouhá kolona. 80:20 voda:ACN okys. 0,1% TFA (v/v/v).  

A. (+)-katechin; B. malvidin-3-glukosid; C. a D. CeM3G diastereomery. 

 

Vedle náplňových kolon byla retence studována také na monolitické kolonČ Chromolith. 

U monolitické kolony byl HETP 34 m (Cat), 34 m (Mv-3-Glu), 22 m (CeM3G 

diastereomer, C) a 13 m (CeM3G diastereomer, D), což je výraznČ horší než pĜi použití 15 

cm náplňové kolony Chromosphere C1Ř (HETP se pohybovalo v rozmezí 7-15). Selektivita 

pro separaci obou CeM3G diastereomerů je srovnatelná, zatímco pár katechin-malvidin 

nebyl oddČlen za použitých podmínek pomocí monolitické kolony. Jednotlivé 

chromatografické parametry jsou uvedeny v Tab.4.  
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5.2.2. Porovnání konvenční vysoko-účinné kapalinové chromatografie s nano-

kapalinovou chromatografií 

Na Obr. 20 je zobrazena separace reakční smČsi HPLC s kolonou Chromsphere 3 C18 

bČžného rozmČru (100 mm x 4.6 mm, dp = 3 mě. Průtok 0,762 mL.min-1 byl nastaven tak 

aby odpovídal stejné lineární průtokové rychlosti MF, jaká byla použita u nano-LC metody. 

Pro optimalizovanou HPLC metodu byl použit nástĜik 5 L. Tato metoda poskytla dostatečné 

rozlišení všech studovaných složek reakční smČsi. Bylo pozorováno pouze nižší rozlišení 

mezi malvidin-3-glukosidem s neznámou nečistotou ĚR = 1,01ě. Analýza byla ukončena za 

ménČ než 7 min. 

 

 

Obr. 20. HPLC separace reakční smČsi s využitím kolony Chromsphere C18  

rozmČry kolony Ě100 x 4,6 mm, velikost částic 3 m), mobilní fáze 80:20 voda:ACN okys. 0,1% 

TFA(v/v/v); A. (+)-katechin; B. malvidin-3-glukosid; C. a D. CeM3G diastereomery. 

 

V Tab.4. jsou uvedeny základní chromatografické parametry získané z mČĜení pomocí 

nano-LC a HPLC. Nano-kolona Chromosphere poskytla vyšší retenci a separační účinnost 

Ěnižší HETP, zhruba 10krát pro (+)-katechin a malvidin-3-glukosid a 3krát pro CeM3G 

diastereomeryě v porovnání s konvenční HPLC. Na druhou stranu lepší selektivita pro 

CeM3G diastereomery (rozdíl v selektivním faktoru 1,4-14,1%ě a vyšší rozlišení všech látek 

bylo získáno pomocí konvenční HPLC Ěrozdíl 35,6-ř1,6%ě. Výše uvedené výsledky pro 

konvenční HPLC byly získány za optimálních podmínek separace. NástĜikový objem pĜi 

optimalizovaných HPLC experimentech odpovídal 5,3% nástĜikového objemu použitého pro 
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nano-LC. Pro srovnání chování nano a konvenční kolony byl v dalším experimentu 

nastĜikovaný objem u HPLC systému zvýšen tak, aby odpovídal stejné části objemu kolony 

(5,3% celkového objemu kolony), který byl použit u nano-LC systému. PĜi tomto 

"škálovaném" experimentu byly plochy píků zhruba 10x vetší v porovnání s optimalizovaným 

HPLC experimentem. U píků Ě+ě-katechinu a malvidin-3-glukosidu bylo pozorováno zvČtšení 

šíĜek píků. U CeM3G diastereomerů byly šíĜky píků zjištČné u „škálovaného“ experimentu 

srovnatelné s optimalizovaným experimentem. NicménČ u škálovaného experimentu bylo 

pozorováno zhoršení HETP u všech sledovaných látek v porovnání s nano-LC. 

 

Tab.4. Hlavní parametry separace reakční smČsi pomocí nano-LC a HPLC systému.  

t’R = redukovaný reteční čas; w50% = šíĜka píku v polovinČ výšky; HETP = výškový ekvivalent 

teoretického patra; k = reteční faktor;  = selektivita; As = asymetrie píku; R = rozlišení (počítáno pro 

píky, i.e. (+)-katechin, malvidin-3-glucosid a oba CeM3G diastereomery) 

 

 

Pro zjištČní použitelnosti nano-LC metody pro analýzu reálného vzorku byl na kapilární 

kolonu nastĜíknut extrakt vinaĜského opadu Ěmatoliny červených hroznůě. Obr. 21. ukazuje 

analýzu vzorku matolin (a) a vzorku s pĜídavkem malvidin-3-glukosidu, katechinu a CeM3G 

t'R 

(min)

w50% 

(min)

HETP 
(m)

k α SD As R SD

(+)-katechin 0,73 0,08 7 0,61 - - 2,33 - -

malvidin-3-glukosid 1,60 0,17 15 1,34 1,94 ± 0,049 1,11 1,73 ± 0,021

CeM3G diastereomer C 3,37 0,19 7 2,83 1,84 ± 0,019 1,78 2,73 ± 0,218

CeM3G diastereomer D 4,70 0,25 7 3,94 1,39 ± 0,003 2,13 2,01 ± 0,244

(+)-katechin 0,59 0,34 34 0,19 - - 1,05 - -

malvidin-3-glukosid 0,59 0,34 34 0,19 1,00 ± 0,000 1,05 0 ± 0,000

CeM3G diastereomer C 1,26 0,32 22 0,41 2,16 ± 0,099 1,13 1,21 ± 0,043

CeM3G diastereomer D 1,69 0,28 13 0,55 1,33 ± 0,017 1,31 0,84 ± 0,058

(+)-katechin 0,77 0,15 84 0,54 - - 2,00 - -

malvidin-3-glukosid 1,50 0,20 84 1,05 1,92 ± 0,028 0,91 2,48 ± 0,132

CeM3G diastereomer C 3,18 0,15 19 2,22 2,12 ± 0,005 1,57 6,34 ± 0,502

CeM3G diastereomer D 4,50 0,17 15 3,14 1,41 ± 0,004 1,50 5,41 ± 0,475

(+)-katechin 0,93 0,30 273 0,67 - - 3,17 - -

malvidin-3-glukosid 1,60 0,47 246 1,14 1,69 ± 0,021 0,75 1,01 ± 0,025

CeM3G diastereomer C 3,42 0,17 13 2,44 2,14 ± 0,013 1,45 3,65 ± 0,200

CeM3G diastereomer D 4,73 0,18 12 3,38 1,39 ± 0,007 1,57 4,63 ± 0,199

nanoLC: Chromosphere C1Ř, 150 mm x 100 um, 3 um, průtok 360 nL.min-1, nástĜik 100 nL

nanoLC: Chromolith CapRod, 150 mm x 100 um, 3 um, průtok 360 nL.min-1, nástĜik 30 nL

HPLCopt: ChromSphere C1Ř, 100 mm x 4,6 mm, 3 um, průtok 0,761 mL.min-1, nástĜik 5 uL

HPLCscaled: ChromSphere C1Ř, 100 mm x 4,6 mm, 3 um, průtok 0,761 mL.min-1, nástĜik ŘŘ uL
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diastereomerů Ěbě. Ve vzorku s pĜídavkem tČchto složek jsou patrné píky obou 

diastereomerů, které jsou dobĜe separovány od majoritních složek pĜítomných matolinách  

a jsou i vzájemnČ velmi dobĜe rozlišeny Ěmatrice tedy nemá významný vliv na vzájemnou 

separaci tČchto diastereomerních můstkových barviv) (Obr. 21b.). Vyvinutá metoda separace 

tČchto barviv na nano-kolonČ může být základem rychlého analytického postupu pro kontrolu 

kondenzovaných barviv v odpadech z vinaĜského průmyslu.   

 

 

 

Obr. 21. Analýza extraktu matolin z červených hroznů  

(a) a extraktu s pĜídavkem (+)-katechinu (A); malvidin-3-glukosidu (B) a CeM3G diastereomerů (C, D) 

(b); kolona: Chromosphere C18 (150 mm x 100 m i.d.), MF 80:20 H2O:ACN okys. 0.1 % TFA (v/v/v). 

 

Výsledky uvedené v této kapitole byly publikovány v Journal of Chromatography A [181].  
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5.3. Anaerobní fermentace vinařského odpadu 

5.3.1. Optimalizace anaerobní fermentace 

Anaerobní fermentace je efektivní ekologická metoda pro zpracování biologicky 

rozložitelného odpadu za současné výroby levné elektrické a tepelné energie. Odpady 

můžeme v tomto ohledu rozdČlit na dvČ velké skupiny: 1ě lehce zplynitelné, kam patĜí 

napĜíklad kukuĜičné siláž a Ĝepné Ĝízky a 2ě tČžce zplynitelné kam patĜí odpad z vinaĜské 

výroby. Mezi hlavní důvody odpovČdné za inhibici methanogeneze vinaĜského odpadu patĜí 

nízké pH a vysoký obsah flavonoidů Ěantibakteriální účinkyě. Z tohoto důvodu je nutné 

objasnit procesy pĜemČny flavonoidů za anaerobních podmínek a současného vývoje 

bioplynu (CO2 a CH4). Pro dosažení stabilní methanogeneze je nutno celý systém 

optimalizovat.  

Optimalizace anaerobní fermentace v mikro-mČĜítku byla rozdČlena do dvou částí. První 

část zahrnovala hodnocení vlivu různých aditiv v reakční smČsi. Vzorky byly pĜipraveny 

smícháním prasečí kejdy (PS), výlisky červených hroznů (RGM), vody, 1 mg.mL-1 roztoku 

methanogenních bakterií (MetBac) a thioglykolátového média (TGM) v různých pomČrech 

ĚMetBac a TGM byly pĜidány pro urychlení množení methanogenních bakterií a vyšší 

produkci methanu).  PĜípravek MetBac APD BIO GAS je hojnČ využíván v čistírnách 

odpadních vod pro urychlení a zvýšení účinnosti rozkladu organického materiálu.  

Obr. 22a. zobrazuje porovnání obsahu čtyĜ plynů ĚN2, O2, CO2, CH4) ve fermentačních 

smČsích různého složení inkubovaných v objemu 2 mL po 23 denní anaerobní fermentaci 

Ěsložení fermentačních smČsí je uvedeno v legendČ k tomuto obrázku). Nejvyšší obsah 

methanu byl nalezen v roztocích B a D ĚpĜibližnČ 0,003%ě. V roztocích A, C, E a F nebyl 

detekován žádný methan v průbČhu anaerobní fermentace. Z tohoto experimentu je zĜejmé, 

že pro efektivní nábČh anaerobního zplyňování je nezbytné k vinaĜskému odpadu pĜidat 

prasečí kejdu. pH v roztoku A pokleslo z hodnoty 4,0 na 3,4; v roztoku B z 7,8 na 4,0;  

v roztoku C z 4,0 na 3,4; v roztoku D z 7,8 na 4,4; v roztoku E z 7,8 na 4,2 a v roztoku F  

z 7,2 na 4,4. Tyto pĜedbČžné experimenty dále ukazují, že pĜídavek MetBac ĚD) nijak 

nezlepší produkci methanu (porovnání se vzorkem B). Z tohoto důvodu byla v dalších 

experimentech použita smČs PS-RGM bez pĜídavku MetBac a TGM. 

V druhé části optimalizačních experimentů byl sledován vliv hydroxidu amonného Ěvliv 

na pH smČsiě na proces gasifikace fermentačních smČsí o různém pomČru vstupních složek 

(tj. PS a RGM). Obr. 22b. poukazuje na fakt, že udržování pH reakční smČsi v alkalicko-

neutrální oblasti je klíčová podmínka pro vznik a udržení methanogeneze, pĜinejmenším pĜi 

anaerobní fermentaci za diskontinuálních podmínek. VČtší množství PS a hydroxidu 

amonného zajišťují stabilní podmínky anaerobní fermentace ĚpH reakční smČsi pokleslo  
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v průbČhu experimentu z ř,Ř na 7,4ě. V roztocích s malým obsahem PS Ětj. pomČr PS:RGM = 

250:50, 100:50 a 50:50, (m/m)) nebyl detekován methan. Pro další studii byla zvolena 

koncentrace NH4OH 0,127 mol.L-1 (koncentrace v roztoku) jako kompromis zajišťující stabilní 

anaerobní fermentaci a udržení pĜímého působení amoniaku na studované polyfenolické 

látky v malém rozsahu oproti jejich pĜemČnám vlivem fermentačních procesů (pH tohoto 

roztoku pokleslo z 9,54 na 6,57 po 21 dnech). 

 

Obr. 22. Procentní obsah N2, O2, CO2, CH4 po 23 dnech anaerobní fermentace  

(a.) a efekt přídavku NH4OH na produkci methanu v různých poměrech vepřové kejdy a matolin  

z červených hroznů (b); a. - A) 200 mg RGM + 2 mL vody; B) 100 mg RGM + 450 mg PS + 2 mL vody; 

C) 200 mg RGM + 2 mL vody + 1L MetBac; D) 100 mg RGM + 450 mg PS + 2 mL vody + 1L 

MetBac; E) 200 mg RGM + 2 mL TGM + 1L MetBac; F) 100 mg RGM + 450 mg PS + 2 mL TGM + 

1L MetBac; b. - A) 750:50 = PS-RGM (m/m); B) 500:50 = PS-RGM (m/m). 
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Proces anaerobní fermentace za optimálních podmínek ĚpomČr PS:RGM 750:50, m/m; 

konečná koncentrace NH4OH 0,127 mol.L-1; 35°C) byl kontrolován pomocí GC/MS (analýza 

4 hlavních plynůě. Obr. 23. zobrazuje proces anaerobní fermentace v reakční smČsi 

probíhající v našem experimentu v mikroreaktoru a porovnává jej se zmČnami v obsazích 

hlavních plynů popsaných v literatuĜe [198]. V první části fermentace ĚpĜi hydrolýze) dochází 

k rychlému poklesu kyslíku a dusíku, které jsou hlavními složkami vzduchu. Obsah oxidu 

uhličitého se zvyšuje za současného poklesu pH. Tento trend je rovnČž pozorován v další 

fázi fermentace - acidogenezi. V hlavní fázi (pĜi methanogeneziě dochází k prudkému nárůstu 

methanu se současným poklesem CO2 a H2 [198]. Diskontinuální fermentace PS-RGM 

vykazuje stejný profil hlavních plynů, jaký je uveden ve vloženém obrázku (Obr. 23.). ZmČny 

v profilu plynných složek v našem diskontinuálním mikro-reaktoru jsou kvalitativnČ ve velmi 

dobré shodČ s optimálním Ěteoretickýmě průbČhem fermentace popsaným v literatuĜe. Tento 

fakt poukazuje na možnost simulace Ĝady složitých průmyslových procesů zahrnujících 

anaerobní fermentaci v laboratorních podmínkách (v mikroreaktoru) za výrazného snížení 

nákladů. Výsledky z našeho experimentu anaerobní fermentace vinaĜského odpadu 

poukazují na to, že relativnČ snadnou modifikací vinaĜského odpadu je možné docílit 

zplynČní tohoto materiálu. Získaná data rovnČž kvalitativnČ potvrzují studii Frabbriho a kol 

[160] popisující analýzu plynných složek v reakční smČsi složené z PS a vinaĜského odpadu. 

SoučasnČ s odebíráním plynných složek z vnitĜní atmosféry mikro-reaktoru byly odebírány 

vzorky digestátu pro analýzu pomocí LC/MS, která je popsána v následující kapitole. 
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Obr. 23. ZmČny v zastoupení hlavních plynů bČhem diskontinuální anaerobní fermentaci smČsi PS  
a RGM (vložený obrázek ukazuje optimální podmínky anaerobní fermentace - publikováno  

s povolením autorů [15]). 

 

5.3.2. Analýza digestátu pomocí LC/MS 

Vzorky digestátu byly odebírány z reaktoru injekční stĜíkačkou pĜes šroubovací víčko  

a septum uzavírající head-space vialku Ěpoužitou jako mikroreaktor) a analyzovány pomocí 

LC/MS. Surová LC-MS data získaná analýzou PS-RGM a PS Ějako blankě smČsí v počáteční 

fázi anaerobní fermentace (startovací podmínky, 1. fáze) byly zpracovány pomocí softwaru 

MarkerLynx. Pomocí tohoto softwaru byla provedena extrakce retenčních časů, m/z hodnot  

a intenzit, normalizace a zarovnání (alignment) dat a získána odpovídající datová matice 

(popisující relativní rozdíly v intenzitách mezi jednotlivými páry RT_m/z hodnot). Dále byla 

data upravena pomocí logaritmické transformace pro potlačení kvantitativní a zvýšení 

kvalitativní funkce dat. Vzniklý soubor dat byl zpracován pomocí statistického softwaru 

EZinfo a studován pomocí analýzy hlavních komponent (PCA). Score plot (Obr. 24) ukazuje 

významné rozdíly mezi vzorky PS-RGM a PS. PS-RGM vzorky jsou koncentrovány v oblasti, 

která může být definována jako obdélník se souĜadnicemi x1;x2;y1;y2; -9,157; -28,497;  
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-17,707; 21.693. Oproti tomu vzorky PS se nacházejí v obdélníkové oblasti x1;x2;y1;y2; 

19,067; 20,530; -0,422; 6,285.  

 

 

Obr. 24. Score plot vzorků prasečí kejdy Ěčtverecě a smČsi PS-RGM (trojúhelník) 

 

Pro nalezení látek odpovČdných za segregaci dat byla použita ortogonální projekce do 

latentních struktur (OPLS-DA). Obr. 25. ukazuje S-plot zobrazující nalezené RT_m/z páry 

z hlediska jejich rozdílů mezi obČma typy vzorků. Markery s nejvČtší variabilitou ĚvyjádĜenou 

x-souĜadnicíě a zároveň nejvČtší vČrohodností ĚvyjádĜenou y-souĜadnicíě byly extrahovány  

z pĜíslušného S-plotu z oblasti nejnižšího rizika ĚTab.5.ě. V našem pĜípadČ je tato oblast  

Ěv literatuĜe popisovaná, jako „oblast malého rizika“ – „low risk region“ě definována jako 

obdélník se souĜadnicemi: p[1] = 30-100% z nejvyšší hodnoty na ose x a p[2] = 75–100%  

z nejvyšší hodnoty na ose y. NejvýznamnČjší markery byly detailnČ studovány pomocí 

cílených LC/MS/MS experimentů Ěviz. nížeě. 
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Obr. 25. S-plot vzorků PS a PS-RGM zobrazující nalezené RT_m/z páry z hlediska jejich rozdílů mezi 
obČma typy vzorků. Červené obdélníky vyznačují „low risk region“ 

 

Tab.5. Markery nalezené srovnáním PS-RGM a PS v počátečních roztocích pomocí grafu  

S-plot. (RT – retenční čas; p[1] a p[2] – souřadnice každého markeru v Loading plotu) 

# Látka RT (min) [M+H]+ 

Odchylka od 

teoretické 

hmoty (mDa) 

Diagnostické 

fragmenty 

nalezené v 

MS/MS 

spektrech 

p[1] p[2] 

1 Hydroxylovaný kaempferol 9,03 303,0530 -2,5 229,0463 -0,0047 -0,9993 

     

183,0456 

153,0221   

     
121,0280 

  
2 Hydroxybenzoylkatechin 11,95 411,1100 -2,0 291,1002 -0,0046 -0,9981 

     

289,0708 

259,0602 

139,0542 

123,0433 

  

3 Kaempferol 9,93 287,0610 -5,4 213,0552 -0,0045 -0,9996 

     
153,0188 
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137,0239 

  

     
121,0290 

  
4 Malvidin-chalkon 7,92 349,0970 -4,7 223,0618 -0,0045 -0,9989 

     
181,0492 

  

     
139,0388 

  
5 Neidentifikováno 0,60 203,0600 - 186,0933 -0,0045 -0,9991 

     
174,0879 

  

     
159,0682 

  

6 
Methylkvercetin nebo jeho 

izomer 
10,09 317,0780 -11,9 229,0529 -0,0044 -0,9994 

     
153,0167 

  

     
121,0280 

  
7 Hydroxybenzoylkatechin 10,59 411,1080 0,0 291,1002 -0,0043 -0,9981 

     

289,0708 

259,0602 

139,0542 

123,0433 

  

8 Izomer kvercetinu  8,85 303,0540 -2,6 229,0529 -0,0043 -0,9993 

     
153,0167 

  

     
137,0236 

  
9 Neidentifikováno 1,55 265,1490 - 175,0740 -0,.0042 -0,9992 

     
159,1177 

  

     
119,0864 

  
10 Malvidin-3-glukosid  6,75 493,1340 0,6 331,0787 -0,0042 -0,9967 

11 Neidentifikováno 13,97 275,2070 - 257,1880 -0,0042 -0,9995 

     
135,0891 

  

     
105,0697 

  
12 Fragment látky č.2 11,95 259,0660 -5,4 - -0,0041 -0,9981 

 

 

V MS/MS spektrech chromatograficky oddČlených markerů 1 a Ř ĚR = 2,34ě s hodnotami 

m/z 303,0530 a 303,0540 byly nalezeny charakteristické fragmenty kvercetinu [199], tj. m/z 

229,0463 a 229,0529 (odchylka od teoretické hmoty, dtm, je 3,8 a -2,8 mDa); 153,0167 (dtm 

2,1 mDa) a 137,0236 (dtm 0,3 mDa) - poslední dva fragmenty mají stejnou hodnotu m/z  

u obou markerů. Tyto fragmenty lze vysvČtlit postupnými ztrátami dvou molekul oxidu 

uhelnatého a vody z rodičovského iontu a retro-Diels Alderovým ĚRDAě štČpČním Ěprodukce 
1,3A+ fragmentuě. Ve fragmentačních spektrech byly dále nalezeny minoritní fragmenty 

vznikající dalšími ztrátami molekuly vody, CO a RDA štČpením, které potvrzují strukturu 

kvercetinu. Pro potvrzení identity tČchto markerů byl do reakční smČsi pĜidán standard 

kvercetinu. Retenční čas standardu se výraznČ lišil od nalezených markerů. Detailním 
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studiem MS spekter obou markerů byly nalezeny ionty m/z 465,1067 a 465,1068, které mají 

stejný RT jako signál iontů s m/z 303,0530 a 303,0540. ZjištČné markery jsou tedy  

v glykosylované formČ (dtm pro glykosylované formy je 3,4 a 3,5 mDa). Dominantním 

fragmentem v cílenČ mČĜených MS/MS spektrech iontů tČchto glykosidů je látka s m/z 

303,0522 a 303,0534, což jednoznačnČ potvrzuje, že markery nalezené pomocí OPLS-DA 

vznikají z iontů s m/z 465. Detailní studium RDA fragmentů ve fragmentačních spektrech 

markerů umožňuje lokalizovat umístČní hydroxy skupin ve flavonoidním skeletu markeru 1 

(detailnČ jsou RDA procesy a odpovídající nomenklatura popsány v práci Cuyckense  

a Clayes [200]). Proces určování počtu hydroxylových skupin na kruhu A a B je založen na 

RDA fragmentech, které jsou pĜítomny v MS/MS spektrech sledovaného markeru  

a standardu kvercetinu, tj. fragmenty s m/z 183,0456 (0,2A+, marker 1, dtm -16,3), 121.0280 

(0,2B+, marker 1, dtm 1,0), 165,0183 (0,2A+, standard kvercetinu, dtm 0,5) a 137,0236 (0,2B+, 

standard kvercetinu, 0,3 mDa). PomČr signálů 0,2A+ fragmentů (Q=I183/I165) ve spektru 

markeru 1 je Q = 0,21 a ve spektru kvercetinu Q = 0,7. Pokud provedeme stejné výpočty pro 
0,2B+ RDA fragmenty (Q=I121/I137), tak ve spektru markeru 1 získáme hodnotu Q = 1,80 a pro 

standard kvercetinu Q = 0,25. Tyto hodnoty podporují pĜítomnost jedné hydroxy skupiny na 

kruhu B a tĜech OH skupin na kruhu A Ětj. struktury markeru 1 odpovídají 6- nebo 8-

hydroxykaempferolu). Z důvodu nízké intenzity signálů RDA fragmentů v MS/MS spektru 

markeru Ř není možné určit rozmístČní hydroxy skupin na molekule. 

Na Obr. 26. je zobrazen chromatogram PS-RGM smČsi pĜi 2Ř0 nm ĚA – DAD detektor). 

Lze vidČt, že PS-RGM je bohatá smČs složek s různou strukturou a mezi nimi je i Ĝada 

fenolických látek. Mezi eluovanými polyfenoly se vyskytují i tĜi dobĜe separované látky s m/z 

411,11, jak ukazuje chromatogram rekonstruovaný pro tuto hmotu (B). DvČ z tČchto látek 

patĜí mezi nalezené markery, RT_m/z pár 10,59_411,1080 (marker 2) 11,95_411,1100 

(marker 7). V kolizních spektrech obou látek byl nalezen fragment m/z 289,0708 (C15H13O6
+, 

dtm, 0,4 mDa), který vzniká ztrátou hydroxybenzaldehydu (m/z=122,0368, dtm, -3,2 mDa). 

Tento fragment může být pĜiĜazen protonizované molekule di-dehydrokatechinu. 

Dominantním fragmentem ve spektru je ion pĜi m/z 25ř,0602 (C14H11O5
+, dtm, 0,4 mDa) 

odpovídající ztrátČ methyl esteru hydroxybenzoové kyseliny (m/z=152,0442, dtm, -3,1 

mDa). Protonizovaná molekula hydroxybenzaldehydu byla rovnČž nalezena ve spektru (m/z 

123,0433, dtm -1,3ě. Na základČ fragmentačních experimentů, byly markery 2 a 7 

identifikovány jako izomery hydroxybenzoylkatechinu. Nutno zmínit, že fragmenty 

odpovídající protonizované molekule katechinu a kyselinČ hydroxybenzoové byly také 

nalezeny ve fragmentačním spektru hydroxybenzoylkatechinu, avšak s vČtší odchylkou od 

teoretické hodnoty m/z, což může být způsobeno nízkou intenzitou jejich signálů Ětj, m/z 
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291,1002, dtm 13,3 a 139,0542; dtm 14,7 mDa). Pozice acylace na skeletu katechinu nebyla 

zjištČna, nicménČ podle Smithe a kol., kteĜí se zabývali acylací prokyanidinů v různých 

rostlinných materiálech dochází nejčastČji k acylaci v pozici 3 [201]. Je nutné poznamenat, 

že signály tČchto látek nebyly nalezeny v čistém extraktu vinaĜského odpadu a ani ve 

vepĜové kejdČ. Toto může být vysvČtleno rychlou reakcí katechinu v PS-RGM smČsi. 

 

 

Obr. 26. Chromatogram PS-RGM smČsi pĜi 2Ř0 nm ĚAě, rekonstruovaný chromatogram pro m/z 411,11 

ĚBě, MS/MS spektra markerů 2 a 7 (C,D; kolizní energie 10-40 eV). 

 

Na Obr. 27 je zobrazen chromatogram pro rekonstruované hmoty m/z 449,12 a 287,06 (A, 

B). Dominantní pík s m/z 287,06 a RT 9,96 min. odpovídá markeru 3 (Tab.5). Tento marker 

byl identifikován jako kaempferol. Postupné ztráty vody a oxidu uhelnatého poukazují na 

flavonoidní strukturu (tj. Obr. 27C.;  fragmenty m/z 269,0457, 259,0602, 241,0497, 231,0654 

atd.ě. RelativnČ silný signál RDA fragmentu m/z 121,0280 (2,0B+, dtm 1,0 mDa) poukazuje na 

pĜítomnost jedné hydroxy skupiny na B kruhu (Q=I121/I137=1,5). Ve spektru byly nalezeny také 

další RDA fragmenty, tj. 137,0236 (0,3A+, dtm 0,3), 153,0167 (1,3A+, dtm 2,1), 165,0183 (0,2A+, 

dtm 0,5). Na základČ stejného elučního profilu látky s hodnotou m/z 449,12 lze usoudit, že 
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kaempferol je v reakční smČsi v glykosylované formČ Ějako monohexosid). Intenzita signálu 

kaempferol-hexosidu byla nižší, než prahová hodnota intenzity nastavená pro filtrování 

markerů od šumu pĜi zpracování dat v programu MarkerLynx (100; marker intensity 

thresholdě. PĜi analýze čísté kejdy Ěreferenční vzorekě nebyl v chromatogramu nalezen pík 

kaempferol-hexosidu. Tato látka je tedy rovnČž důležitým markerem smČsi PS-RGM,  

i pĜesto, že je v odpovídajícím spektru pĜítomna s nižší intenzitou. V chromatogramu na 

obrázku Obr. 27A je patrný také široký pík kyanidin-3-glukosidu ĚRT 2,Ř min.ě a další dvČ 

menší neidentifikované látky. Signály tČchto látek byly rovnČž pod nastavenou prahovou 

hodnotou intenzity pĜi zpracování dat MarkerLynxem.  

 

Obr. 27. Rekonstruovaný chromatogram pro m/z 449,12 (A) a 287,06 (B) a MS/MS spektrum markeru 

3 (C; CER 10-50 eV). 
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Marker 7,92_349,0970 (RT_m/z pár) byl identifikován jako chalkon malvidinu. Na Obr. 

28A je zobrazen rekonstruovaný chromatogram pro tuto hmotu. Ostrý pík indikuje, že 

v roztoku pĜevládá ĚotevĜenáě forma chalkonu (vzájemná konverze jednotlivých 

acidobazických forem hydratovaného malvidinu neovlivňuje retenciě. V kolizním spektru (Obr. 

28Bě můžeme pozorovat ztrátu molekuly vody (fragment s m/z 331,0787, dtm 3,1 mDa) 

následovanou ztrátou methylového radikálu (m/z 316,0453, dtm 13 mDa). Signál náležící 

ztrátČ dvou molekul methanu byl také detekován v MS/MS spektru, avšak s vysokou 

odchylkou od teoretické hodnoty m/z z důvodu nedostatečného rozlišení od pozadí (m/z 

299,0547, dtm 35,5 mDa). Popsané fragmentační procesy indikují pĜítomnost dvou 

methylových skupin v molekule. Dominantní fragment s m/z 1Ř1,04ř2 odpovídá odštČpení 

acyliového kationtu kyseliny syringové z rodičovské molekuly chalkonu (C9H9O4
+, dtm, 0,9 

mDa). Diagnostický fragment odpovídající kruhu A substituovaný tĜemi hydroxy skupinami Ětj. 

(2-(2,4,6-trihydroxyfenyl)ethylidyn)oxonium, m/z 167,0316, C8H7O4
+, dtm 2,8 mDa) byl rovnČž 

pozorován ve spektru. Popsané fragmentační procesy této látky zcela potvrzují navrženou 

strukturu chalkonu malvidinu. Vyšší obsah chalkonu v reakční smČsi lze očekávat z důvodu 

vysokého obsahu derivátů malvidinu ve výliscích z červených hroznů. Glykosylovaná forma 

této látky (malvidin-3-glukosid) je dalším z markerů nalezených pomocí statistického 

zpracování dat.  Obr. 28C zobrazuje rekonstruovaný chromatogram pro jeho hmotu. 

Identifikace tohoto anthokyaninu byla založena na mČĜení pĜesné hodnoty m/z (m/z 

493,1340, dtm 0,6ě, fragmentačních experimentech ĚObr. 28D) a porovnání RT, profilu píku 

(typický rozšíĜený pík anthokyaninů pĜi pH MF pod 2 [195]) a MS dat s autentickým 

standardem.  
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Obr. 28. Rekonstruovaný chromatogram pro markery s m/z 349,09 (A) a 493,12 (C) a jejich MS/MS 

spektra (B a D, CER 10-50 eV). 

 

Látka definovaná RT_m/z párem 10,09_317,0780 je také uvedena mezi markery 

(Tab.5). V kolizním spektru této látky můžeme pozorovat ztrátu methylového radikálu 

(fragment s m/z 302,0435, dtm -0,8 mDa), kaskádové ztráty hydroxylového radikálu, oxidu 

uhelnatého a vody (tj. fragmenty m/z 285,0407, 257,0410, 229,0529, 239,0279 a další)  

a rovnČž menší fragmenty vznikající RDA štČpením ĚObr. 29.). Tento marker na základČ 

svých analytických vlastností odpovídá methylkvercetinu nebo jeho izomeru (tj. 

hydroxymethyl-kaempferolu nebo hydroxymethyl-luteolinuě. DetailnČjší identifikace je 

komplikována složitostí fragmentačních pochodů ĚnedostatečnČ charakteristickým profilem 

spektra, včetnČ RDA štČpeníě a chybČjícími autentickými standardy. 
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Obr. 29. MS/MS spektrum markeru s m/z 317,0780 (CER 10-50 eV). 

 

Mezi markery se nachází také další tĜi neidentifikované látky a fragment hydroxybenzoyl-

katechinu.  

 

Výše uvedené výsledky ukazují, že kombinace LC/HRTMS s PCA a OPLS-DA je velmi 

užitečný nástroj pro hledání důležitých zmČn ve složení smČsí pĜi anaerobní fermentaci  

a také, že deriváty a izomery kaempferolu, katechinu, malvidinu a kvercetinu jsou složky 

vinaĜského odpadu významnČ se projevující v pĜipravených fermentačních smČsích. Tyto 

látky mohou ovlivnit průbČh zplyňovacího procesu. ZmČny obsahů sledovaných látek bČhem 

anaerobní fermentace ĚvyjádĜené plochami píků v rekonstruovaných chromatogramech) jsou 

patrny z Obr. 30A. Z obrázku je vidČt, že obsahy analyzovaných flavonoidů Ěobsažených ve 

vínČě rychle klesají v průbČhu zplyňování za optimálních podmínek. Po čtyĜech dnech (tj.  

v acidogenní fázi pĜi anaerobní digesciě jsou patrné pouze stopy tČchto látek.  
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Obr. 30. ZmČny v obsazích markerů z první ĚAě a druhé ĚBě fáze zplyňovacího procesu.  
A: 9,03_303,0530 - hydroxylovaný kaempferol; 11,95_411,1100 - hydroxybenzoylkatechin; 

9,93_287,0610 - kaempferol; 6,75_493,1340 - malvidin-3-glukosid; 8,85_303,0540 - izomer 

kvercetinu; 10,59_411,1080 - hydroxybenzoylkatechin; 10,09_317,0780 - methylkvercetin nebo jeho 

izomer; 7,92_349,0970 – chalkon mavidinu. B: 1,38_305,0706 - redukovaný (dihydro analog) 

kvercetinu, hydroxykaempferol nebo příslušný chalkon; 2,53_139,0457 – pravděpodobně fragment 

redukovaného kaempferolu; 1,94_123,0491 – hydroxybenzaldehyd (fragment 

dimethoxychromanonu); 4,81_123,0495 – hydroxybenzaldehyd (fragment redukovaného katechinu);  

9,78_123,0492 – hydroxybenzaldehyd (fragment neznámé látky). 

 

Stejné zpracování dat jaké bylo popsáno výše ĚPCA pro sledování segregace 

zplyňovaných vzorků PS-RGM a PS podle jejich složení a OPLS_DA pro popis významu 

jednotlivých markerůě bylo aplikováno na vzorky po 4 dnech zplyňovacího experimentu  

(2. fáze). NezvýznamnČjší markery PS-RGM nalezené v odpovídajícím S-plotu 

zkonstruovaném pro PS-RGM a PS po 4 dnech procesu jsou uvedeny v Tab.6. Šest 

markerů, tj. RT_m/z páry 1,38_305,0706, 1,39_139,0451, 1,94_123,0491, 2,53_139,0457, 

4,81_123,0495, 9,78_123,0492 jsou detailnČ diskutovány v následujícím textu.  
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Tab.6. Markery nalezeny v druhé fázi zplyňovacího procesu PS-RGM smČsi pomocí funkce 
S-plot (RT – retenční čas; p[1] and p[2] – souřadnice každého markery v Loadings plotu) 

RT [M+H]+ p[1] p[2] 

1,38 305,0706 -0,00549 -0,99961 

1,39 139,0451 -0,00555 -0,99957 

1,42 137,1133 -0,00556 -0,99709 

1,61 126,0429 -0,00565 -0,99995 

1,93 149,0644 -0,00600 -0,99986 

1,93 209,0878 -0,00583 -0,99932 

1,93 191,0780 -0,00571 -0,99974 

1,94 131,0546 -0,00567 -0,99988 

1,94 123,0491 -0,00543 -0,99998 

1,95 147,0508 -0,00537 -0,99987 

2,53 139,0457 -0,00530 -0,99944 

3,36 269,1803 -0,00555 -0,99999 

4,79 131,0548 -0,00550 -0,99832 

4,80 149,0654 -0,00578 -0,99861 

4,81 123,0495 -0,00522 -0,99955 

7,96 235,1139 -0,00556 -1,00000 

8,42 869,2348 -0,00455 -0,93116 

8,73 581,1668 -0,00539 -0,99962 

8,89 581,1655 -0,00575 -0,99953 

9,78 123,0492 -0,00527 -0,99995 

9,78 121,0705 -0,00435 -0,86174 

12,11 267,1458 -0,00534 -0,99999 

13,97 275,2081 -0,00461 -0,87416 

 

 

Na Obr. 31 je zobrazen rekonstruovaný chromatogram pro m/z 305,07 a 139,05 (A a B). 

Všechny tĜi píky pĜítomné v obou chromatogramech patĜí mezi významné markery PS-RGM 

ve 2. fázi experimentu. V kolizním spektru látky m/z 305,0706 byly pozorovány opakující se 

ztráty vody a oxidu uhelnatého, jež indikují polyfenolickou strukturu ĚObr. 31D). Dominantní 

fragmenty pĜi m/z 153,0221 a 151,0417 vznikají rozštČpením chalkonu kvercetinu a/nebo 

redukované (dihydro-) formy kvercetinu a/nebo redukované (dihydro-) formy 

hydroxylovaného kaempferolu. Fragment pĜi m/z 13ř,03ŘŘ může být vysvČtlen jako 0,3A+ 

RDA fragment z dihydrokvercetinu. Tento fragment je také významným markerem 2. fáze 
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zplyňovacího experimentu (RT_m/z pair 1,39_139,0451). Fragmenty s m/z 127,0404  

a 123,0482 odpovídají protonizované molekule floroglucinaldehydu (1,4A+ fragment 

dihydrokvercetinu) a protonizované molekule hydroxybenzaldehydu (0,2B+ RDA fragment 

redukovaného hydroxykaempferolu). Původ RDA fragmentů byl také potvrzen MRM 

experimenty. Na základČ získaných dat je možno látku s m/z 305,07 pĜiĜadit 

dihydrokvercetinu, dihydrohydroxykaempferolu nebo odpovídajícímu chalkonu ĚpĜípadnČ 

jejich nerozlišené smČsi).  

Marker s vyšší retencí v rekonstruovaném chromatogramu pro m/z 139,05 (Obr. 31B;  

tj. pár s RT_m/z 2,56_139,0457) odpovídá protonizované molekule dihydroxybenzaldehydu. 

Identitu tohoto markeru potvrzuje MS/MS experiment. V kolizním spektru jsou patrné dvČ 

ztráty CO a jedna ztráta vody (tj. fragmenty m/z 111,0443, 93,0384 a 65,0376). Tento marker 

má identický retenční profil s iontem s m/z 289,0774 (Obr. 31C), který není pĜímo uveden 

mezi markery z důvodu jeho nízké intenzity v MS spektru. S ohledem na pĜítomnost 

kaempferolu v 1. fázi experimentu lze navrhnout, že ion s m/z 289.0774 vzniká redukcí 

(hydrogenací) kaempferolu. Redukce flavonoidů z vinaĜského odpadu je tak jedním  

z důležitých procesů doprovázejícím anaerobní fermentaci s produkcí bioplynu, pĜi 

nejmenším na začátku anaerobní digesce, tj. v acidogenní fázi. KvalitativnČ jsou tyto 

výsledky ve shodČ s modelovou in-vitro studií katabolismu kvercetinu pomocí bakterií 

z lidských exkrementů [202]. 
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Obr. 31. Rekonstruovaný chromatogram pro m/z 305,07 (A), 139,05 (B), 289,07 (C) a MS/MS spektrum 

markeru s m/z 305,0706 (D, CER 10-40 eV). 

  

Poslední tĜi markery označené jako RT_m/z páry 1,94_123,0491, 4,81_123,0495  

a 9,78_123,0492 odpovídají hydroxybenzaldehydu (C7H7O2
+, dtm, -4,5, -4,9 a -4,6 mDa). 

Jejich kolizní spektra jsou pomČrnČ jednoduchá a vzájemnČ podobná. Můžeme pozorovat 

dominantní fragmenty odpovídající postupnČ ztrátČ vody (m/z 105,0339, dtm 0,1 mDa)  

a oxidu uhelnatého (m/z 77,0413, dtm -2,2 mDaě. Ve spektru jsou také pozorovatelné další 

minoritní ztráty. První je ztráta molekuly s 15,řř5ř Da z rodičovského iontu za tvorby 
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fragmentu m/z 107,0474. Tato ztráta může odpovídat odštČpení kyslíku z hydroxy skupiny 

(m/z 15,řř4řě nebo odštČpení methanu Ěm/z 16,0313). S ohledem na namČĜenou  

a vypočítanou neutrální ztrátu je zĜejmé, že tato ztráta odpovídá první možnosti a indikuje 

absenci methylové skupiny ve struktuĜe. Za druhé, odštČpení formaldehydu (m/z 30,0049, 

dtm 5,7 mDa) a COH· radikálu (m/z 29,0045, dtm 1,8 mDa) vedle ztráty CO potvrzuje 

pĜítomnost aldehydické skupiny v molekule. Další možností je pĜítomnost karboxy skupiny  

v molekule markeru (tj. kyselina benzoová). Tato možnost byla testována porovnáním 

analytických vlastností s autentickým standardem (pĜídavek k. benzoové k PS-RGM vzorku). 

Z důvodu odlišného retenčního času standardu a nalezených markerů a zejména absence 

CO2 v kolizním spektru markeru byla tato možnost zavrhnuta. Nalezené markery s m/z 

123.05 byly také porovnávány se standardem p-hydroxybenzaldehu. I v tomto pĜípadČ se RT 

standardu lišil od diskutovaných markerů. Tento fakt lze vysvČtlit tak, že uvedené markery 

jsou fragmenty vČtších molekul - látky s m/z 209,0870 a 293,1053, které mají stejný retenční 

čas jako markery s m/z 123 eluující v RT 1,94 a 4,81.  

ObČ látky byly podrobeny cíleným MS/MS experimentům. V MS/MS spektru látky s m/z 

293,1053 byl nalezen fragment s m/z 275,0Řřř odpovídající ztrátČ molekuly vody. Ve 

fragmentačním spektru byly také nalezeny typické RDA fragmenty flavan-3-olů, tj. m/z 

165,0529 (C9H9O3
+, dtm -2,3 mDa), 153,0572 (C8H9O3

+, 2,0 mDa) and 139,0382 (C7H7O3
+,  

-1,3 mDa). Tyto fragmenty pozorovali a také důkladnČ popsali autoĜi Li a Deinzer [203]. 

Rodičovská molekula obsahuje o dva atomy vodíku oproti katechinu, což indikuje jeho 

redukci. Tato interpretace je dále potvrzena pĜítomností fragmentu m/z 14ř,0614 

odpovídající 1,4B+ RDA fragmentu katechinu obsahující navíc dva atomy vodíku. Fragment 

m/z 123,0451 (odpovídající markeru 4,81_123,0495, dtm -4,4 mDa) vzniká katechin-

benzofuranovým štČpením Ěcatechin benzofuran forming fission) [203]. Detailní zobrazení 

fragmentačního procesu redukovaného katechinu je zobrazen na Obr. 32. Pozice redukce na 

katechinovém skeletu nebyla odhalena ze získaného fragmentačního spektra 

ĚpravdČpodobnČ se jedná o chromatograficky nerozdČlenou smČs izomerůě 
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Obr. 32. MS/MS spektrum látky s m/z 293,1010 (CER 10-30 eVě a navržené struktury fragmentů 

a) 1,4B+ RDA fragment redukovaného katechinu. 

 

Rodičovská molekula markeru 1,ř4_123,04ř1 Ětj. m/z 20ř,0Ř70ě může vznikat vlivem 

methanogenních bakterií v redukční atmosféĜe podobnČ jako látky popsané výše. PĜítomnost 

bČžných flavonů a flavonolů a v nČkterých pĜípadech jejich redukovaných či methylovaných 

forem ve vinaĜském odpadu byly popsány v textu výše. Flavonoidy [204] a jejich chlakony 

[205] mohou být transformovány na dihydroxychromony nebo deriváty kumarinu ztrátou B-

kruhu. Tento proces je také pozorován v PS-RGM smČsi. Molekula poskytující rodičovský ion 

s m/z 209,0870 byla identifikována jako dimethoxychromanon (dihydroxychromony vznikají 

enzymatickým rozkladem flavonoidů [204]) a tyto látky mohou být následnČ redukovány  

a methylovány methanogenními bakteriemi [202]. Dominantní fragmenty získané MS/MS 

experimentem jsou ionty m/z 149,0614, 131,0469 a 103,0529. Tyto signály mohou být 
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vysvČtleny jako postupné ztráty molekuly vody ĚpravdČpodobnČ díky aromatizaci 

heterocyklického kruhu; potvrzující pĜítomnost hydroxy skupinyě, ketenu ĚpĜítomnost methoxy 

skupiny) a oxidu uhlenatého (vyštípnutého z heterocyklického kruhu). PĜítomnost druhé 

methoxy skupiny potvrzuje slabý ale stále patrný signál fragmentu s m/z 134,0362 

vznikajícího ztrátou methylového radikálu z fragmentu s m/z 149,0614 (Obr. 33.). Původ 

markeru ř,7Ř_123,04ř2 nebyl objasnČn a je pĜedmČtem dalšího výzkumu. 

 

Obr. 33. MS/MS spektrum látky s m/z 209,0780 (CER 10-40 eVě a navržené struktury vznikajících 

fragmentů. 

 

ZmČny v obsahu markerů z druhé fáze fermentačního procesu jsou zobrazeny na Obr. 

30B. Z obrázku je patrné, že všechny tyto markery nejsou pĜítomny v reakční smČsi  

v počáteční fázi fermentace. Jejich obsah v kapalné fázi dosahuje maxima zhruba po 4-8 

dnech a poté jejich obsah klesá. Statisticky významný pokles identifikovaných redukovaných 

flavonoidů Ěmarkery s m/z 305,0706 a 139,0457) byl pozorován po 16 dnech gasifikačního 
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procesu. Markery s fragmentem m/z 123,05 se rozkládaly výraznČ rychleji a statisticky 

významný pokles byl patrný po 8 dnech. 

Studovaný proces zplyňování zahrnuje velké množství chemických a enzymatických 

procesů. Z tohoto důvodu je komplexní popis degradace polyfenolů obsažených ve vínČ 

velice komplikovaný. NicménČ naše experimenty indikují jeden obecnČjší významný proces, 

a to je vznik redukovaných forem flavonoidů v průbČhu fermentace [182]. NČkteré 

z redukovaných forem flavonoidních látek tČchto látek mají vyšší toxicitu než bČžné 

flavonoidy. NapĜíklad izomer dihydrokvercetinu, taxifolin, má akutní intraperitoneální toxicitu 

mČĜenou na myších LD50 (AITM-LD50) 985 mg.kg-1. U kvercetinu byla namČĜena hodnota 

3000 mg.kg-1. Malvidin Ěaglykon nelvýznamnČjšího anthokyaninu pĜítomného ve vínech  

a detekovaného v počáteční fázi fermentace PS-RGM) má hodnotu AITM-LD50 4110 mg.kg-

1 ĚmČĜený jako malvidin chloridě [206]. Ačkoli jde o velmi pĜedbČžné srovnání a vyslovení 

jednoznačného závČru o rozdílech v toxicitách bČžných polyfenolů a jejich redukovaných 

forem vyžaduje daleko zevrubnČjší výzkum, uvedená data akcentují potĜebu vhodné 

analytické kontroly Ěnestabilizovanéhoě digestátu i výzkumu jeho vlivu na životní prostĜedí 

v širších souvislostech. 

Výsledky získané touto studií byly publikovány v časopise Chemosphere [182], který je 

součástí pĜíloh této práce.  
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6. Závěr 
Výroba bioplynu je rychle se rozvíjející se odvČtví dovolující účinný a ekologický způsob 

zpracování odpadu a zároveň produkce relativnČ levné energie. V současné bioplynárenské 

praxi je analytická chemie používána hlavnČ pro kontrolu složení plynů a základních 

agrochemických parametrů v digestátu. Aby bylo možno rozšíĜit spektrum materiálů, které je 

možno zplyňovat, je tĜeba detailnČ znát složení vstupních surovin ĚvčetnČ jejich zmČn 

probíhajících pĜi skladování surovin pĜed zplyňovánímě i chemické zmČny probíhající 

v průbČhu samotné anaerobní fermentace v bioplynovém reaktoru. Tato práce se zabývá 

vývojem vhodných analytických metod pro sledování složení tČchto materiálů a následnČ 

jejich využitím pro studium zmČn v profilu vybraných látek s flavonoidní povahou za 

uvedených podmínek. 

V prvním kroku byly provedeny experimenty studující degradaci i kondenzační reakce na 

chemicky čistých standardech dvou anthokyaninových barviv. PĜi degradaci kyanidinu  

a malvidin-3-galaktosidu pĜi pH 7 a zvýšené teploty Ěř5°Cě po dobu 24 hodin docházelo ke 

vzniku kyseliny protokatechové (z kyanidinu) a kyseliny syringové (z malvidin-3-galaktosidu). 

Ani v jednom pĜípadČ nebyl ve vzorku detekován společný rozkladný produkt obou 

anthokyaninů floroglucinaldehyd. Z toho důvodu byly provedeny rozkladné experimenty se 

standardem floroglucinaldehydu. PĜi rozkladných experimentech čistého standardu byly  

v roztoku nalezeny neznámé látky s m/z 243,0324, 271,0255 a 271,0276. Na základČ 

porovnání analytických dat s laboratornČ nezávisle pĜipraveným standardem anthrachrysenu 

(1,3,5,7 – tetrahydroxyanthrachinon) a porovnání s již publikovanými výsledky v odborných 

časopisech byly látky s m/z 271,02 identifikovány jako tetrahydroxyanthrachinony (1,3,5,7-

tetrahydroxyanthrachinon, 1,4,5,8-tetrahydroxyanthrachinon a/nebo 2,3,6,7-tetrahydroxy-

anthrachinon). Tyto látky by tedy potenciálnČ mohly vznikat i pĜi zpracování potravin 

bohatých na sledované anthokyaniny a ovlivňovat tak jejich organoleptické vlastnosti  

i působení na lidský organismus.  

Další studie byla zamČĜena na vývoj nano-LC metody pro analýzu můstkových barviv 

vznikajících reakcí (+)-katechinu a malvidin-3-glukosidu v prostĜedí acetaldehydu. Byla 

provedena syntéza dvou diasteromerů Ě+ě-katechin-ethyl-malvidin-3-glukosidu  

a prostudováno jejich retenční chování na laboratornČ pĜipravených kapilárních kolonách 

s různými stacionárními fázemi ĚplnČ porezní Chromosphere C1Ř, povrchovČ porézní 

Kinetex C18 a monolitická stacionární fáze Chromolith C18). Nejlepší výsledky poskytuje 

fáze Chromosphere C18, která byla rovnČž testována z hlediska možného použití pro 

kontrolu obsahu kondenzovaných barviv ve vinaĜském odpadu. Nano-LC technika byla 

porovnána s metodou optimalizovanou pro konvenční kapalinovou chromatografii.  
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Pro studium anaerobní fermentace vinaĜského odpadu byl navržen a použit jednoduchý 

diskontinuální mikroreaktor. Proces průbČhu anaerobní fermentace byl kontrolován pomocí 

headspace analýzy vnitĜní atmosféry reaktoru Ěmethan, oxid uhličitý, dusík a kyslík) 

plynovým chromatografem s hmotnostní detekcí. Analýzy pomohly definovat jednotlivé fáze 

zplyňovacího procesu Ěacidogenní fáze a nestabilizovaná methanogenezeě v diskontinuálním 

režimu. Kapalný podíl fermentační smČsi Ědigestátě byl analyzován spojením vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie s vysokorozlišující tandemovou hmotnostní spektrometrií. 

Získaná data byla dále zpracována analýzou hlavních komponent a ortogonální projekcí do 

latentních struktur. Tyto postupy hodnocení dat dovolily nalézt látky Ěmarkeryě výraznČ 

odlišující smČs s pĜídavkem vinaĜského odpadu od bČžnČ používané smČsi Ěprasečí kejda). 

Osm nejvýznamnČjších markerů lze na základČ získaných analytických dat zaĜadit do 

skupiny polyfenolů. LC/MS analýzy vzorků z acidogenní fáze a z nestabilizované 

methanogeneze indikují vznik redukovaných forem nČkterých flavonoidů v počátečních 

fázích bioplynového procesu a jejich rozklad ve fázích následujících. Jde o látky 

hydroxykaempferol, hydroxybenzoylkatechin, methylkvercetin, malvidin-3-glukosid, chalkon 

malvidinu a redukovaný katechin. Vyšší toxicita nČkterých dihydro-flavonoidů ĚnapĜ. taxifolině 

může Ěvzhledem k rozdílům v hodnotách LD50ě pĜedstavovat vyšší zátČž pro životní 

prostĜedí než bČžné flavonoidy vyskytující se ve vínČ Ěmalvidin, kvercetin, atd.), pokud je jako 

hnojivo použit nestabilizovaný digestát. Tato velmi pĜedbČžná hypotéza však vyžaduje 

podrobnČjší výzkum. Výsledky ale poukazují na potĜebu zevrubné analytické kontroly složení 

digestátu pĜed jeho dalším použitím. 

 

Výsledky získané v souvislosti s touto disertační prací byly publikovány ve tĜech 

impaktovaných a jednom recenzovaném časopise a byly prezentovány na ĜadČ 

mezinárodních a domácích sympozií, jak je uvedeno na stranách 106-143. 
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Seznam symbolů a zkratek 
 separační faktor, faktor selektivity 
µ-GC mikro-plynová chromatografie 
AcA kyselina octová 
ACN acetonitrile 
AES atomová emisní spektrometrie  
AITM-LD50 akutní intraperitoneální toxicita 
BPS bioplynová stanice 
Cat Katechin 
CD vodivostní detektor 
CeM3G (+)-katechin-ethyl-malvidin-3-glukosid 
CER rampa kolizní energie 
COD chemická spotĜeba kyslíku 
CVHAFS atomová fluorescenční spektrometrie s generováním tČkavých látek 
Cy kyanidin 
CZBA Česká bioplynová asociace  
DAD detektor diodového pole 
DO dynamická olfaktometrie  
dtm odchylka mČĜené od teoretické hodnoty m/z 
ELCD elektrolyticky-vodivostní detektor 
ESI ionizace elektrosprejem 
FA kyselina mravenčí 
FA-AAS atomová absorpční spektrometrie s plamenovým atomizátorem 
FID plamenovČ ionizační detektor 
FPD plamenovČ fotometrický detektor 
GC plynová chromatografie 
HETP výškový ekvivalent teoretického patra 
HGAAS atomová absorpční spektrometrie s generováním tČkavých hydridů  
HMBC heteronuclear multiple-bond correlation  
HMQC heteronuclear multiple-quantum correlation 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
ICP-AES atomová emisní spektrometrie s indukčnČ vázaným plazmatem  
ICP-MS hmotnostní spektrometrii s indukčnČ vázaným plazmatem 
IT iontová past 
MBR membránový biologický reaktor 
MESI membránová extrakce s pevnou fází  
MetBac roztok methanogeních bakterií  
MF mobilní fáze 
MRM multireaction monitoring 
MS hmotnostní spektrometrie 
MSC multi-injekční chromatografie 
Mv malvidin-3-galaktosid 
Mv-3-Glu malvidin-3-glukosid 
Na2EDTA ethylendiamintetraacetát sodný 
nano-LC nanokapalinová chromatografie 
NMR nukleární magnetická rezonance 
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OPLS-DA ortogonální projekce do latentních struktur 
OTC organocíničité sloučeniny  
PA kyselina protokatechová 
PCA analýzy hlavních komponent  
PEEK Polyetheretherketon 
PET-NY-AL-CPE polyethylen-tereftalát-nylon-aluminium 
PFPD fotometrický detektor s pulzním plamenem 
PGA Floroglucinaldehyd 
PID fotoionizační detektor 
PS vepĜová kejda  
PTFE Polytetrafluorethylen 
PVF polyvinyl fluorid 
RDA retro-Diels-Alderovské štČpení 
RFA rentgenová fluorescenční analýza  
RGM výlisky z červených hroznů  
ROESY rotating frame nuclear overhauser effect spectroscopy 
RT retenční čas 
SA kyselina syringová 
SCFA tČkavé mastné kyseliny  
SD smČrodatná odchylka 
SDB-L  styren-divinyl benzen kopolymer 
SF stacionární fáze 
SIM monitorování jedné hmoty pĜi hmotnostnČ spektrometrickém mČĜení 
SPE extrakce tuhou fází 
SPME mikroextrakce tuhou fází 
STD standard 
TCD tepelnČ-vodivostní detektor 
TD teplotní desorpce  
TFA kyselina trifluoroctová 
TGM roztok thioglykolátového média  
TSD termo-ionizační selektivní detektor 
UPLC ultraúčinná kapalinová chromatografie 
VMS semitČkavé methysiloxany  
VOC tČkavé organické látky  
VSC tČkavé sirné látky  
w50% šíĜka píku v polovinČ výšky 
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Přílohy 

PĜíloha 1: 1H spektrum syntetizovaného standardu anthrachrysenu  
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PĜíloha 2: 13C spektrum syntetizovaného standardu anthrachrysenu  
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PĜíloha 3: HSCQ spektrum syntetizovaného standardu anthrachrysenu  
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PĜíloha 4: HMBC spektrum syntetizovaného standardu anthrachrysenu  
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PĜíloha 5. 1H, 13C a 2D korelace pro vybrané atomy látky C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pozice δ1 H δ13 C HMBC HMQC 

Anthokyanidinová 

část 

    2C x 160.9 H-2 ,́6 B́ x 

4C 8.76 134.3 

 

H-4C 

6A 6.82 115.0 

 

H-6A 

8A x 112.1 CH3, H-6A x 

2 ,́6 B́ 7.86 110.1 

 

H-2 ,́6 B́ 

3 ,́5 B́ x 148.2 OMe; H-2 ,́6 B́ x 

4 B́ x 143.7 H-2 ,́6 B́ x 

OMe 3.98 56.8 

 

OCH3 

Flavonolová část 

    8D x 108.2 CH3 x 

Cukerná část 

    Gl-1 5.29 103.0 

 

H-Gl-1 

Propylový můstek 

    CH 5.31 26.2 CH3 

 CH3 1.76 19.2 x CH3 
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PĜíloha 6. NejdůležitČjší korelace nalezené v HMBC pro látku C. 
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PĜíloha 7. 1H, 13C and 2D korelace vybraných atomů pro látku D. 

 

 

 

 

 

 

Pozice δ1 H δ13 C HMBC HMQC ROESY 

Anthokyanidinová část 
    

 

2C x 162.2 H-4C; H-2 ,́6 B́ x - 

3C x 145.6 H-4C x - 

4C 8.82 134.5 
 

H-4C 
H-H (Gl1); H (Gl2); 

H (Gl3) 

5A x 155.8 H-4C, H-6A x - 

6A 6.76 115.8 
 

H-6A - 

8A x 112.1 CH; CH3, H-6A x - 

8aA x 153.1 H-4C x - 

1 B́ x 120.3 H-2 ,́6 B́ x - 

2 ,́6 B́ 7.89 109.2 
 

H-2 ,́6 B́ 
H-H (CH); H (CH3); 

 H (OMe) 

OMe 3.97 57.1 
 

OCH3 H-H (CH); H (2',6'B) 

Flavonolová část 
    

 

1 É x 130.9 H-6 É x - 

4aD x 101.9 H-4αF; H-4βF x - 

4αF 2.43 29.5 
 

H-4F - 

4βF 2.92 29.5 
 

H-4F - 

6 É 6.29 116.5 
 

H-6 É - 

8D x 107.7 CH3 x - 

Cukerná část 
    

 

Gl-1 5.39 102.7 H-3C H-Gl-1 H-H (4C) 

Propylová část 
    

- 

CH 5.48 26.0 CH3 CH H-H (2',6'B) 

CH3 1.77 19.1 X CH3 
H-H (2',6'B); H 

(OMe) 
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PĜíloha 8. NejdůležitČjší korelace nalezené v HMBC pro látku D. 
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PĜíloha 9. NejdůležitČjší korelace nalezené pĜi ROESY experimentech pro látku D.  
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PĜíloha 10. Rozlišení ĚRě kritických párů získaných pĜi separaci reakční smČsi pĜi různém 

obsahu TFA v mobilní fázi (koncentrace TFA: (a) – 0,05 %; (b) – 0,1 %; (c) – 0,2 %; (d) – 0,4 

% (v/v; kolona Chromosphere C18, MF 79:21 H2O:ACN. (A) (+)-katechin; (B) malvidin-3-

glukosid; (C) a (D) CeM3G diastereomery. 

 

  

 
A-B B-C C-D 

  R   SD R   SD R   SD 

a. 1,930 ± 0,007 3,489 ± 0,095 2,723 ± 0,063 

b. 2,050 ± 0,008 2,885 ± 0,079 2,266 ± 0,052 

c. 1,948 ± 0,007 2,561 ± 0,070 2,185 ± 0,050 

d. 2,034 ± 0,008 2,597 ± 0,071 2,063 ± 0,047 
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University, Šlechtitelů  27, 78371 Olomouc, Czech Republic

a  r t i  c  l e  i  n f o

Article history:

Received 4 June 2015

Received in revised form

11 September 2015

Accepted 21 September 2015

Available online 26 September 2015

Keywords:

Nano-liquid chromatography

Capillary column

High-performance liquid chromatography

Anthocyanins

Bridged dyes

a b  s  t  r a  c t

Nano-liquid chromatography  and  conventional  HPLC were  used for  the  separation  of diastereomers  of

(+)-catechin-ethyl-malvidin-3-glucoside.  Those  bridged  anthocyanin  dyes  were  obtained  by  reaction

of (+)-catechin  with  malvidin-3-glucoside in the  presence  of acetaldehyde.  Both diastereomers  were

isolated with  semipreparative  chromatography  and their  structures  were confirmed by  nuclear mag-

netic resonance  and mass  spectrometry.  In-laboratory  prepared  capillary columns  packed with  fully

porous particles  Chromosphere  C18,  dp  =  3 �m,  core–shell  particles  Kinetex  C18,  dp  =  2.6  �m (100  �m i.d.)

and  monolithic  column Chromolith  CapRod  (100  �m  i.d.) were  used for the separation  of (+)-catechin,

malvidin-3-glucoside  and both  diastereomers. Chromosphere  C18  stationary  phase provided the  best

chromatographic performance.  Mobile  phase containing  water:acetonitrile  (80:20)  acidified  with  tri-

fluoroacetic  acid  (0.1%,  v/v/v)  was used in  an isocratic elution mode  with  a flow  rate  of 360  nL  min−1.

Separation of studied  compounds  was  achieved  in less than 7 min  under  optimized conditions.  The

nano-liquid  chromatographic method and  a conventional  HPLC one using  the  same  fully porous particles

(Chromosphere  C18,  3 �m, 100  mm  ×  4.6 mm) were  compared  providing higher separation  efficiency

with  the first analytical  method and similar selectivity.  A better  peak  symmetry  and  higher  resolution

of the  studied  diastereomers  was  achieved  by  conventional chromatography.  Nevertheless,  nano-liquid

chromatography  appeared  to be useful for  the  separation  of complex  anthocyanin  dyes  and can  be  uti-

lized  for their  analysis  in plant  and  food micro-samples. The developed  method was used for  analysis  of

red  wine  grape  pomace.

© 2015 Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

Anthocyanins are water soluble natural dyes having a  number

of protection and regulatory functions in  plant world. These com-

pounds are found in relatively high concentrations in  fruits (e.g.

red grapes and various berries) as well as in foods produced from

plants. Anthocyanins have many beneficial effects on human health

[1,2]. Native anthocyanins show relatively low chemical stability

influenced by many factors such as pH, temperature, their concen-

tration in solution, presence of oxygen or enzymes, irradiation, etc.

∗ Corresponding author.

E-mail address: petr.bednar@upol.cz (P. Bednář).

[3,4]. Anthocyanins can be  stabilized by reaction with certain small

molecules including aldehydes, ketones and organic acids result-

ing  in more complex dyes (e.g. pyranoanthocyanins, compounds

consisting of several covalently connected flavonoid units, etc.).

Study of different spatial distribution of anthocyanins and related

complex dyes in plant tissue and related plant food represents a

challenging analytical task allowing elucidation of many functional

processes in living plant as well as during storage of a food (effect

of mechanical damage of tissue, microbial attack and many oth-

ers). The most common methods for such purposes are based on

direct surface scanning (imaging) by means of scanning microscopy

methods and matrix assisted laser desorption ionization mass spec-

trometry [5,6]. On  the other hand, since the plant and food material

represents a  complex mixture of chemically various compounds,

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2015.09.074

0021-9673/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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chromatographic analysis of a  scission of small part of tissue after

extraction would be unavoidable in many cases.

The most common approach for the separation of anthocyanins

combines HPLC coupled to  photodiode-array (PDA) detection,

where selective detection of anthocyanins is  possible since they

absorb in the visible range around 500–550 nm [7,8].  The hyphen-

ation of HPLC with mass spectrometry (MS) or tandem mass

spectrometry (MS/MS) provides increased sensitivity and struc-

tural elucidation capabilities [9,10].

Miniaturization represents one of the main trends in  modern

analytical chemistry. Recently, great attention has been paid to

the development of miniaturized versions of LC, like capillary-

/nano-LC, that have  become an important area of research, resulting

attractive especially for industries, due to their reliability and

reproducibility. The use of these methodologies provides numer-

ous benefits, such as higher separation efficiency and resolution,

lower sample and solvent consumption and in  particular higher

analysis speed, making these techniques environmentally friendly

and cost-effective [11–13].  Capillary columns can be laboratory

made by using small amounts of stationary phase making possi-

ble the use of expensive (e.g. chiral packing sorbents) and/or novel

materials [11,14].  Furthermore, the small internal diameter of the

columns leads to  a decrease of sample dilution eluted from the col-

umn resulting in  a signal to noise improvement [15].  Considering

the low flow rate of miniaturized systems, they are particularly

compatible with low flow ionization techniques like  nanospray

interfaces for efficient coupling with mass spectrometry [16]. A

critical aspect related to nano-LC can be  the low sample loading

due to the small dimension of the capillary column which leads to

loss of detection sensitivity. In order to increase the detection limit

and to obtain benefit from the smaller dilution factors, different

large-volume injection methods called on-column focusing proce-

dures have been investigated [17].  Among them, the selection of

the appropriate composition of the sample solvent in which a  large

sample volume dissolved in  a solvent with a lower elution strength

than the one present in  the mobile phase is  introduced in  the col-

umn  without compromising the chromatographic performance of

the system [11,18] or  a  mobile phase composition programming

[19]. Another approach is  to use a  trapping column technique, in

which a pre concentration procedure as well as a  clean up step of

real samples can be performed [20].  NanoLC has a  great applicabil-

ity in proteomic [21,22].  As an example of successful application in

plant research, a  nanoLC-ESI-MS/MS analysis of proteins in excised

spots from gel after two-dimensional electrophoretic purification

and digestion of Arabidopsis thaliana leaves (i.e. analysis of small

pieces of material) has been published [23].

The aim of  the present work was to  optimize a  nano-liquid

chromatographic method for the separation of catechin, malvidin-

3-glucoside and pigments formed by their mutual condensation

in the presence of acetaldehyde (following reaction described

elsewhere [24])  and to  compare it with a  conventional chromato-

graphic method. Pigments produced by linkage of anthocyanins

with flavanols appear in significant content in  different foods such

as red wine vinegard [25] and red wine [26–28].  This study repre-

sents one of the initial steps in  development of a comprehensive

analytical platform for targeted monitoring of condensation of

anthocyanins in  micro-samples of plant material and related food.

2. Experimental

2.1. Chemicals

All used chemicals were of analytical reagent grade. Acetoni-

trile (ACN) and methanol (MeOH) were purchased from Carlo Erba

(Milan, Italy) and VWR  International (Radnor, PA, USA), acetalde-

hyde was from Merck Schuchardt (Hohenbrunn, Germany), glacial

acetic acid (99.8% pure), formic acid (99% pure) and trifluoracetic

acid (99% pure) were from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,  USA) and

Carlo Erba (Milan, Italy). Double distilled water was  provided by

Milli-Q water purification system (Millipore, Waters Milford, USA).

Standards of (+)-catechin (Cat) and malvidin-3-glucoside (Mv3Glu)

were obtained from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,  USA).

2.2. Preparation of reaction mixture, chromatographic

purification of reaction products and preparation of sample of red

wine grape pomace extract

Reaction mixture was prepared by mixing of  (+)-catechin

and malvidin-3-glucoside (both 1 mmol) in 4 mL  of  water. Then

0.86 �L  of formic acid, 2.24 �L of acetaldehyde and 1 mL  of

methanol were added and the reaction mixture was  immediately

well mixed. Reaction process and the yield of the product was

controlled by chromatographic analysis using HPLC/DAD/ESI-MS

system (see  Section 2.3). The highest concentration of  products

were found after 8 days of reaction. Purification of reaction products

was performed using HPLC system Smartline (Knauer, Germany)

equipped with semi-preparative core–shell column Ascentis C18

(250 mm  ×  10 mm;  5 �m;  shell layer 0.5 �m,  Supelco, USA). Injec-

tion volume 1 mL  was used for those experiments.

Red wine grape pomace was  kindly provided by Department of

Post-Harvest Technology of Horticultural Products, Faculty of Hor-

ticulture in Lednice, Mendel University in  Brno. The crude material

was lyophilized and stored in freezing box. 250 mg  of  lyophilized

material was  extracted using 1 mL  of 0.1% formic acid in  methanol

for 10 min  in ultrasonic bath at laboratory temperature. Then the

formed mixture was centrifuged (1400 rpm for 5 min). 0.5 mL of the

supernantant was  separated and 8 times diluted with mobile phase

(0.1% TFA in mixture 80:20 water:acetonitrile, v/v/v). This sample

was spiked by mixture of studied compounds (final concentration

of added analytes was  roughly 10 mg  L−1).

2.3. Instrumentation

Nano-LC experiments were carried out using a  laboratory

made apparatus composed by SpectraSYSTEM P2000 conventional

HPLC pump, a  Spectra System UV1000 detector, all purchased

from Thermo Separation Products (San Jose, CA, USA). A modi-

fied injector valve (Enantiosep GmbH, Münster, Germany) with

a 50 �L loop and a  nano-injector (100 nL) (VICI Valco, Hous-

ton, TX, USA) were used as reservoir for the mobile phase and

for the introduction of the samples into the column, respec-

tively. Mobile phase reservoir and nano-injector were connected

each other via another T-piece using a  fused silica capillary

(50 �m × 11 cm). A split flow system was  assembled to  reduce

the flow from �L/min to nL/min range. The pump was  connected

to  a  stainless steel tee (VICI Valco, Houston, TX, USA) using a

polyetheretheretherketone (PEEK) tube (50 cm × 130 �m). The sec-

ond entry of the T  was  coupled to the injection valve via a  stainless

steel tube of 7 cm ×  500 �m i.d. and joined to  the waste through

a  50 cm ×  50 �m i.d. fused silica capillary. The capillary chro-

matographic column was  directly connected to  the nano-injector.

The separation of samples was  performed in  laboratory-made

capillary columns (100 �m i.d., 375 o.d.) packed with station-

ary phases in  our  laboratory (packing procedure is described

below) and on Chromolith CapRod column FR (150 mm  ×  100 �m

i.d.) purchased from Merck (Merck, Darmstadt, Germany). Data

were recorded using ChromQuest software (Thermo Fischer Sci-

entific, Waltham, USA). The wavelength for UV detection was

205 nm.

Conventional high performance chromatography experiments

were done using an HPLC Smartline (Knauer, Germany) equipped

with columns Chromsphere C18 (100 × 4.6 mm,  3 �m,  Agilent
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Technologies, Santa Clara, CA, USA) and Kinetex 2.6  �m C18 100A

(100 × 2.1 mm,  dp = 2.6 �m  (porous layer 0.5  �m),  Phenomenex,

USA). Sample volume of 5 �L was injected at optimal condi-

tions while 88 �L  in “scaled up” experiments. For the control of

the reaction mixture composition during the bridged dyes syn-

thesis and their purity the HPLC instrument was  hyphenated

with high resolution tandem mass spectrometer Q-TOF Premier

(Waters, Milford, USA) equipped with electrospray ion source

(Z-spray).

2.4. Capillary column preparation

Fused silica capillary columns 100 �m i.d., 375 o.d. (Composite

Metal Services, Hallow, UK) were packed using an LC pump (Perkin-

Elmer series 10 LC pump, Paolo Alto, CA, USA) with Chromosphere

C18 stationary phase, 3 �m particle size (Varian, Palo Alto, CA, USA)

and Kinetex® C18 stationary phase, 2.6 �m particle size  (Pheno-

menex, Torrance, CA, USA). The packing procedure was  similar to

that reported in previous work [29].  Briefly, one end of the capillary

was connected with a  mechanical frit and the second end to an HPLC

pre-column serving as reservoir for the slurry. The stationary phase

suspended in methanol was pumped into the capillary. The column

was then flushed to remove the packing solvent. The inlet and outlet

frits were prepared by  sintering the stationary phase particles for

6 s at 700 ◦C with an electrically heated wire. The detection window

was prepared by removing of 0.5 cm of the polyimide layer with a

razor.

The packing procedure with Kinetex core shell particles is a lit-

tle bit different. The fused silica capillary with attached temporary

mechanical frit on its outlet end was packed for about 10 cm with

LiChrospher 100 RP-C18 of 5 �m particle size suspended in ace-

tone. The column was then washed with water and the first frit

was prepared by sintering the reverse phase particles for 6 s at

700 ◦C while water was flushing. After removing the temporary

frit, the capillary was washed with acetone in  both directions to

eliminate the excess material. Afterwards, the capillary was packed

for 25 cm with the core–shell stationary phase suspended in ace-

tone and then for other 5 cm with LiChrospher 100 RP-C18 5 �m.

The outlet frit was prepared in  the same manner of the inlet one

and the free packing material finally eliminated. The LiChrospher

particles length into the capillary was only a  few millimeters, cor-

responding to the two frits. All  the capillary columns were packed

for 25.0 cm,  the effective and total lengths were 27.0 and 32.0 cm,

respectively.

In this study, the chromatographic performance of each col-

umn  was tested analysing a model mixture containing five

aromatic hydrocarbons including benzene, toluene, ethylbenzene,

n-propylbenzene and n-butylbenzene in  isocratic mode using a

mobile phase composed by  water/ACN. The column to column

reproducibility was also evaluated performing the analysis of the

five aromatic hydrocarbons obtaining satisfactory results with RSD

values of retention time and peak area in the range of 2.55–4.68%

and 3.24–5.36%.

2.5. NMR  experiments

1D and 2D NMR  spectra were recorded on a  JEOL ECA-500

spectrometer operating at frequencies of 500.16 MHz  (1H) and

125.76 MHz  (13C). The following parameters were used for the

2D experiments: HMQC (J-constant =  140 Hz); HMBC (J-constant

max  = 163 Hz, J-constant min  =  128 Hz, long range J  =  8 Hz); and

ROESY (mixing time =  0.25 ms). For all of the experiments, a  relax-

ation time of 1.5 s was used. Samples were dissolved in mixture

of deuterated methanol (CD3OD) and trifluoroacetic acid (TFA) in

ratio 98:2, respectively.

Fig. 1. Structure of diastereomers C and D (with numbering).

3. Results and discussion

3.1. Identification of bridged dyes by NMR

The reaction between malvidin-3-glucoside, catechin and

acetaldehyde and structure of arising products has already been

described [30].  This helped to  control the synthesis in our  experi-

ments. In spite of limited amount of obtained fractions and a  lower

purity of compound isolated from fraction 1 (compound C), the

interpretation of NMR  spectra of both isolated bridged dyes and

their comparison with literature data [30] confirm the structure

given in  Fig. 1 and the fact that both the synthesized compounds

(C  and D) are diastereomers of (+)-catechin-ethyl-malvidin-3-

glucoside (CeM3G). Important shifts and 2D correlations are shown

in Supplements 1–5.

3.2. Nano-liquid chromatography

Fully porous sorbents represent standard stationary phases in

present high performance liquid chromatography and their minia-

turized counterparts. The first experiments were carried out using

a 250 mm  long silica capillary column packed with 3 �m particles

of Chromosphere C18 phase, investigating in  details the effect of

mobile phase composition on the retention and selectivity. Mobile

phases composed by water/ACN at different ratios, all containing

0.1% TFA were evaluated under isocratic conditions. The possibility

to separate all the compounds in isocratic mode allowed not  losing

time for the conditioning of the columns.

As shown in Fig. 2,  by increasing the water content in the

mobile phase, a  general improvement of the resolution mixture was

achieved. A mobile phase containing water:ACN (80:20) acidified

with trifluoroacetic acid (TFA, 0.1%, v/v/v) allowed the separation of

reactants (A, B) as well as the diastereomeric pair of bridged dyes (C,

D).  Addition of TFA to mobile phase improves efficiency of antho-

cyanins separation (pH <2) [31]. For consecutive analysis a  mobile

phase containing H2O:ACN (79:21) acidified with 0.1% (v/v/v) of

TFA was  used to  reach a  shorter run time (12.5 min) preserving the

sufficient resolution of all the studied compounds.
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Fig. 2. Separation of reaction mixture with various ratios of water: ACN (capillary column (100 �m id) packed with Chromosphere C18 for 25 cm; mobile phases water:ACN:

(a)  – 50:50; (b) – 60:40; (c) – 70:30; (d) – 80:20), all  acidified with 0.1% TFA (v/v/v); (A) (+)-catechin; (B) malvidin-3-glucoside; (C) and (D)  CeM3G diastereomers. Inset: plot

of  resolution of critical pairs achieved for different compositions of mobile phase.

The  influence of TFA concentration was also investigated (see

Fig. 3). The fastest separation was achieved in  less than 13 min

with 0.4% TFA. This fact can be explained by a  shift of the flavylium

cation–carbinol pseudobase/quinoidal base equillibrium towards

the charged flavylium form resulting in a  higher polarity of ana-

lytes. Instead, ion pairing mechanism, which is expectable in

such concentrations of TFA, does not increase the retention sig-

nificantly. Note that the mobile phase containing the highest

studied concentration of TFA could cause some changes in  col-

umn  chromatographic performace due to  hydrolysis. Thus only

few experiments with 0.4% TFA were performed and no changes

in  retention and separation were observed. The concentration 0.1%

TFA was selected for further experiments as a  compromise provid-

ing sufficient resolution of all components of the reaction mixture

including small impurities and still acceptable analyte and station-

ary phase stability.

Mobile phases containing other acids with pH >2 were exam-

ined as well, i.e. addition of formic acid (0.4%, abbrev. FA) and acetic

acid (0.4%, abbrev. AcA). However, the separations with formic

and acetic acid were longer (run times 16 and 37  min, respec-

tively) compared to separation with the addition of TFA in any

of the studied concentrations. Shapes and widths of chromato-

graphic peaks were also better when TFA was  used. For  CeM3G

diasteromer C, peak width at half height (w50%) 0.22 min and height

equivalent of theoretical plate (HETP) 9 �m was found compared to

w50% 0.64 min  and 129 �m for 0.4% formic acid and w50% 2.24 min

and 218 �m for acetic acid, respectively. Similarly for CeM3G dias-

teromer D, w50% 0.26 min  and HETP 8 �m was found compared to

Fig. 3. Nano-LC chromatograms of reaction mixture with different amounts of trifluoracetic acid (concentration of TFA: (a) – 0.05%; (b)  – 0.1%; (c) – 0.2%; (d) – 0.4% (v/v)

on  totally porous column Chromosphere C18, mobile phase 79:21 =  H2O:ACN). (A) (+)-Catechin; (B) malvidin-3-glucoside; (C) and (D)  CeM3G diastereomers. Inset: plot  of

resolution of critical pairs achieved for different concentrations of TFA in mobile phase (for exact values of resolution of critical pairs with standard deviations of measurement

see  Supplement 6).
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Fig. 4. Nano-LC chromatographic separation of reaction mixture using two  different stationary phases: (a) – fully porous Chromosphere C18; (b) – core–shell Kinetex C18;

Mobile phase 79:21 = H2O:ACN acidified with 0.1% TFA (v/v/v). (A) (+)-Catechin; (B) malvidin-3-glucoside; (C)  and (D) CeM3G diastereomers.

w50% 0.80 min  and 133 �m for 0.4% formic acid and w50% 1.53 min

and 81 �m for acetic acid, respectively. Experiments demonstrated

that both acids were not suitable for the analysis of the studied

compounds.

Core–shell stationary phases are very popular nowadays

providing fast and efficient separations. Besides the improved

chromatographic performance, it is possible to perform the anal-

ysis with low pressures, operating with conventional pumps

[32].  Therefore commercially available core–shell sorbent Kine-

tex C18 was compared with the fully porous Chromosphere C18

in nano-LC system. The experiments were carried out using a

mobile phase 0.1% TFA in 79:21 water:ACN. The porous shell

stationary phase showed significantly lower efficiency, com-

pared to the fully porous one with a  similar particle size, as

shown in Fig. 4.  The efficiency observed using Chromosphere

C18 exceeded 9500 theoretical plates when compared to Kine-

tex C18 with 2000 plates (i.e. 9667 (Cat), 5117 (Mv-3-Glu),

8060 (CeM3G diasteromer, C)  and 7849 (CeM3G diasteromer,

D) for Chromosphere C18 and 2342 (Cat), 1848 (Mv-3-Glu),

1893 (CeM3G diasteromer, C) and 2224 (CeM3G diasteromer, D)

for Kinetex C18, respectively) using the same capillary column

dimensions.

A  less separation achieved with Kinetex C18 nano-column can

be due to a  partial column overloading. This is indicated by a  lower

retention factors, 0.17 (Cat), 0.40 (Mv-3-Glu), 0.91 (CeM3G dias-

teromer, C) and 1.28 (CeM3G diasteromer, D) for core–shell par-

ticles compared to 0.19 (Cat), 0.50 (Mv-3-Glu), 1.02 (CeM3G dias-

teromer, C) and 1.49 (CeM3G diasteromer, D) for fully porous par-

ticles, respectively. The lower efficiency of core shell nano-column

could be affected in part also by a  different (somewhat more com-

plicated) preparation of core–shell nano-columns (see Section 2).

Due to the greater performance, Chromosphere C18 stationary

phase was selected for further experiments. In order to investigate

the potential of the Chromosphere C18 stationary phase in terms

of separation efficiency and analysis time a  column packed for a

shorter length was  prepared. Fig. 5 shows the separation of the

studied compounds using the shorter column (150 mm  × 100 �m).

Separation of all components of the reaction mixture including

impurities was  achieved with a  mixture 80:20 = H2O:ACN con-

taining 0.1% TFA in  less than 6 min  (flow rate 360 nL min−1). The

separation efficiency exceeded 9500 theoretical plates. HETP was

decreased from 26 �m (Cat), 49 �m (Mv-3-Glu), 31 �m (CeM3G

diastereomer, C) and 32 �m (CeM3G diastereomer, D) calculated

for Chromosphere C18 25 cm long nano-column to  7  �m (Cat),

Fig. 5. Comparison of two columns packed for a different length on the  mixture resolution. (a) – 25.0 cm packed length; (b)  – 15.0 cm  packed length, mobile phase

80:20 = H2O:ACN acidified with 0.1% TFA (v/v/v). (A) (+)-Catechin; (B) malvidin-3-glucoside; (C) and (D) CeM3G diastereomers.
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Table  1

Main parameters of separation of reaction mixture with nanoLC and HPLC system.

t′

R
(min) w50% (min) HETP (�m)  k � SD As R  SD

nanoLC: Chromosphere C18, 150 mm × 100 �m,  3 �m,  flow rate 360 nL min−1 , injection 100  nL

(+)-Catechin 0.73 0.08 7 0.61 – – 2.33 – –

Malvidin-3-glucoside 1.60 0.17 15  1.34 1.94 ±0.049 1.11 1.73 ±0.021

CeM3G diastereomer C  3.37 0.19 7 2.83 1.84 ±0.019 1.78 2.73 ±0.218

CeM3G diastereomer D  4.70 0.25 7 3.94 1.39 ±0.003 2.13 2.01 ±0.244

nanoLC: Chromolith CapRod, 150 mm ×  100 �m, 3 �m, flow  rate 360 nL min−1 , injection 30 nL

(+)-Catechin 0.59 0.34 34  0.19 – – 1.05 – –

Malvidin-3-glucoside 0.59 0.34 34 0.19 1.00 ±0.000 1.05 0.00 ±0.000

CeM3G diastereomer C 1.26 0.32 22  0.41 2.16 ±0.099 1.13 1.21 ±0.043

CeM3G diastereomer D  1.69 0.28 13  0.55 1.33 ±0.017 1.31 0.84 ±0.058

HPLCopt: ChromSphere C18, 100  mm  ×  4.6 mm, 3 �m, flow rate 0.761 mL min−1 , injection 5 �L

(+)-Catechin 0.77 0.15 84  0.54 – – 2.00 – –

Malvidin-3-glucoside 1.50 0.20 84  1.05 1.92 ±0.028 0.91 2.48 ±0.132

CeM3G diastereomer C 3.18 0.15 19 2.22 2.12 ±0.005 1.57 6.34 ±0.502

CeM3G diastereomer D  4.50 0.17 15  3.14 1.41 ±0.004 1.50 5.41 ±0.475

HPLCscaled: ChromSphere C18, 100 mm  × 4.6 mm,  3  �m,  flow  rate 0.761 mL  min−1 ,  injection 88  �L

(+)-Catechin 0.93 0.30 273 0.67 – – 3.17 – –

Malvidin-3-glucoside 1.60 0.47 246 1.14 1.69 ±0.021 0.75 1.01 ±0.025

CeM3G diastereomer C  3.42 0.17 13  2.44 2.14 ±0.013 1.45 3.65 ±0.200

CeM3G diastereomer D  4.73 0.18 12  3.38 1.39 ±0.007 1.57 4.63 ±0.199

t′

R
: reduced retention time; w50%: peak width at half  height; HETP: height equivalent of theoretical plate; k:  retention factor; ˛: selectivity factor; As: peak asymmetry; R:

resolution (calculated for consecutive peaks, i.e. (+)-catechin, malvidin-3-glucosid and both CeM3G diastereomers), SD: standard deviation of the measured value (˛: 0.05,

3  repeated measurements).

15 �m (Mv-3-Glu), 7 �m (CeM3G diastereomer, C) and 7 �m

(CeM3G diastereomer, D) for Chromosphere C18 15 cm long nano-

column, respectively. Commonly the packing of shorter column

length improves the quality of packing as well as reproducibility

[33].

Besides packed nano-columns, chromatographic performance

of comparable monolithic column was tested. In Table 1 basic

chromatographic parameters of developed nano-LC methods are

reported. It can be seen that nano-column packed with Chromo-

sphere particles provides higher retention and efficiency for all

the studied compounds compared to monolithic stationary phase

(HETP values are roughly 2–5 times lower for Chromosphere col-

umn). Selectivity for the separation of both CeM3G diastereomers

is comparable while the separation of the catechin-malvidin pair

is not provided under given conditions using monolithic column at

all.

3.3. Conventional high performance liquid chromatography and

comparison with nano liquid chromatography

Fig. 6 shows the separation of the reaction mixture using a  con-

ventional HPLC system (Chromsphere 3 C18, 100 mm × 4.6  mm,

dp = 3 �m).  Flow rate 0.762 mL  min−1 was set up in order to

maintain the same linear mobile phase velocity as used for nano-

chromatography. Injection volume for optimized experiment was

5 �L. Separation of all compounds of interest is  achieved with suffi-

cient resolution. The only exception represents first non-identified

impurity partially co-eluting with malvidin-3-glucoside (R =  1.01).

Isocratic analysis is completed in less than 7 min.

It can be seen in  Table 1 that Chromosphere nano-LC column

offered higher retention and separation efficiency (lower HETP

value, roughly 10 times for (+)-catechin and malvidin-3-glucoside

and 3 times for CeM3G diastereomers) compared to conventional

HPLC as well. On the other hand slightly better selectivity for

separation of CeM3G diastereomers (given by selectivity factor,

difference 1.4–14.1%) and higher resolution for all components of

the tested mixture (difference 35.6–91.6%) was  found for conven-

tional HPLC system compared to  nano-LC system (Chromosphere

nano-column). Those results represent optimal parameters for con-

ventional chromatography. In the case of nano-LC, the injected

volume corresponds to 5.3% of the column volume. We  were inter-

ested in changes of chromatographic parameters when the volume

injected in  the conventional system is  “scaled up” to the same

part of the column volume (the same percentage as used for

nano-column). Roughly 10 times higher peak areas were measured

in the scaled system compared to  the optimized one. In “scaled

Fig. 6. HPLC separation of sample using Chromsphere C18 column mobile phase 80:20 =  H2O:ACN acidified with 0.1% TFA (v/v/v). (A) (+)-Catechin; (B) malvidin-3-glucoside;

(C)  and (D) CeM3G diastereomers.
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Fig. 7. Analysis of red wine grape pomace extract (a)  and extract spiked with (+)-Catechin (A); malvidin-3-glucoside (B) and CeM3G diastereomers (C, D) (b) column:

Chromosphere C18 (150 mm × 100 �m i.d.), mobile phase 80:20 = H2O:ACN acidified with 0.1% TFA (v/v/v).

up” conditions much higher peak widths and HETP value were

observed for (+)-catechin and malvidin-3-glucoside but the appro-

priate parameters measured for CeM3G diastereomers remained

almost unchanged. However, resolution decreased for all the stud-

ied compounds compared to the optimized system. Nevertheless,

higher values of resolution were observed for separation of CeM3G

diastereomers in conventional HPLC system which can be related

to better asymmetry of peaks.

To demonstrate the applicability of the developed nano-LC

method, the analysis of extract of waste pomace from red wine

grapes was done. During storage and treatment of the pomace the

formation of more complex anthocyanin dyes can be  expected.

Their content is strongly dependent on temperature, oxygen con-

tent, moisture and other parameters. Fig. 7a shows the analysis of

the waste pomace extract. Well separated peaks of both CeM3G

diastereomers can be seen in spiked extract (Fig. 7b) showing that

the developed method can be  easily adopted for their control in

wastes from wineries.

4. Conclusion

A reversed phase nano-LC method using an in-laboratory

packed capillary column Chromosphere C18, 150 mm × 100 �m,

3 �m for the separation of (+)-catechin-ethyl-malvidin-3-glucoside

diastereomers and their precursors, i.e. (+)-catechin and malvidin-

3-glucoside was proposed. Isocratic elution with water:ACN

(80:20) acidified with trifluoroacetic acid (0.1%, v/v/v) used as

mobile phase at a  flow rate 360 nL min−1 allowed the complete

resolution in less than 7 min. Fully porous particles (Chromo-

sphere C18, 3 �m)  appeared to provide superior results compared

to a core–shell particles (Kinetex C18, 2.6 �m).  The optimized

nano-LC method was compared with a  conventional HPLC sys-

tem (Chromosphere C18, 3 �m,  100 mm × 4.6 mm). The nano-LC

column provided higher separation efficiency. Nevertheless peak

symmetry and resolution was better for conventional HPLC system.

Nano-liquid chromatography system appeared to a  be suitable tool

for the analysis of complex anthocyanin dyes. The positive results

achieved have proved that nano-LC can be used as a complementary

technique to well – established LC method and it can be poten-

tially used for study of plant and food micro-samples composition.

The developed method was used for analysis of both condensed

diastereomers spiked in  red wine grape pomace extract with satis-

factory resolution.
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[31] B. Papoušková, P. Bednář, K. Hron, J.  Stávek, J.  Balík, R. Myjavcová, P.  Barták,
E.  Tománková, K. Lemr, Advanced liquid chromatography/mass spectrometry
profiling of anthocyanins in relation to set of red wine varieties certified in
Czech Republic, J.  Chromatogr. A 1218 (2011) 7581–7591.

[32] C. Fanali, A. Rocco, Z. Aturki, L. Mondello, S. Fanali, Analysis of polyphenols
and methylxantines in tea samples by means of nano-liquid chromatography
utilizing capillary columns packed with core–shell particles, J.  Chromatogr. A
1234  (2012) 38–44.

[33] G. Guiochon, The limits of the separation power of unidimensional column
liquid chromatography, J. Chromatogr. A 1126 (2006) 6–49.

http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0021-9673(15)01394-1/sbref0330


Liquid chromatography/high resolution tandem mass spectrometry
e Tool for the study of polyphenol profile changes during micro-scale
biogas digestion of grape marcs
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� Optimization of anaerobic fermentation of wine waste material in micro-scale.

� Evaluation of differences in gasification of wine waste and commonly used materials.

� Study of the fate of flavonoids during gasification in complex waste mixture.
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a b s t r a c t

A microscale discontinuous fermenter was used for anaerobic digestion of wine waste e a hardly gas-

ifiable feedstock material. Efficiency of biogas production, i.e. changes in content of nitrogen, oxygen,

carbon dioxide and methane in gas phase, was monitored by gas chromatography/mass spectrometry.

Liquid chromatography/high resolution tandem mass spectrometry in combination with principal

component analysis and orthogonal projection to latent structures was used to reveal main chemical

differences of gasified wine waste mixture from commonly used ones in agricultural biogas plants.

Compounds with particular polyphenolic structures appeared among the most distinctive markers.

Analysis of samples collected during acidogenic phase and unstabilized methanogenesis indicates for-

mation of certain dihydro-flavonoids in early stages of the process and their consequent degradation.

Due to formerly described higher toxicity of some dihydroflavonoids (e.g. taxifolin) compared to their

more common counterparts (e.g. quercetin, malvidin etc.), unstabilized digestate would represent a

potential environmental risk when used as a fertilizer deserving a proper control.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Anaerobic fermentation is an effective ecological waste treat-

ment process and a method for production of cheap electrical and

thermal energy. The most widespread biogas production method is

a “wet” anaerobic fermentation based on fermenting of feedstock

material mixed with a liquid medium. The process of biogas for-

mation has already been well described (Weiland, 2010). Briefly, it

consists of several stages; i) decomposition of lipids, proteins and

polysaccharides (mainly by hydrolysis) in feedstock by aerobic

microorganisms (oxygen content is still high) (Archer and Peck,

1989), ii) acidogenesis e decomposition of higher fatty acids to

lower ones, i.e. acetic, caproic, valeric, butyric, propionic acids and

their iso forms and iii) methanogenesis e action of Acetotrophic

and Hydrogenotrophic Archaea (Li et al., 2011).

One of the easily available source of plant residua for biogas

production is wine industry, which generates huge amount of

various kinds of waste, i.e. grape stalk, grape marcs, exhausted

yeast and wine lees (Bustamante et al., 2008). The efficiency of

anaerobic digestion of wine waste was already studied by many

authors mainly using gas chromatography (Melamane et al., 2007;

Da Ros et al., 2014; Leiva et al., 2014; Fabbri et al., 2015; Li et al.,

2015). However, the lack of nutrients, low pH of feedstock mate-

rial and the inhibition of biodegradation by the presence of poly-

phenols and copper significantly complicates the process of wine

waste anaerobic fermentation as described in the study by
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Melamane et al. The average polyphenol removal efficiency for the

130 days of anaerobic fermentation was only 63%. Note, that the

total polyphenols were considered (determined by Folin-Cio-

calteu's method) and present polyphenols were not specified in this

study. pH of fermentation mixture was maintained at 7 by CaCO3

and K2HPO4 to make gasification stable and robust. Inhibitory

properties of polyphenols were ascribed to their strong antibacte-

rial and cytostatic effects (Melamane et al., 2007). The effect of

polyphenols on cell is quite multiple. It was recently proven that

fertilizers enriched by flavonoids, phenolics and terpenes can

induce bacterial degradation of polychlorinated biphenyls (Macek

et al., 2000). On the other hand, some studies indicate mutagenic

and/or genotoxic effects of particular flavonoids in bacterial and

mammalian cells (Jurado et al., 1991; Popp and Schimmer, 1991;

Suzuki et al., 1991). Skibola et al. describes that high intakes of

these compounds could potentiate deleterious effects on cells due

to modulation of the activity of environmental genotoxicants and

alter the activity of key metabolizing enzymes (Skibola and Smith,

2000). Thus a change of flavonoid profile due to anaerobic

fermentation in a large scale could affect the natural function of

flavonoids in ecosystem.

To the best of the authors' knowledge, only two research studies

have been performed in the past which describe the fate of poly-

phenolic standards (i.e. hesperidin, rutin, catechin, naringenin,

chrysin, luteolin, quercetin, kaempferol, cyanidin and petunidin)

pertaining to anaerobic process and biogas generation (without

control of CH4:CO2 ratio in produced biogas). The analyses of

polyphenols and their degradation products in digestate (i.e. re-

sidual liquid produced during gasification) were performed by

liquid chromatography combined with photodiode array detector

possessing limited identification capability (Herrmann and Janke,

2001; Herrmann et al., 2001). There is no study in the literature

dealing with the fate of particular polyphenols in real waste sample

during biogas production. In this paper we describe development

and utilization of method for preparation of samples bymicro-scale

discontinuous anaerobic fermentation of red grape marcs (solid

remains of red grapes after pressing) and their analysis by combi-

nation of liquid chromatography with high resolution tandemmass

spectrometry (LC/HRTMS) followed by advanced statistical data

treatment. This study contributes to the understanding of the

processes of polyphenol transformation in complex plant waste

material (after its first usage in winemaking process) under con-

ditions simulating biogas production (second usage).

2. Materials and method

2.1. Chemicals and reagents

Deionized water was obtained from two-stage deionization

station Milipore Direct Q UV (Millipore S.A.S, Molsheim, France).

Methanol (gradient grade, Biosolve; Valkensward, Netherlands and

gradient grade, Malinckrodt Baker, Derenter, Netherlands) and

formic acid (99.7%, Sigma-Aldrich, St. Luis, Mi, USA) were used for

preparation of mobile phases and standard solutions. Ammonium

hydroxide solution used for adjustment of pH of samples was

purchased from Penta Ltd. (Prague, Czech Republic). Standards of

malvidin-3-glucoside, quercetin, p-hydroxybenzaldehyde and

benzoic acid (all analytical purity grade, Sigma-Aldrich) were used

for confirmation of identity of markers.

2.2. Sample preparation

Red grape marcs (RGM) were kindly provided by Assoc. Prof.

Josef Balík from Department of Post Harvest Technology of Horti-

cultural Products, Faculty of Horticulture in Lednice, Mendel

University in Brno. Thematerial was sampled directly after pressing

of red grapes during winemaking, transported to laboratory and

frozen until gasification experiments and analysis. Pure pig slurry

(PS) was provided by Kv�etoslav Mück from CERVUS Ltd. (Olomouc).

The PS was directly sampled from agricultural biogas station at

Bílov-Pust�ejov, Czech Republic and then frozen until anaerobic

fermentation experiments. Pig slurry can be generally described as

amixture of solid and liquid excrements of pigs. Drymatter is about

6e8%. The content of particles below 3 mm is 69% and content of

those above 5 mm is 11%. Density of this material is in the range of

980e1020 kg m�3 and pH value varies around 8. Amount of organic

compounds in solution is 72e78% and C:N ratio (measured by

elemental analysis) is 10:1 (Mu�zík and Abrham, 2006).

Preliminary experiments were done with solutions prepared by

mixing PS, RGM, water, 1 mg mL�1 solution of methanogenic bac-

teria APD BIO GAS (MetBac; BAKTOMA Ltd.,) Velk�a Byst�rice, Czech

Republic and 29.8 g.L�1
fluid thioglycollate medium (TGM; NEO-

GEN, Lansing, MI, USA) in 4 mL vials (45.5 � 14.5 mm) equipped

with fermentation lock and head-space screw cap with PTFE/rub-

ber septum (9.5 � 15.5 mm, septum thickness 1.3 mm) in different

ratios, i.e.: A. 200 mg of RGM þ 2 mL of water; B. 100 mg of

RGM þ 450 mg of PS þ 2 mL of water; C. 200 mg of RGM þ 2 mL of

waterþ 1 mL of MetBac; D.100mg of RGMþ 450mg of PSþ 2mL of

waterþ 1 mL of MetBac; E. 200 mg of RGM þ 2 mL of TGM þ 1 mL of

MetBac; F. 100 mg of RGM þ 450 mg of PS þ 2 mL of TGM þ 1 mL of

MetBac.

Sampling of gas phase was done using a 2.5 mL Hamilton sy-

ringe Gastight no. 1002 (sampling volume 1.5 mL; Hamilton, Reno,

NV, USA). Following experiments were performed with mixtures of

different amounts (ratios) of PS and RGM (i.e. 750:50 mg,

500:50 mg, 250:50 mg, 100:50 mg and 50:50 mg, respectively) in

2 mL of deionized water in 4 mL headspace vials as described

above. Ammonium hydroxide was added to all samples to achieve

its final concentrations of 0.254, 0.191, 0.127 and 0.064 M,

respectively.

After finding the optimal conditions for anaerobic digestion of

RGM activated by PS (from previous experiments based on opti-

mization of pH and composition of reaction mixture), three sam-

ples of pig slurry e red grape marcs mixture (PS-RGM) were

prepared as follows. 14 g of pig slurry were mixed with 1 g of

lyophilized red grape marcs and 40 mL of deionized water in 60 mL

vial (anaerobic micro-scale fermenter, AMF; 139 � 27 mm) equip-

ped with fermentation lock and head-space screw cap

(12 � 26 mm) with PTFE/rubber septum (septum thickness 3 mm).

After that, 0.8 mL of 25% NH4OH was added into each sample

(40 mL) to reach pH close to 9 (natural pH value in homogenized

PS). Reference samples were prepared by mixing 14 g of PS with

40 mL of deionized water in 60 mL vial serving as AMF. All samples

were bubbled with nitrogen for 10min to remove oxygen and to set

up anaerobic conditions. All cultures were maintained at 35 ± 1 �C

without stirring. Sampling of the gas phase was done in the same

way as described above. Liquid phase (small amount of digestate)

collection was done using a plastic syringe with long sharp needle

to safely reach the liquid part in fermenter without disturbance of

anaerobic conditions (15 cm, 2 mL of digestate was collected each

time). Note that the pH of reference samples was similar to pH of

PS-RGM solutions and the mixture composition differs only by the

addition of 0.127 M of NH4OH (the pH value differs less than 10%).

1.5 mL of liquid part from each sample (PS-RGM or PS) were

mixed with 0.75 mL of 5% aqueous solution of formic acid (v/v) and

centrifuged for 5 min at 14 000 rpm (crude sample). Then, 2 mL of

solution were applied to preconditioned solid-phase extraction

(SPE) column Strata SDB-L (Styrene-Divinyl Benzen copolymer;

Phenomenex, Torrance, CA, USA). SPE column preparation was

conditioned with 2 mL of methanol, then 2mL of water and 2 mL of

L. Ku�cera et al. / Chemosphere 166 (2017) 463e472464



5% aqueous solution of formic acid (v/v). Consequently, 2 mL of

sample were introduced. Inorganic salts and highly polar organic

contaminants were removed by washing the column with 2 mL of

5% aqueous solution of formic acid (v/v). Finally, purified analytes

were eluted using 3 mL of methanol and evaporated to dryness by a

fine stream of nitrogen. The dried samples were stored in deep

freezer (�80 �C). Before LC/HRTMS analysis the samples were left at

laboratory temperature for 10 min and finally dissolved in 1 mL of

0.1% aqueous solution of formic acid (v/v).

2.3. Control of anaerobic conditions and biogas production process

Composition of the gas phase in the upper part of the anaerobic

micro-scale fermenter was analyzed by gas chromatograph Agilent

7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) coupled with

mass spectrometer Agilent 5975C (Agilent Technologies). Following

experimental setup was used: initial temperature of column: 70 �C;

temperature gradient: 0e5 min (70 �C), 5e16.33 min (70e240 �C),

16.33e20.33 min (240e300 �C), 20.33e25.33 min (300 �C); split-

less injection, injection volume: 1mL; column: Zebron ZB-5ms (5%-

phenyl-arylene-95% dimethylpolysiloxane); gas type: helium; gas

flow: 0.9 mL min�1; MS scan range: 12e120 Da; electron ioniza-

tion; ionization energy: 70 eV. Quantification was done by internal

normalization (the peak area in chromatogram reconstructed for

particular studied gas was divided by the peak area in total ion

current chromatogram in related retentionwindow) and expressed

in percentage.

2.4. LC/HRTMS analysis

An Acquity UPLC system (Waters, Milford, MA, USA) equipped

with binary solvent manager, sample manager, column manager

and DAD detector was used. The separation of digestate samples

was performed using a reversed phase core-shell column Ascentis

Express (100 mm � 2.1 mm, 2.7 mm, Supelco, USA). The mobile

phase consisted of two components: 0.1% (v/v) formic acid aqueous

solution (mobile phase, MP, A) and 0.1% (v/v) formic acid in

acetonitrile (MP B). Gradient elution with the following profile of

gradient (% v/v): 0e5 min (10% B), 5e40 min (10e100% B),

40e50 min (100% B), 50e55 min (100-10% B) and 55e60 min (10%

B) was used (last two steps for the column reequillibration). The

mobile phase flow rate was 0.35 mL min�1, the temperature of the

autosampler was 10 �C and the column oven was set at 25 �C. The

injection volume was 10 mL. A Q-TOF Premier mass spectrometer

(Waters, Milford, MA, USA) coupled to the UPLC system was used

for detection of present compounds and confirmation of suggested

structures on the basis of exact mass measurement and study of

their fragmentation pattern. Optimized electrospray ionization

(ESI) parameters for the mass spectrometer were as follows:

capillary voltage for positive ionization mode 2.5 kV, source tem-

perature 120 �C, sampling cone 30 V, desolvation temperature

150 �C, cone gas flow rate 50 L h�1 and desolvation gas flow rate

400 L h�1. Nitrogen was used as the desolvation gas and argon as a

collision one.

Experiments were done using MSE mode recording spectra

without discrimination of ions or their pre-selection [alternation of

MS scans with low collision energy (CE ¼ 5 eV) and elevated

collision energy (ramp of CE ¼ 10e30 eV), i.e. MS(1) and MS(2)

scans]. Targeted MS2 scans were recorded in subsequent experi-

ments (LC/ESI-HRTMS) for further confirmation of identity of

detected compounds (isolation width 1 Da) using Q-TOF Premier.

MassLynx 4.1 software (Waters) was used for UPLC/MS system

control and data collection.

Additional fragmentation experiments were done using Acquity

UPLC system (Waters) coupled to high-resolution tandem mass

spectrometer Synapt G2-S (Waters). The separation and electro-

spray ionization parameters for analysis of PS-RGM and PS samples

were the same as mentioned for experiments with Q-TOF Premier

mass spectrometer. MS/MS measurements were done using colli-

sion energy ramp 10e40 or 10e50 eV, respectively (details given in

Results and discussion). For multi-reaction monitoring experi-

ments (MRM) the Acquity UPLC system (Waters) coupled to triple

quadrupole mass spectrometer Xevo-TQD (Waters) was used. MRM

transitions analyzed were 305 / 127, 305 / 139, 305 / 151 and

305 / 153, with following parameters: electrospray ionization

(positive mode), capillary voltage: 3.7 V, desolvation temperature:

200 �C, desolvation gas flow: 650 L h�1, cone voltage: 60 V, collision

energy: 15 eV.

2.5. Data processing

The obtained LC-ESI-HRTMS data were processed by Marker-

Lynx XS e software extension of MassLynx platform allowing to

find chemical markers in raw LC/MS data (Waters). Method pa-

rameters were set as follows: retention time range 0.5e60 min,

mass range 100e1000 Da, mass tolerance 0.05 Da, noise elimina-

tion level 2, allowed function for data deisotoping. The processed

data (after extraction, normalization and alignment of retention

times (RT), m/z values and intensities) were transferred to

eXtended Statistics (XS) module, EZinfo (Umetrics, Malm€o, Swe-

den) and studied by principal component analysis (PCA) and

orthogonal projections to latent structures (OPLS-DA) with Pareto

scaling and Logarithmic data transformation (construction of

appropriate biplots and S-plots and their evaluation).

3. Results and discussion

3.1. Optimization of anaerobic fermentation

Optimization of conditions for effective anaerobic fermentation

in small scale was divided into two parts. First part deals with

evaluation of influence of different additives in sample solution on

the process of gasification. Mixture of PS, RGM, water, 1 mg.mL-1

solution of methanogenic bacteria APD BIO GAS and fluid thio-

glycollate medium in different ratios was used to study the gasifi-

cation efficiency. Note that MetBac and TGM is used to facilitate the

degradation of organic material in sewage disposal plant when the

anaerobic bacterial activity is decreased. Fig. 1a compares the

content of four gases (N2, O2, CO2, CH4) after 23 days of anaerobic

fermentation process at various compositions of fermented

mixture. A higher amount of methane was found in solutions B and

D (approx. 0.003%) compared with the other microscale reactors in

this part of experiment (i.e. A, C, E, F). Virtually no production of

methane in solutions A, C, E and F was observed due to the absence

of PS in those fermentedmixtures. The pH decreased from 4.0 to 3.4

for solution A, from 7.8 to 4.0 for solution B, from 4.0 to 3.4 for

solution C, from 7.8 to 4.4 for solution D, from 7.8 to 4.2 for solution

E and from 7.2 to 4.4 for solution F, respectively. Moreover, those

preliminary experiments showed that the addition of MetBac (B)

does not improve the methane production (in comparisonwith the

sample D). Therefore, solutions without addition of this methano-

genic bacteria culture were prepared and studied in the subsequent

experiments.

During second part of optimization the effect of addition of

ammonia in various ratios with respect to PS and RGMwas studied.

Fig. 1b shows that maintaining the pH of reaction mixture in

alkaline-neutral region is the key condition for effective methane

production at least in discontinuous small scale conditions.

Apparently, higher PS and ammonia contents ensure stable con-

ditions for anaerobic fermentation as a necessary precondition for
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following LC/HRTMS study of polyphenol profile changes (note that

pH decreased during this experiment from 9.8 to 7.4). No methane

was detected in solutions with low amount of pig slurry (i.e. ratio

250:50, 100:50 and 50:50 of PS:RGM (m/m), respectively). For

further experiments the solution containing 0.127 M of NH4OH

(final concentration in the reaction mixture) was chosen as a

compromise ensuring stable anaerobic fermentation and main-

taining the direct effect of ammonia on studied polyphenols minor

(pH in this sample declined from 9.54 to 6.57 after 21 days of

anaerobic fermentation). High pH of the reaction mixture causes

direct hydrolysis of flavonoids which is not prevailing process in

anaerobic fermenters and would thus distort the results of diges-

tate analysis.

The fermentation process at optimized conditions (i.e. ratio of

PS:RGM 750:50, m/m; final concentration of NH4OH 0.127M, 35 �C)

was repeated to simulate anaerobic polyphenol transformations

under GC/MS control of the four major gases. Fig. 2 shows processes

occurring during optimal anaerobic digestion and compares them

with a gas profile described for biogas production in literature. In

the first phase of fermentation (hydrolysis) a very fast decrease of

oxygen and nitrogen as main parts of air was observed. The amount

of carbon dioxide increased with simultaneous decrease of pH. This

trend is still observed in acidogenic phase. In the final phase (i.e.

methanogenesis) the content of methane escalated with simulta-

neous reduction of content of CO2 and H2. Discontinuous

fermentation of PS-RGM exhibits similar profile of main gasses as

was described for continuous fermentation process (inset in Fig. 2,

Straka et al., 2006). This very good agreement of the gas compo-

nents profile of our microscale discontinuous fermentation exper-

iment with that described in the literature for optimal biogas

production conditions is noteworthy. It shows that many chemical

processes occurring during fermentation in industrial scale can be

well simulated in microscale conditions making more parallel and

cheaper in-laboratory experiments possible. This experiment

clearly shows in the same time that anaerobic gasification of waste

from winemaking technologies can run by relatively easy modifi-

cation of standard procedure utilized in biogas stations and thus

qualitatively confirms the study done by Fabbri et al. (Fabbri et al.,

2015) dealing with gaseous components arising in reaction

mixture. Microsamples of digestate were collected during this

experiment and analyzed by LC/HRTMS as described in the next

chapter.

3.2. Analysis of digestate composition by LC/HRTMS

The samples of digestate from fermenter were collected by a

syringe through a head-space screw cap with PTFE/rubber septum

and analyzed by LC/HRTMS. Raw data obtained by analysis of PS-

RGM and PS (as reference) mixtures at initial stage (starting con-

ditions, 1st stage) were treated byMarkerLynx software (extraction

of RT, m/z and intensities, data normalization and alignment).

Further, logarithmic transformation was applied to normalized

marker responses and the obtained dataset was submitted to

EZInfo statistic software and studied by PCA. Distinct segregation of

PS-RGM and PS samples (measured in three chemical replications)

was observed in related Score plot. Data points of PS-RGM were

concentrated in rectangular area defined by following coordinates

(x1,x2; y1,y2; �9.157, �28.497; �17.707, 21.693), while PS data lay

in a separated rectangle (x1,x2; y1,y2; 19.067, 20.530; �0.422,

6.285) of the Score plot. Both areas of PS-RGM and PS samples are

well separated from each other. This segregation confirms that LC/

HRTMS is sufficiently sensitive analytical tool to describe differ-

ences in fermentation mixtures due to presence of wine waste

components. OPLS-DA was used to reveal compounds present in

wine waste mainly responsible for PS-RGM and PS segregation and

detectable by the used analytical technique. Markers (compounds

present in PS-RGM sample in significantly higher amount

compared to PS sample) with the highest variability and reliability

at the same time taken from low risk region of appropriate S-plot

(Wiklund et al., 2008; Wiklund, 2008) are listed in Table 1. For our

purposes the low risk region was defined as a box with following

coordinates: p[1] ¼ 30e100% and p[2] ¼ 75e100% from the highest

value at x-axis and y-axis, respectively. The identity the most sig-

nificant markers was studied in detail by targeted MS/MS experi-

ments as given in the following discussion.

Characteristic fragments of quercetin were found in fragmen-

tation spectra of two chromatographically separated markers 1 and

8 (R ¼ 2.34). According to Wittig et al. (Wittig et al., 2001) the

fragments atm/z 229.0463 and 229.0529 can be ascribed to the loss

of two carbon monoxide and one water molecules from parent ion.

Fragments at m/z 153.0167 and 137.0236 (with identical m/z for

both markers) correspond to retro-Diels alder (RDA) cleavage

(formation of 1,3Aþ fragment). Those signals correspond well with

theoretical values calculated for elemental composition of partic-

ular fragments e following deviations from theoretical m/z values,

dtm, were found: 3.8, �2.8, 2.1 and 0.3. Other minor fragments

arising from combined loss of water and CO molecules and RDA

processes (Ma et al., 2013; March and Brodbelt, 2008) were also

found in MS/MS spectra and support identification of quercetin

structure in those markers. Authentic quercetin standard was used

Fig. 1. Percentage of N2, O2, CO2, CH4 after 23 days of anaerobic fermentation (a.) and

effect of addition of NH4OH on methane production in various ratios of pig slurry and

red grape marcs (b.) a. e A) 200 mg of RGM þ 2 mL of water; B) 100 mg of

RGM þ 450 mg of PS þ 2 mL of water; C) 200 mg of RGM þ 2 mL of water þ 1 mL of

MetBac; D) 100 mg of RGM þ 450 mg of PS þ 2 mL of water þ 1 mL of MetBac; E)

200 mg of RGM þ 2 mL of TGM þ 1 mL of MetBac; F) 100 mg of RGM þ 450 mg of

PS þ 2 mL of TGM þ 1 mL of MetBac. b. e A) 750:50 ¼ PS-RGM (m/m); B) 500:50 ¼ PS-

RGM (m/m).
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Fig. 2. Description of discontinuous anaerobic fermentation in solution of pig slurry and grape marcs (inset shows the optimal anaerobic fermentation process, published with

permission (Straka et al., 2006)).

Table 1

Markers reflecting differences between PS-RGM and PS found at initial conditions using S-plot function. (RTe retention time; p[1] and p[2]e coordinates of each compound in

Loadings plot.

No. Compound RT (min) [MþH]þ Deviation from theoretical mass (mDa) Diagnostic fragments found in MS/MS spectra p[1] p[2]

1 Hydroxylated kaempferol 9.03 303.0530 �2.5 229.0463 �0.0047 �0.9993

183.0456

153.0221

121.0280

2 Hydroxybenzoylcatechin 11.95 411.1100 �2.0 291.1002 �0.0046 �0.9981

289.0708

259.0602

139.0542

123.0433

3 Kaempferol 9.93 287.0610 �5.4 213.0552 �0.0045 �0.9996

153.0188

137.0239

121.0290

4 Malvidin-chalcone 7.92 349.0970 �4.7 223.0618 �0.0045 �0.9989

181.0492

139.0388

5 Not identified 0.60 203.0600 e 186.0933 �0.0045 �0.9991

174.0879

159.0682

6 Methylquercetin or its isomer 10.09 317.0780 �11.9 229.0529 �0.0044 �0.9994

153.0167

121.0280

7 Hydroxybenzoylcatechin 10.59 411.1080 0.0 291.1002 �0.0043 �0.9981

289.0708

259.0602

139.0542

123.0433

8 Isomer of quercetin 8.85 303.0540 �2.6 229.0529 �0.0043 �0.9993

153.0167

137.0236

9 Not identified 1.55 265.1490 e 175.0740 �0.0042 �0.9992

159.1177

119.0864

10 Malvidin-3-glucoside 6.75 493.1340 0.6 331.0787 �0.0042 �0.9967

11 Not identified 13.97 275.2070 e 257.1880 �0.0042 �0.9995

135.0891

105.0697

12 Fragment of compound no. 2 11.95 259.0660 �5.4 e �0.0041 �0.9981
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to evaluate retention of quercetin based markers. The retention

time of quercetin differs from that of the detected markers. Simi-

larity of collision spectra suggests that the evaluated markers are

isomers of quercetin. Detailed study of retro-Diels Alder (RDA)

fragments allowed to locate position of hydroxyl groups in the

molecule (for the details of RDA fragmentation and nomenclature

see the review of Cuyckens and Clayes (Cuyckens and Claeys, 2004)

and literature cited herein). Briefly, fragments at m/z 183.0456 and

121.0280 found in collision spectrum of the marker 1 correspond

with complementary 0,2Aþ and 0,2Bþ RDA fragments (dtm �16.3

and 1.0 mDa, respectively). In collision spectrum of quercetin

standard the 0,2Aþ and 0,2Bþ RDA fragments have the m/z values

165.0183 and 137.0236 (dtm 0.5 and 0.3 mDa, respectively). The

ratio of signals of 0,2Aþ fragment of the marker 1 and the standard

(i.e. Q ¼ I183/I165) reaches the value 0.21 in the marker 1 spectrum

and 0.07 in the spectrum of quercetin spiked into the studied so-

lution. The ratio calculated in the sameway for 0,2Bþ RDA fragments

(i.e. Q ¼ I121/I137) reaches the value 1.80 in the marker 1 spectrum

and 0.25 in the quercetin standard spectrum. These values clearly

support the presence of one hydroxy group on the B-ring of the

marker 1 and three hydroxy groups on the A-ring (i.e. 6- or 8-

hydroxykaempferol). Due to lower intensity of signals of RDA

fragments the position of hydroxy groups cannot be distinguished

in the case of marker 8. Retention times and peak profiles are

identical with those reconstructed for m/z 465.1067 and 465.1068

(dtm, 3.4 and 3.5 mDa), respectively. Supplementary MS/MS ex-

periments confirm that markers 1 and 8 rise from the collision

induced dissociation of ions isolated at m/z 465.11. These ions

correspond with hydroxykaempferol-hexosides and/or quercetin-

hexoside in the case of marker 8 (main fragmentation process

corresponds with loss of dehydrated hexoses;Dm/z¼ 162.0537 and

162.0528; dtm 0.9 and 0.0 mDa, respectively). Regardless of the

using electrospray as relatively soft ionization technique, it is

apparent from our experiments that beside parent ions also frag-

ment ions arising in ion source, collision cell or during ion transfer

through ion optics can appear among significant markers during

OPLS-DA data treatment. Due to selectivity or sensitivity differ-

ences, fragments can be in some cases even better markers for

evaluation than their parent ions. Interpretation of results thus

must be done with extreme care and on the basis of detailed study

of MS spectra.

Fig. 3 shows the chromatogram of PS-RGM sample at 280 nm

(trace A, DAD detector). Among the eluted polyphenols, three

separated compounds at m/z 411.11 occur as clearly visible in

appropriate chromatogram reconstructed for this mass (B). Two of

them, i.e. RT_m/z pairs 10.59_411.1080 and 11.95_411.1100, corre-

spond to markers 2 and 7, respectively (Table 1). Fragmentation of

both markers (Fig. 3C and D) provided fragment at m/z 289.0708

(C15H13O6
þ, dtm, 0.4 mDa) corresponding to a loss of hydrox-

ybenzaldehyde (Dm/z 122.0368, dtm, �3.2 mDa) from parent ion.

This fragment can be ascribed to protonized di-dehydrocatechin.

Dominant fragment in the spectrum rising at m/z 259.0602

would be explained by a loss of methyl ester of hydroxybenzoic acid

(Dm/z 152.0442, dtm, �3.1 mDa) (C14H11O5
þ, dtm, 0.4 mDa).

Protonized hydroxybenzaldehyde 123.0433 can be also found in

the spectrum (m/z 123.0433, dtm �1.3). Based on the collision

spectra, compounds 2 and 7 were ascribed to isomers of hydrox-

ybenzoylcatechin. Note, that fragments corresponding with

protonized catechin and hydroxybenzoic acid were found in both

collision spectra as well. A higher deviation of their masses from

calculated ones were probably due to a lower intensity of their

signal (i.e. m/z 291.1002 and 139.0542; dtm 13.3 and 14.7 mDa,

respectively). Position of acylation of catechin skeleton was not

revealed. However, paper of Smith et al. can be taken into account

suggesting the preference of the acylation into position 3 of

proanthocyanidin skeleton studied on different plant material

(Smith et al., 2011). Note, that the signal of thosemarkers was found

neither in pure grape marcs extract nor in PS. This fact can be

explained by a fast reaction of catechin in PS-RGM mixture.

Fig. 4 shows chromatograms reconstructed for m/z 449.12 and

287.06 (A, B). The dominant peak at m/z 287.06 and RT 9.96 min

corresponds to marker 3 listed in Table 1. This marker was identi-

fied as kaempferol. Cascade losses of water and carbon monoxide

(i.e. fragments at m/z 269.0457, 259.0602, 241.0497, 231.0654 etc.)

indicate flavonoid structure. Relatively abundant signal of RDA

fragment at m/z 121.0280 (2,0Bþ, dtm 1.0 mDa) indicates the pres-

ence of one hydroxy group on B-ring (Q ¼ I121/I137 ¼ 1.5). Other

corresponding RDA fragments can be found in the spectra as well,

i.e. 137.0236 (0,3Aþ), 153.0167 (1,3Aþ), 165.0183 (0,2Aþ) etc.; dtm 0.3,

2.1, 0.5 mDa, respectively (for MS/MS spectrum see Fig. 4C). The

same elution profile of the signal at m/z 449.12 suggests that

kaempferol is present in glycosylated form (mono hexoside). The

signal of kaempferol hexoside itself, however, is below the marker

intensity threshold set on 100 counts used for data filtration

method. It is important to note that no peak at m/z 449.12 appears

in PS sample used as reference and in this view kaempferol hexo-

side also belongs amongmarkerse but with lowabundance. Beside

the peak of kaempferol hexoside a broad peak of cyanidin-3-

glucoside (RT 2.8 min) and two minor non-identified compounds

can be seen in the chromatogram at Fig. 4A, but those compounds

are below the threshold as well.

Marker with RT_m/z pair 7.92_349.0970 was identified as mal-

vidin chalcone. Sharp peak indicates that chalcon (open) form

dominates in the solution (mutual conversion of individual acid-

base forms of hydrated malvidin does not influence the retention

of the compound). Loss of water (formation of fragment at m/z

331.0787, dtm 3.1 mDa), followed by a loss of methyl radical (m/z

316.0453, dtm 13 mDa) was observed in related collision spectrum.

Loss of two methane molecules was observed as well, albeit with a

higher deviation from calculated mass due to unsufficient resolu-

tion from background signals (m/z 299.0547, dtm 35.5 mDa). Those

fragmentation processes indicate the presence of two methyl

groups in the molecule. Dominant fragment corresponds to the

result of cleavage of syringic acid acylium cation (m/z 181.0492,

C9H9O4
þ, dtm, 0.9 mDa) from the parent chalcone. The diagnostic

fragment corresponding to A-ring substituted with three hydroxy

groups (i.e. (2-(2,4,6-trihydroxyphenyl)ethylidyne)oxonium, m/z

167.0316, C8H7O4
þ, dtm 2.8 mDa) is observed in related collision

spectrum as well. Fragmentation pattern of this compound

unambiguously confirms the proposed structure. The presence of

the chalcone in high content is expectable since high amounts of

malvidin derivatives remain in marcs after red grape pressing. In

fact, malvidin-3-glucoside is the most abundant marker present in

RGM-PS. More details concerning the malvidin-3-glucoside, mal-

vidin and its chalcone identification can be found in Supplement 1.

Unambiguous identification of this dye was based on exact mass

measurement (m/z 493.1340, dtm 0.6), fragmentation pattern and

comparison of RT time, peak profile and MS data with authentic

standard. Note that broadened peaks of anthocyanins are typically

observed when pH of mobile phase is above 2 (Papouskova et al.,

2011).

A compound with RT_m/z pair 10.09_317.0780 appeared among

markers in Table 1 as well. A loss of methyl radical (formation of

fragment at m/z 302.0435, dtm �0.8 mDa), consequent cascade

losses of hydroxyl radical, carbon monoxide and water (i.e. frag-

ments at m/z 285.0407, 257.0410, 229.0529, 239.0279 etc.) and

number of lower mass fragments rising by RDA fragmentations

appeared in its collision spectrum. Based on those data, the marker

corresponds to a methylquercetin or related isomers (i.e. hydrox-

ymethyl kaempferol or hydroxymethyl luteolin). More detailed
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identification is complicated by a complex and unsufficiently

distinctive fragmentation pattern (including RDA processes) and

lack of authentic standard (for more details see Supplement 2).

Another three unidentified compounds and a fragment of hydrox-

ybenzoylcatechin appeared among markers as well. In conclusion

to this part, our experiments prove that LC/HRTMS in combination

with PCA and OPLS-DA is effective tool for searching of important

changes in composition of anaerobic fermentation mixtures and

that some further specified derivatives and isomers of kaempferol,

catechin, malvidin and quercetin are important components of

wine waste fermentation mixtures. Their presence in fermentation

mixture can potentially influence the gasification process. The

profile of the monitored compounds is given in Fig. 5A. It can be

clearly seen that the amount of analyzed flavonoids (present in

winewaste) is quickly decreasing during gasification under optimal

conditions and the compounds are almost totally degraded in four

days of experiment (corresponding to acidogenic phase of anaer-

obic digestion).

The same analytical procedure and data processing as applied to

initial conditions was used to the samples taken after 4 days (2nd

stage) of gasification experiment. The most significant markers of

PS-RGM found in S-plot obtained by measurement of RGM-PS and

PS after 4 days of gasification are given in Supplement 3. Six

markers, i.e. RT_m/z pairs 1.38_305.0706, 1.39_139.0451,

1.94_123.0491, 2.53_139.0457, 4.81_123.0495, 9.78_123.0492 are of

a particular importance and will be discussed in more details.

Fig. 6 shows chromatograms reconstructed for m/z 305.07 and

139.05 (A and B). All the three peaks are significant markers of PS-

RGM in 2nd stage experiments. Two repeated losses of water and

carbon monoxide are observed in the collision spectrum of the

marker at m/z 305.0706 indicating a polyphenolic structure

(Fig. 6D). Dominant fragments atm/z 153.0221 and 151.0417 rise by

a split of quercetin chalcone and/or reduced (dihydro-) form of

quercetin and/or reduced (dihydro-) form of hydroxylated

kaempferol. Fragment at m/z 139.0388 can be explained as

Fig. 3. Chromatogram of PS-RGM sample at 280 nm (A), reconstructed chromatogram at m/z 411.11 (B), MS/MS spectra of markers 2 and 7 (C, D, resp.; collision energy ramp (CER):

10e40 eV). Selected area zoomed 4�.

Fig. 4. Chromatogram reconstructed at m/z 449.12 (A) and m/z 287.06 (B) and MS/MS

spectrum of marker 3 (C; CER: 10e50 eV). Selected area zoomed 4�.
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0,3Aþ RDA fragment from dihydroquercetin. This fragment itself is

also listed among markers of the 2nd stage experiments (RT_m/z

pair 1.39_139.0451). Fragments at m/z 127.0404 and 123.0482 can

be explained as protonized phloroglucinol (1,4Aþ fragment of

dihydroquercetin) and protonized hydroxybenzaldehyde

(0,2Bþ RDA fragment of reduced hydroxykaempferol), respectively.

The presence of the RDA fragments was further confirmed by in-

dependent LC/MS/MS experiments using triple quadrupole mass

spectrometer. Based on the above data we explain the marker atm/

z 305.07 as dihydroquercetin, dihydrohydroxykaempferol or

related chalcones (or their unresolved mixture). The marker with

higher retention time in the chromatogram reconstructed for m/z

139.05 (Fig. 6B), i.e. RT_m/z pair 2.56_139.0457 corresponds to

protonized dihydroxybenzaldehyde. Identity of this marker is

confirmed by two losses of carbon monoxide and one loss of water

in related MS/MS spectrum (i.e. formation of fragments at m/z

111.0443, 93.0384 and 65.0376). This marker has an identical

retention profile with ion at m/z 289.0774 as can be seen from the

chromatogram in Fig. 6C. This ion is not listed directly among

markers due to its low intensity in MS spectra. Considering the

presence of kaempferol in 1st stage experiments we suggest that

the ion 289.0774 rises by reduction (hydrogenation) of kaempferol.

Apparently, the reduction (hydrogenation) of flavonoids coming

from wine waste represent an important process accompanying

biogas production at least in beginning of anaerobic digestion, i.e.

during acidogenic phase. Qualitatively those results are in agree-

ment with a model study of in-vitro catabolism of quercetin by

human fecal bacteria (Peng et al., 2014).

Last three markers with RT_m/z pairs 1.94_123.0491,

4.81_123.0495 and 9.78_123.0492 correspond by mass with

hydroxybenzaldehyde (C7H7O2
þ, dtm, �4.5, �4.9, �4.6 mDa,

respectively). Their collision spectra are simple and very similar to

each other. Consequent loss of water (m/z 105.0339, dtm 0.1 mDa)

and carbon monoxide (m/z 77.0413, dtm �2.2 mDa) represent

dominant collision processes. Besides, several minor but important

fragmentation processes were observed. First, loss of 15.9959 from

parent ion was observed (formation of fragment at m/z 107.0474).

This difference can be explained either as a loss of oxygen (from

hydroxyl group, i.e. Dm/z 15.9949) or as a loss of methane (Dm/z

16.0313). Comparison of measured and calculated differences

confirms the first possibility and absence of methyl group in the

structure. Second, cleavage of formaldehyde (i.e. loss of (Dm/z

30.0049, dtm 5.7 mDa) and COH$ radical (Dm/z 29.0045, dtm

1.8 mDa) beside the main loss of CO confirms the presence of

aldehyde group in themolecule. Another possibility is presence of a

carboxy group in themolecule of the marker (i.e. benzoic acid). This

possibility was tested by comparison of retention time with

authentic standard (spiked to the PS-RGM sample) and its frag-

mentation. Different retention times of standard and detected

markers and in particular the absence of a loss of CO2 in the colli-

sion spectrum of marker while its occurrence during benzoic acid

fragmentation observed under identical MS setup excluded this

possibility. Finally, retention times of markers at m/z 123.05 were

compared with retention of authentic standard of p-hydrox-

ybenzaldehyde. Retention times of markers differ significantly from

the standard. The fact suggests that those markers are fragments of

some bigger molecules. In fact, signals at m/z 209.0870 and

293.1053 have identical retention times with those markers at RT

1.94 and 4.81 min, respectively. Collision induced dissociation of

parent ion with m/z 293.1053 provided fragment at m/z 275.0899

corresponding to a loss of water. Besides, fragments typical for RDA

cleavage of flavan-3-ols were formed, i.e. m/z 165.0529 (C9H9O3
þ,

dtm �2.3 mDa), 153.0572 (C8H9O3
þ, 2.0 mDa) and 139.0382

(C7H7O3
þ, �1,3 mDa). Those fragments were already observed and

Fig. 5. Changes in profile of significant markers from 1st (A) and 2nd (B) stage of gasification process. A: 9.03_303.0530 e hydroxylated kaempferol; 11.95_411.1100 e hydrox-

ybenzoylcatechin; 9.93_287.610 e kaempferol; 6.75_493.1340 e malvidin-3-glucoside; 8.85_303.0540 e isomer of quercetin; 10.59_411.1080 e hydroxybenzoylcatechin;

10.09_317.0780 e methylquercetin or related isomer; 7.92_349.0970 e malvidin-chalcone. B: 1.38_305.0706 e reduced (dihydro analogue of) quercetin, hydroxykaempferol or

related chalcones; 2.53_139.0457 e tentatively a fragment of reduced kaempferol; 1.94_123.0491 e hydroxybenzaldehyde (fragment of dimethoxychromanone); 4.81_123.0495

ehydroxybenzaldehyde (fragment of reduced catechin); 9.78_123.0492 e hydroxybenzaldehyde (fragment of unknown molecule).
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thoroughly explained for catechin by Li and Deinzer (Li and Deinzer,

2007). The parent compound contains two hydrogen atoms more

compared to catechine indicating its reduction. This interpretation

is further supported by the presence of fragment at m/z 149.0614

corresponding to the gain of two hydrogens to the 1,4Bþ RDA frag-

ment of catechin. Fragment at m/z 123.0451 (corresponding with

the marker 4.81_123.0495, dtm �4.4 mDa) is formed by previously

also described catechin benzofuran forming fission (Li and Deinzer,

2007). More detailed information about the reduced catechin

fragmentation can be found in Supplement 4. The position of

reduction in the catechin skeleton was not deduced from the

available spectra and a mixture of chromatographically non-

resolved isomers is likely.

By analogy, the parent ion of the marker 1.94_123.0491, i.e.

signal at m/z 209.0870, could be formed by an action of methano-

genic archaea in reductive atmosphere. The presence of common

flavons and flavonols and in some cases consequently their reduced

or methylated forms were described above. Flavonoids (Barz and

Hoesel, 1979) and their chalcon forms (Adams, 1973) can be

transformed to dihydroxychromones or coumarin derivatives by a

loss of side B-ring. This process can occur also in PS-RGM mixture.

The identity of parent ion at m/z 209.0870 can be ascribed to a

protonized dimethoxychromanone (dtm 5.6 mDa). Dihydrox-

ychromones were described to occur by enzymatic degradation of

flavonoids (Barz and Hoesel, 1979) and those compounds can be

consequently reduced and methylated by methanogenic bacteria

(Peng et al., 2014). Dominant fragments obtained by MS/MS

experiment are ions atm/z 149.0614, 131.0469 and 103.0529. These

signals can be explained by successive elimination of water

(perhaps driven by the heterocyclic ring aromatization and

evidencing the presence of hydroxyl group), ketene (evidencing the

presence of methoxy group) and carbon monoxide (chipped from

heterocyclic ring). Note, that the presence of the second methoxy

group in the parent molecule is evidenced by a weak but evidential

signal of fragment atm/z 134.0362 rising by a loss of methyl radical

from the fragment at m/z 149.0614 (Supplement 5). The identity of

marker 9.78_123.0492 was not revealed based on the available

analytical data and it is an objective of a future research.

The changes of markers profile from 2nd stage during the

fermentation process are shown in Fig. 5B. It can be seen that all

those markers are not present in the initial stage of fermentation.

Their content in liquid phase reaches maximum approximately in

4e8 days and then their degradation is observed. Statistically sig-

nificant decrease of identified reduced flavonoid(s) (markers atm/z

305.0706 and 139.0457) after 16 days of gasificationwas reached as

can be seen from the changes of peak areas and their error bars

(Fig. 5B). Compounds providing signal of fragment at m/z 123.05

were degraded much faster (significant decrease after 8 days is

reached).

The studied gasification process comprises of many chemical

and enzymatic processes and thus comprehensive explanation of

wine polyphenols degradation is difficult to reach. However, our

experiments indicate that reduced forms of particular flavonoids

rise during gasification process. Some of them exhibit higher

toxicity (taxifolin as one of dihydroquercetin isomers has acute

intraperitoneal toxicity for mouse LD50 (AITM-LD50) equal to

985 mg kg�1) than their oxidized counterparts (e.g. quercetin with

AITM-LD50 value of 3000 mg kg�1) or than aglycone of one from

dominant flavonoids present in initial PS-RGM sample, i.e. malvi-

din-3-glucoside (malvidin aglycon in the form of chloride has

AITM-LD50 value 4110 mg kg�1) (http://datasheets.scbt.com).

4. Conclusion

The process of anaerobic fermentation to reach methanogenic

phase of gasification of wine waste was studied in microscale

discontinuous fermenter. The unstabilized methanogenesis was

reached and maintained during the study as proven by appropriate

control by GC/MS. LC/HRTMS analysis combined with PCA and

OPLS-DA revealed main chemical distinctions of gasified wine

waste (PS-RGM) from commonly used mixture at agricultural

biogas plants (e.g. PS). Eight compounds with polyphenolic struc-

ture were revealed among the most significant markers dis-

tinguishing mixture enriched with wine waste (red grape marcs)

from common gasified materials. LC/HRTMS analysis of samples

collected during acidogenic phase and unstabilized methano-

genesis indicates the formation of reduced forms of some flavo-

noids in early stages of the process and their consequent

degradation. Considering a higher toxicity of some dihydro flavo-

noids (e.g. taxifolin) compared to common wine flavonoids (mal-

vidin, quercetin etc.), a potential environmental risk of utilization of

unstabilized digestate as a fertilizer can be taken into account. This

hypothesis points out the necessity of appropriate analytical con-

trol of digestate.
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Abstract 
Anaerobic fermentation is excellent ecological waste treatment and the way how to produce cheap 
electrical and thermal energy. Biogas stations are divided in three main groups  agricultural, waste and 
industrial. Agricultural biogas stations are the most frequent due to the purchase price of energy which is 
higher than for waste biogas stations. In future we can expect greater construction of waste biogas 
stations according to new European Notice 1999/31/EC, which plan to reduce the amount of 
biodegradable waste going to landfill to 35% until year 2020. Considering this notice a higher production 
of digestate can be anticipated. At present, analytical control of digestate comprise only basic 
parameters, which are important for its use as fertilizer or as fuel (pellets form). However, detailed 
research on processes occurring in digestate as well as routine control of pollutants such as pesticides, 
PCBs, herbicides, fungicides and heavy metals for routine analysis is still in development. The aim of 
this review is to reflect the state of art of biogas production namely with regard to control and use of 
digestate produced by biogas stations in European Community and especially in Czech Republic. 

 
Key words: biogas system, digestate, fermentation, anaerobic, methanogenic bacteria, digestate 

control, digestate usage 
 

1. Introduction 
The beginnings of biogas systems can be dated to the turn of the 19th and 20th century, but first 

notes debating the possibility of producing biogas appeared earlier. These historical "biogas stations" 
were situated in sewage disposal plants, where the resulting biogas was used for lighting and heating. 
The first anaerobic biogas station was built in leper colony in Bombay, India in 18591. Anaerobic 
digestion reached to England in 1895, where the biogas plants were optimized for sewage treatment and 
the biogas was used as fuel to street lamps in Exeter2. Research in the area of anaerobic fermentation 
and biogas stations began in 1930s3. Gradual research discovered many types of anaerobic 
methanogenic bacteria that can produce methane. Anaerobic microorganisms producing methane 
significantly influenced composition of the atmosphere of Earth in past, until oxygen appeared. Oxygen is 
toxic for anaerobic bacteria causing their recession4. The differences between aerobic and anaerobic 
fermentation are shown on the decomposition of glucose (Eq.: 1-2)5. 

 
Aerobic fermentation 
C6H12O6  +  6 O2    6 CO2 + 6 H2O +  waste +  heat energy  (1)  
 1 Kg    0.53 Kg   0.72 Kg  0.40 Kg   0.41 Kg    6360 kJ  
 
Anaerobic fermentation 
C6H12O6    3 CH4 +  3 CO2 +  waste +  heat energy   (2)  
 1 Kg      0.25 Kg   0.69 Kg  0.06 Kg    0.38 kJ  
 
In the aerobic process, more amount of solid substrate (waste) was observed compared to anaerobic 

process. Moreover, this waste is heated by released thermal energy. In the anaerobic process, the 
amount of released heat is not high enough to cause warming of the solid substrate and additional 
heating of material is at the beginning of the process required. On the other hand, after the process of 
anaerobic fermentation is established the material releases enough energy to maintain optimal 
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temperature and chemical energy of biogas represents the benefit of the process6. During anaerobic 
fermentation, the bacteria propagate and gradually increase the production of methane versus carbon 
dioxide. Waste material remains in the reactor after the fermentation process is over. 

on fermentation of stirred feedstock mixed with liquid medium. The residue from the fermentation 
process is called digestate. ii) second fermentation technique is known as "dry" anaerobic fermentation. 
Feedstock is inserted into a metal sieve in the upper part of the reactor and showered by water in timed 
cycles. The resulting liquid residue is called percolate, which can be used later as liquid fertilizer7. The 
solid part is usually composted after fermentation. The process of biogas formation is relatively well 
described. On the other hand, the chemical composition of digestate would deserve a higher attention 
especially from the point of view of its utilization, safety and effect on environment. The aim of this 
communication is to inform comprehensively about the state-of-the-art of investigation of biogas 
production process and control of rising products. Particular attention is given to digestate formation, 
analysis of its composition and possibilities of its use. 

 
2. Biogas systems  
2.1. Principle of biogas production 

Biogas is a mixture of two gases, CO2 and CH4. The gases however do not appear right after inserting 
the material into the reactor and their gradual production consists of several stages (see Figure 1). In 
initial stage, residual oxygen is present in the reactor and therefore this phase does not include action of 
methanogenic bacteria, but only aerobic ones8, 9. The initial stage can be described as decomposition 
(mostly hydrolysis) of biopolymers. Lipids turn into glycerol and higher fatty acids, proteins decompose to 
peptides and consequently to amino acids, polysaccharides to simple sugars. Hydrolysis is followed by 
acidogenesis (both phases partially overlap). Higher fatty acids are further decomposed to lower ones 
(caproic, valeric, butyric, propionic and acetic acid), and the other substances to CO2 and H2. Hydrolysis 
and acidogenesis are mostly constituted by hydrolytic and acidogenic bacteria10. Final phase of 
anaerobic fermentation is called methanogenesis. This process is driven mainly by acetotrophic bacteria 
(Methanothrix Soehngenii, Methanomicrobiales) and hydrogenotrophic bacteria (Methanobacterium 
Bryantii, Methanobacteriales)4, 11. The first mentioned bacterium is responsible for conversion of acetate 
into methane and carbon dioxide. This bacterium is not able to reuse substrates such as CO2, H2

12, 13. 
The latter one is able to use carbon dioxide and hydrogen for its grown12, 14. Note that for effective biogas 
production both kinds of bacteria should be present in reaction mixture.  
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Figure 1: Scheme of processes in biogas reactor (published with permission of the authors15) 

 
 

The growth rate of bacteria in the methanogenic stage is of course greatly influenced by composition 
of feedstock. Bacterial reproducibility can be characterized by the growth curve that can be described by 
six stages5 (Figure 2): 

1) Lag phase - adaptation of bacteria to environmental conditions 
2) Phase of accelerated growth -part of (already adapted) microorganisms begins to multiply 
3) Exponential growth phase - the bacteria are fully adapted and multiply rapidly 
4) Phase of slow growth - growth rate of microorganisms lowers 
5) Stationary phase  nutrients go down, vitality and mortality of bacteria is in equilibrium 
6) Decline (death) phase - lack of nutrients kills the bacteria and they decompose 
 

Figure 2: Phases of bacterial growth, 1) lag phase, 2) phase of accelerated growth,  
3) exponential growth phase, 4) phase of slow growth, 5) stationary phase, 6) decline phase 

 
To speed up the first and second phase of the fermentation process, vaccine (inoculum) from the 

fermenter at stable state can be used. Second option for starting up the fermentation process is use of 
a dried methanogens in their inactive state16. Some of these inactive bacteria are commercially available 
and in some case even enriched with another kind of bacteria, such as cellulolytic bacteria, half-
cellulolytic bacteria, amylolytic decomposing bacteria and protein decomposing bacteria for increasing 
anaerobic fermentation17,18. 
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2.2. Biogas stations 
Most of the biogas stations are located near the big stock farms (hog and cattle ones). Those farms 

produce a lot of manure and energy crops (corn silage, grass, sugar beet)19. Public Notice of the Czech 
Republic Notice 482/2005 Sb.20 about determination of the types and the use of biomass for electricity 
generation was novelized by Notice 5/2007 Sb.21 and then by Notice 477/2012 Sb.22 about determination 
of the types and the use of biomass for electricity, heat and biogas generation. All these notices specify 
that the biogas station must be registered in the category AF1 to achieve the highest purchasing price of 
electricity. AF1 category means that more than 50 % (m/m) of feedstock per month must come from 
biogas crops23. The rest of the input material must be represented by one of approved organic ecological 
ingredients, such as: cereal grain and oilseeds, grass material including other plant tissues, slops from 
the production of fermented spirits19 or intermediates of livestock production (manure, dung, dung water, 
separated slurry)23-25. If the requirements regarding input material are not fulfilled, the biogas station is 
classified as AF2, which results in lower purchase price of electrical energy26. Suitable substrates for 
AF2 biogas stations can be characterized as waste (e.g. waste from the food, brewing, dairy, canning, 
sugar, and tobacco industry)23, 25. The biogas stations which process animal waste are relatively specific 
and they follow European Notice 1774/200227. 

 
Figure 3: Biogas stations (BGS) in Czech Republic (year 2012) (Published with permission of 

Czech Biogas Association28) 

 
 

The map of biogas stations (Figure 3) on websites of the Czech Biogas Association28 shows that the 
agricultural biogas stations are more common than waste and industry biogas stations. Currently are in 
Czech Republic around 500 biogas plants. The precise number on the date July 31st 2013 was 487 
biogas plants, of which 317 are agricultural, 7 municipal, 11 industrial, 55 on junkyard and 97 as parts of 
wastewater treatment plants. The fact that agricultural plants are more frequent can be explained with 
the purchase price of energy. The most common capacity of biogas station built in Czech Republic is 
around 1000kW, the highest capacity of biogas station is 3858 kW and the lowest is 47kW. 28 According 
to the Energy Regulatory Office (ERU), the purchase price is 4120 CZK/MWh in group AF1 and 3550 
CZK/MWh in group AF2 (roughly 150 EUR/MWh in AF1 and 130 EUR/MWh in AF2, respectively; 
decision of ERU 2011)29. It can be expected, that this imbalance will change due to the new Notice 
1999/31/EC30 on the waste landfill. This directive obligated member stated to reduce the amount of 
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biodegradable waste going to landfill to 75% of weight of this type of waste produced in 1995 until 2010. 
Consequently, next reduction to 50% until 2013 and to 35% until 2020 is required31. For this reason 
a unification of those two categories of biogas stations can be expected. Expectable consequence is an 
increase of amount of digestate with different parts of ecological and waste feedstock and with various 
agriculture parameters. 

 
2.3. Analysis of digestate composition during the fermentation process 

Composition of digestate is obviously related to the nature of used feedstock and the circumstances 
of its genesis32. Digestate can be used as a fertilizer, but the initial registration in Central Controlling and 
Testing Institute of Agriculture in Prague is needed. Only if the digestate is produced solely from cattle 
manure (manure, slurry, etc.) or roughage (silage, haylage, hay, etc.), it is considered a fertilizer and can 
be used for personal use without any registration33.  

As mentioned in previous paragraph, analyses of feedstock are an important part of any proper 
operation of biogas system. Total dry matter content (total solid, % of weight) and content of organic 
solids in input material should be monitored for theoretical calculation of amount of organic substances 
decomposable by anaerobic fermentation. Stability of gasification process is endangered in materials 
where the content of organic nitrogen exceeds the limit of 10% of weight of organic solids, since 
microorganisms could be poisoned by free ammonia (commonly going with an unusual stink) and the pH 
value will change10, 24. The pH of the material together with its buffering capacity is important parameter 
for good biogas production and therefore it is important to monitor pH of feedstock material before 
fermentation. For example animal faeces are rich in ammonia (more than 4 g.l-1), so if animal faeces 
indicate low dry matter and potential threat of ammonia, it is necessary to mix them with energy-richer 
material6, 34. 

In this regard, plant materials with the C:N ratio of 20-100:1 should not cause problems. Pork slurry 
with C:N ratio 12  13:1, bone meal (meat-bone meal) with C:N ratio 4  7:1, blood with C:N ratio 3  4:1 
and rapeseed slices with C:N ratio 8  12:1 could be on the other hand viewed as hardly gasifiable 
materials. For fully stabilized process the C:N ratio about 20  30:110, 14, 24 appears to be optimal. The 
ratio of C:N can be adjusted by addition of plant substrate (straw, grass, etc.). Note however, that some 
kind of plant tissues with protein legumin (vegetable casein) contain more than 5% (m/m) of nitrogen are 
inappropriate for the C:N ratio adjustment. Another parameter influencing both the biogas yield and 
composition of digestate is the load of material into the biogas station34. A smaller amount of feedstock is 
required in the first phase of fermentation. If the amount of feedstock material in batch is too big, the 
input solution is exceedingly acidified during acidogenesis and the reaction mixture becomes 
inappropriate for bacterial growth. Also, in such a case, the composition of digestate would not be 
optimal for its use as fertilizer, because it would contain poorly decomposed feedstock material and the 
pH would be too low (amount of CO2) or too high (amount of NH3) depending on feedstock 
composition10, 35, 36. Besides, it is useful to monitor the content of easily degradable components (starch, 
lipids and proteins) and the amount of hardly degradable fiber. Furthermore, we can determine the 
content of macroelements in input mixture, which can be later found in the digestate. Main analyses of 
feedstock are shown in Table 1. Microelements such as Cd, Pb, Hg, As, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe, Mn are not 
analysed in feedstock material, but only in digestate if using as fertilizer is planned32, 37. 

In Table 1 standard analytical procedures (mostly Standard Operating Procedures, SOP) 
implementable by accredited laboratories are listed. Commonly they are done by specialized sites (e.g. 
laboratories of Central Institute for Supervising and Testing in Agriculture of Czech Republic). 
Unfortunately, main analyses, do not provide any information about pollutants (pesticide etc.) or 
metabolites (animal, plant or microbial), that could form another compounds during biogas fermentation 
in (nearly) anaerobic conditions. It would be appropriate to put more effort into the analysis of input 
material. 
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Table 1: Parameters controlled in feedstock 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AES  atomic emission spectroscopy; AAS  atomic absorption spectroscopy 
 

 
 

2.4. Analysis of gas phase during anaerobic fermentation 
Analysis of gaseous compounds arising during fermentation is very important for maintaining of the 

biogas production in optimal conditions. Carbon dioxide and methane are two main gases in the internal 
atmosphere of the reactor. Figure 4 shows the rising of the amount of the gaseous components during 
anaerobic process and changes of pH. In the first phase of fermentation (hydrolysis) a very fast 
decrease of oxygen and nitrogen as main parts of air was observed. The amount of carbon dioxide 
increased with simultaneous decrease of pH. This process is still observed in acidogenic phase. In the 
final phase (methanogenesis) the content of methane escalates with simultaneous reduction of content 
of CO2 and H2. 38, 39. 
Beside aliphatic, alicyclic and aromatic hydrocarbons, alcohols and thiols, aldehydes and ketones, 
esters, ethers, sulphides and disulphides, halogenderivatives of hydrocarbons (among them also 
environmental contaminants  PCBs, herbicides, pesticides, fungicides), amines and furan with its 

Parameter Symbol, unit Indication of used method/basic principle 

Main parameters 

Dry matter content (total solid) TS, % (m/m) in dry matter  drying, weighing 

Combustible compounds % (m/m) in dry matter  annealing, weighing 

Total organic carbon TOC, % (m/m) in dry matter  oxidation to carbon dioxide, 
spectrophotometry 

Total carbon CT, % (m/m) in dry matter  combustion, detection of 
CO2 

Chemical oxygen demand CODCr, mg.dm-3 SOP 05 (TNV 757520) titration with potassium 
dichromate 

Acid neutralization capacity ACN, mmol.dm-3 -1) acidimetric titration 

pH -  potentiometry 

Lipids g.kg-1 in dry matter  extraction, solvent 
evaporation, weighing 

Proteins g.kg-1 in dry matter O  14 coagulation by Barnstein 
method, kjeldahlization  

Starch g.kg-1 in dry matter C  6 hydrolysis, polarimetry 

Fibre g.kg-1 in dry matter  modified Scharrer method 

Content of nutrients  

Total nitrogen NC, % (m/m) in dry matter SOP 61 (JPP -  kjeldahlization 

Ammoniac nitrogen NNH4+, mg.kg-1 in dry matter SOP 65 (JPP -  
distillation, 

titration/spectrophotometry 
 

Nitrous nitrogen NNO3-, mg.kg-1 in dry matter SOP 65 (JPP -  mineralization, 
spectrophotometry 

Total phosphate PC, mg.kg-1 in dry matter SOP 62 (JPP -  mineralization, 
spectrophotometry 

Calcium Ca, % (m/m) in dry matter SOP 60 (JPP -  mineralization, AES 

Potassium K, % (m/m) in dry matter SOP 60 (JPP -  mineralization, AES 

Magnesium Mg, % (m/m) in dry matter SOP 60 (JPP -  mineralization, AAS 

Total sulfur ST, mg.kg-1 in dry matter SOP 94 mineralization, gravimetry as 
BaSO4 
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derivatives were detected. All of these environmental pollutants were determined in digestate in 
laboratory using Membrane Biological Reactor (MBR)40, 41. It is necessary to find appropriate analytical 
method for fast and cheap analyses of digestate and reactor atmosphere focus to main pollutants.  

 
Figure 4: Composition of gases during digestion with changes of pH (published with 

permission of authors15) 

 
 
Some of mentioned minor compounds are responsible for air contamination in the surroundings of 

biogas stations and to a certain extent also digestate. Kind of odour can roughly indicate functional 
groups present in volatile compounds as described elsewhere42  44. Arising smell during anaerobic 
fermentation indicate inconvenient fermentation process. Main factors which influence production of 
biogas are feedstock material (slaughterhouse waste, sludge from sewage treatment plants, fats and 
blood from slaughterhouses) and time of fermentation. The formed digestate must be then stored in 
hermetic reservoir for stabilized and reduce smell. Another important tool for prevention of smell is bio-
filter (limestone, ammonium sulphate, phosphate, microorganisms), which must be installed in every 
potential critical biogas plant45. 

  Sampling of the gas samples around biogas stations is by itself an objective of extensive research. 
There are many comprehensive reviews dealing with different kinds of sample collection and analysis42, 

44-48. Among analytical techniques used gas chromatography and its combination with mass 
spectrometry represents the most common procedure46  47, 49. Another procedure is based on Open-Path 
Fourier Transform Infrared Spectrometry (OP-FTIR)50. Sensory evaluation of volatile compounds 
released from biogas systems is based on dynamic olfactometry (DO). Results are evaluated in Odour 
Units (ouE, European odour unit). This method is set by European Norm (EN 13725)51, 52. 

 
 

3. Constitution of digestate and its control 
The knowledge of chemical composition of digestate is important for its future use. At present, the 

analytical control of digestate includes only main basic parameters which are demanded by related 
legislation. Main controlled items include agrochemical parameters (Total Carbon, CODCr, content of N, 
P, K, Ca, Mg, S, total solid)32 and content of some elements, especially metals (Cd, Pb, Hg, As, Cr, Ni, 
Cu, Zn, Fe, Mn) are usually determined using atomic absorption spectrometry (FA-AAS). Another 
methods for quantification of metals are inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-
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AES), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and hydride generation atomic 
absorption spectrometry (HGAAS)32, 37.  

Electrothermic atomization  atomic absorption spectrometry (ETA-AAS) is standardized technique 
for speciation of arsenic (Norm EN ISO 15586)53 and analysis of cadmium (Norm EN ISO 5961)54. 
Atomic absorption spectrometry is a recommended method for determination of Mo, Zn, Pb, Cu, Ni 
(Norm ISO 8288)55 and Cr (Norm EN 1233)56. Determination of mercury is based on AMA analyzer 

N 757440)57. 
Other determined parameters are 58, hydrolysable and 

extractable compounds, unhydrolysable rest of fibre and ash (Henneberg  Stohmann  
method)34. The amount of microelements is varied and strongly depends on history of feedstock. Cu and 
Zn belong to hazardous elements in cow manure for instance. Copper appears in bovine manure in the 
form of copper sulphate usually used to clean hoofs59. Zinc comes from zinc oxide used to adjust enteral 
microflora of cattle60. 

In some cases, the amount of chitin is determined in the input mixture. Chitin is an important 
component of wood, but it is very poorly degradable by methanogenic bacteria. Chemically it is 
a homopolymer of (1-4)-BN-acetyl-D-glucosamine. Decomposition to N-acetyl-D-glucosamine is carried 
out by two hydrolases  chitinase (EC 3.2.1.14) and N-acetyl-D-glucosaminidase (EC 3.2.1.52)61. Yasir 
et al. (2009) 62 recently discovered that earthworms produce large amount of chitinase allowing 
increasing the degradability of chitin. Furthermore earthworms prevent the formation of pathogenic fungi. 
Obviously, it is possible to use compost as an additive for better decomposition of chitin to smaller 
organic substances. 

It was also found that some pathogenic bacteria could survive in the digestate (e.g. Salmonella, 
Clostridium perfigens, Escherichia coli, Bacteroides fragilis, Listeria monocytogenes, Giardia)63 and they 
can subsequently proliferate when the digestate is used as a soil fertilizer64, 65. Microbial analysis is thus 
another required tool to control gasification process and subsequent use of digestate. Details of 
microbiological analyses exceed however the scope of this article. On the other hand, modern analytical 
chemistry offers analysis of biomarkers of the presence of some kinds of bacterial colonies66. 

Analysis of digestate includes mostly agrochemical parameters and hazardous elements (especially 
heavy metals). However, the question is what happens with particular organic compounds during 
anaerobic digestion. The compounds could react with each other or can be transformed during the 
gasification process. Those processes are undoubtedly subjects of future research (potential 
negative/positive effects of arising derivatives). 

 
 

 4. Physicochemical treatment of digestate for further use 
Many agricultural biogas plants are part of the farms and the digestate they produce is used as a 

fertilizer. However, digestate contains relatively large amounts of nitrogen compounds, which could be 
accumulated on farms or fields, respectively. At the present time, the export of digestate to agricultural 
land is governed by appropriate directives  Law No.9/2009 Sb. (Czech Republic)67 and Regulation 
834/2007 (European Union)68 and Directive 91/676/EEC (European Union)69. Those laws protect aquatic 
ecosystems against pollution (eutrophication risk). The farmers are constraining to transport the 
digestate to distant places in order to avoid release of excessive macroelements (i.e. NH4

+ and PO4
3- first 

of all) from soil to phreatic water around biogas plants70, 71. This is documented by an example from 
a biogas station located in Bavaria, close to Passau. This biogas station treats approximately 46,000 
tons of bio-waste per year and produces about 15,000 tons of digestate per year. This huge amount of 
digestate cannot be exported to one location (field, meadow, etc.) and there is a need to modify it and 
export or sell it72. Digestate may contain up to 95% of water, which often has to be removed. Reason for 
this is to reduce transport costs and to save storage space. Excess of water can be removed using 
membrane filtration73, reverse osmosis74, 75 or combination of mechanical (filtration) and thermal 
dewatering (stream of hot air)76. Thanks to commercial availability of specific devices, these mentioned 
methods have been already utilized in Czech Republic. Another very often described thing is reduction of 
the content of unwanted elements in digestate75. The first step is the separation of the liquid and the 
solid part of the digestate. This is usually made by flocculation using polyacrylamide. Flocculation can be 
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further supplemented with inorganic salts  optimally Al2(SO4)3 and FeCl376. Second method of 
separation involves capturing the solid components using emulsion or powder based polymers for 
flocculation then is used rotating drum for separation to two parts (solid and liquid). Solid material is 
remaining on rotating drum. The solid residue is pasteurized by high temperature, which kills all 
potentially pathogenic organisms. Then, the solid material is stabilized by conversion into an organic soil 
conditioner rich in phosphorus. The liquid residue still contains a large amount of potassium and 
inorganic nitrogen. Nitrogen can be converted using nitrifying-denitrifying bioreactor to N2

75. More 
detailed description of the biological removal of nitrogen is provided in a publication of Henze et.al. 
(2002)78. Briefly, the process of conversion of ammonia to gaseous nitrogen is divided into two steps. 
The first is the autotrophic nitrification, which involves the oxidation of NH4

+ to NO2
- and then to NO3

- by 
nitrifying bacteria in an aerobic environment. The second step is heterotrophic denitrification, which leads 
to the reduction of NO3

- to gaseous nitrogen (N2) using denitrifying bacteria in an anaerobic environment 
with organic carbon as electron donor (methanol was used in this case)78.  

As an alternative way, anaerobic oxidation of NH4
+ can be used for biodegradation of nitrogen without 

organic carbon served as an electron donor. Autotrophic anaerobic bacteria oxidize NH4
+-N (electron 

donor) to N2, where NO2
--N is an electron acceptor79. There are remaining macroelements in the liquid 

after removal of surplus nitrogen. The most effective method for preconcentration of these nutrients is a 
membrane filtration73, 80. The concentrate is usable as a high nutrition fertilizer. Another option is to use 
reverse osmosis73, 76, 81, 82.  

Next very important indicator of the quality of digestate is the chemical oxygen demand (COD). COD 
helps us to specify the amount of organic components in the digestate. Organic substances are 
decomposed during anaerobic fermentation. If the COD parameter is very low at the end of the 
fermentation process, it means that gasification run with a high efficiency. To reduce the COD in the 
digestate, Gong, Li and Liang (2010) suggested applying consecutive aerobic fermentation of the 
digestate. Digestate is pumped from the anaerobic digester to an aerobic digester where it is fermented 
again. This fermentor is equipped by a membrane module for the removal of NH4

+ and PO4
3- ions from 

the fermented digestate. After 120 days of total fermentation process (anaerobic-aerobic-membrane 
fermentation), the amount of NH4

+ ion is reduced to 1.9 %, the amount of PO4
3- to 23.4 %, and chemical 

oxygen demand decreased to 3.7 % of total amount. The modified digestate can be applied to 
agricultural land in large quantities, because there is no problem with transcending the limits of 
nutrients83. 

Detailed comparison of various methods for treatment of digestate is described by Rehl and  
(2011)71. Especially composting process deserves a proper attention and it is commented here in more 
details. The process can be in principle divided into three parts  mechanical pretreatment, composting 
and treatment of the solid rest. Mechanical pretreatment uses flocculation with polyacrylamide and 
a centrifugal force is applied for separation of liquid and solid parts. Separation to liquid-solid parts is 
commonly used as a physical pre-treatment of animal waste. The liquid phase is used as liquid fertilizer. 
However, if the liquid fraction is low in nutrients, the target area would not be fully supplied with 
macroelements. Increasing the amount of sprayed liquid fraction could be a solution to this but the 
concentration of unwanted microelements and compounds could then increase above their emission 
standard. Solid phase is stored for 10 weeks in closed system assigned for composting. Solid matter is 
aerated by stirring. After the termination of the composting process, the material can be transported in 
open boxes to the field or to the warehouse84  88. 

In some cases, the digestate contains large amount of ammonia which is released to atmosphere. 
This represents an environmental problem since ammonia belongs to greenhouse gases, negatively 
affecting atmosphere. A possible solution to reduce the level of ammonia in the digestate is suggested 

70. Their technology combines classical glasshouse and solar heater which 
heats the digestate from biogas station (hybrid waste-heat/solar dryer). In the glass house a conversion 
of NH3 to N2 due to sunlight occurs. The process of reducing ammonia was monitored by Fourier 
transform infrared spectrometry. The final dried digestate contained around 35% of water and minimum 
of ammonia and can be directly apply on the field or transport to the place of need89, 90. Another method 
is based on separation mixture on solid and liquid part using a decanter. The solid component is 
immediately used as a fertilizer after separation. The liquid phase is then heated, and when liquid starts 
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boiling, a hot sulphuric acid is added to remove CO2 and reduce pH (final pH ranges from 4.4 to 4.8). 
The acidified liquid containing NH4

+ cation can be then used as fertilizer. The negative effect of this 
method is significant emission of carbon dioxide representing important component of greenhouse gas71. 
Czech biogas station in Plevnice is using a combination of mentioned method for reduction of the 
amount of ammonia. Briefly, the digestate is separated into solid and liquid part using centrifugation and 
then is liquid part distilled for removing of ammonia and arising ammonia is absorbed in CO3

 solution. 
Liquid and solid part is used as fertilizer. 

Interesting idea for the use of digestate is described in a paper of Kratzeisen et al. (2010)91. Authors 
mention utilization of the digestate as a fuel in the form of pellets. However, the process of combustion 
as already mentioned is strongly influenced by the quality of input mixture (presence of heavy metals, 
hardly degradable organic substances etc.). The necessity of appropriate analytical control before and 
during the production of pellets is obvious. Authors analysed heavy metals in digestate using two 
techniques with inductively coupled plasma: ICP-OES for potassium and ICP-MS for As, Cd, Cr, Cu, Hg, 
Pb, Zn. These two methods are recommended by German National Norm DIN 38406-2292 and Norm 
DIN 38406-2993. Two digestates were studied: digestate 1. contained 50 % of maize silage, 40 % of 
grass and grass silage and 10% of potatoes. Digestate 2. contained of 81 % of maize silage, 9 % of 
sugar sorghum, 7% of poultry manure and 3 % of corn cob mix. The concentration of As, Pb, Cd, Hg, Tl 
in the ash was under threshold value. In digestate 2 the content of Ni was 3.5 time higher (285 mg.kg-1) 
than threshold value defined by German National Norms. The concentration of Cr also exceeded 
appropriate threshold value in both digestates (76 mg.kg-1 for digestate 1; 184 mg.kg-1 for digestate 2)91. 
Another way for determination of composition of ash from pellets is X-ray fluorescence (XRF). Hirokawa 
et al. (2013)94 compared AAS and XRF for analysis of 5 metals (Co, Ni, Pd, Ag, Au). These methods 
were compared using a sample of ash enriched with standards of the above metals. The X-ray 
fluorescence shows greater results of of those metals except cobalt than AAS. Those differences were 
due to their incomplete decomposition using aqua regia94. Note, the production of pellets from digestate 
in Czech Republic is only fractional that up to now and its progress (including technology) is question of 
future development.  

 
 

5. Conclusion 
Production of biogas is fast-growing branch allowing efficient and ecological waste treatment and 

production of a relatively cheap energy. This mini-review covers various aspects of biogas plants 
operation including feedstock control and adjustment, description of processes in reactor and ways to 
optimize gas production. Main attention is paid to the process of digestate formation, analytical control of 
its composition, possibilities of its treatment and safe use. Although digestate is routinely characterized 
by non-specific parameters and content of macro-components is relatively well known, many processes 
remained unresolved and hopefully they become subject of systematic research.  
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Introduction 

Anthocyanins are water soluble dyes, which are responsible for color of plant tissues. 
Those natural pigments belong to the group of flavonoids. Beside their use as safety food 
colorants, they have many positive effects on human health1. The stability of anthocyanins is 
strongly influenced by many factors such as pH, temperature, concentration, presence of oxygen 
or enzymes, irradiation, etc.2  

Anthocyanins are sensitive to food production technology and storage conditions. 
Therefore concentration profile of those dyes and their degradation products reflects insufficient 
manipulation with food. Products of anthocyanin degradation involves cleavage of sugar moiety 
and consequent formation of phenolic acids (i.e. protocatechuic, p-hydroxybenzoic, 3,4-
dihydroxy-5-methoxybenzoic, syringic, vanillic and gallic acid depending on B-ring substitution 
of anthocyanin) and phloroglucinaldehyde3. Those compounds can be considered as potential 
markers of food quality (e.g. controlling of winemaking technology and/or wine storage). The 
aim of the contribution is to investigate the processes of anthocyanin degradation in detail by 
means of combination of liquid chromatography with high resolution tandem mass spectrometry.  
 
Experimental 
Mass spectrometer:  

Q-TOF Premier (Waters, Milford, USA), equipped with electrospray (Z-spray).  
Chromatographic systems:  

HPLC Smartline (Knauer, Germany) equipped with columns Gemini C18 110A (150 x 
2.0 mm,dp = 5µm, Phenomenex, USA), Kinetex 2.6µ C18 100A (100 x 2.1 mm, dp = 2.6µm 
(porous layer 0.5 µm), Phenomenex, USA) and Ascentis Express C18 (100 x 2.1 mm, dp = 2.7 
µm (porous layer 0.5 µm), Sigma-Aldrich); mobile phase A: 0.1% HCOOH in water; B: 0.1% 
HCOOH in methanol  (v/v). 

UPLC Acquity (Waters, USA) equipped with Ascentis Express C18; mobile phase A: 
0.1% HCOOH in water; B: 0.1% HCOOH in methanol (v/v). Gradient elution: A: 0-4.28 min 20 
% B, 4.28-7.85 min 20 – 60 % B, 7.85-13.56 min 60 % B, 13.56-14.99 min 60-20 % B,  
14.99-22.13 min. 20 % B. 
Preparation and purification of mixure of fenolic acid and phloroglucinaldehyde: 

One milligram of each standard was dissolved in 1 ml 1% HCOOH in water (v/v) and 
diluted on concentration 10 mg/l. Standards of vanillic, gallic, p-hydroxybenzoic, syringic and 
protocatechuic acid and phloroglucinaldehyde were used for method development.  
Preparation of a model solution of anthocyanins and phloroglucinaldehyde:  

0.5 mg of each standard (i.e. cyanidin chloride, malvidin-3-galactoside chloride and 
phloroglucinaldehyde) was dissolved in 0.9 mL of methanol and divide on three parts. Then each 
aliquot part of standard solution was dried up using fine stream of nitrogen and dissolved in 
appropriate solvent (pH 1, 3.5 or 7).  



Results 
First part of the study involved development of HPLC method with UV/VIS detection. 

Separation selectivity and efficiency towards standard mixture of six commercially available 
phenolic acids and phloroglucinaldehyde was tested on three chromatographic reversed-phase 
columns – one fully porous column Gemini C18 and two core-shell columns Kinetex C18 and 
Ascentis Express C18. The best results described by resolution of critical pairs and COF function 
4 were achieved using core-shell column Ascentis Express C18. This column was used for 
consequent experiments. 

Then, optimized LC system was hyphenated with mass spectrometer (Q-TOF Premier) 
and used for study of degradation of anthocyanins. Relatively fast decomposition of anthocyanin 
was observed when solutions were heated mimicking hot maceration involved in some 
winemaking processes. More than 90 % of anthocyanin content was decomposed in one hour. 
Concurrently rising of content of phenolic acids was observed (i.e. syringic acid in case of 
malvidin-3-galactoside and protocatechuic acid in case of cyanidin). Beside phenolic acids also a 
content of phloroglucinaldehyde was followed, however, the changes of its concentration are not 
straightforward and reproducible during repeated experiments. Thus the fate of 
phloroglucinaldehyde was studied in detail. 

  Standard of phloroglucinaldehyde was heated in various pH (1, 3.5, 7). A pronounced 
decrease of its content was observed after one hour of heating. In strongly acidic solution (pH 1) 
the amount of phloroglucinaldehyde decreased in 82.5 % of original content.  At less acidic 
solution (pH 3.5), which is typical pH for young wine, decomposition of phloroglucinaldehyde 
was not observed at all. Very fast decrease of phloroglucinaldehyde in neutral solution (buffered, 
pH 7) was observed (after one hour of heating the amount of phloroglucinaldehyde decreased in 
34.9 % of original content.  

 
Conclusion 

Our experiments show that fast degradation of anthocyanin occurs when their solutions 
are heated. During the decomposition increase of concentration of appropriate phenolic acids was 
observed. Concentration of phloroglucinaldehyde during heating process is not reproducible and 
its using as a marker for food quality control is questionable. Identification of products of 
phloroglucinaldehyde decomposition and study of real wine degradation is now in progress. 
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Summary 
This thesis is devoted to analytical control of composition of anaerobic fermentation mixture 

used for biogas production. The process of anaerobic digestion, presence of compounds in 

feedstock material and digestate (liquid part in reactor after anaerobic fermentation process) is 

discussed in first part of the work. Detailed review of published results showed that the process of 

analytical control of digestate is still in development. The proper control of many polutants such as 

pesticides, herbicides, fungicides, and heavy metals, but also nonfermented sugars, fatty acids, 

proteins and monitoring of the profile of flavonoid compounds is still missing.  With respect to new 

European Notice 1999/31/EC, which plan to reduce the amount of biodegradable waste going to 

landfill to 35% until year 2020, the processing and analysis of digestate will be neccessary. 

Detailed research of methods used for biogas production and digestate control was published as  

a review article. 

During winemaking process a huge amount of waste is produced. Effective treatment of the 

waste is still a challenging task. Its utilization in biogas stations is one logical possibility. This work 

is focused on development and utilization of analytical methods for control of waste produced 

during winemaking and its anaerobic fermentation during gasification. The attention was paid 

especially to the profile of flavonoids. 

The attention was paid to both decomposition and condensation processes occurring in wine 

waste and in the rising digestate. The first part of thesis deals with proceses that can be expected 

in fermentation mixture during anaerobic fermentation of wine waste. Flavonoids are effective 

inhibitors of microbial growth and thus their presence in fermentation mixture affects the whole 

gasification process. The fate of flavonoids during storage and anaerobic fermentation was not 

described yet. In this work a degradation process was studied on anthocyanin dyes (cyanidin, 

malvidin-3-galactoside) by high temperature and pH. The phenolic acids (protocatechuic and 

syringic acids) and 2,4,6-trihydroxybenzaldehyde were found and monitored in model solutions. 

After one hour of degradation of floroglucinaldehyde standard three new compounds were found. 

These compounds were identified as 1,3,5,7-tetrahydroxyanthrachinon using exact mass 

measurement, fragmentation experiments, retention time, comparison with appropriate literature 

and in one case also by comparison with authentic standard prepared by independent synthesis. 

Condensation of anthocyanins with other flavonoids occurs in plant materials and extracts as 

well. Second part of this thesis deals with the development of chromatographic methods for 

analytical control of diastereomeric bridged dyes - (+)-catechin-ethyl-malvidin-3-glucosides rising 

by condensation of (+)-catechin, malvidin-3-glucoside and acetaldehyde. A nano-liquid 

chromatographic method was optimized for their separation and compared with high performance 

liquid chromatography utilizing analytical columns with common dimensions. Nano-LC column 

offered higher retention and separation compared with conventional HPLC. On the other hand 

slightly better selectivity for the separation of diastereomers and higher resolution for all 
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components of the tested mixture was found for conventional HPLC system compared to nano-LC 

system 

Final part of this work is devoted to the study of anaerobic fermentation of hardly gasifiable 

wine waste in discontinuous microscale reactor. A series of gasifying experiments was performed 

to optimize conditions for anaerobic fermentation, i.e. optimization of ratio of pig slurry and winery 

waste, addition of methanogens and/or thioglycolate medium and pH value (adjusted with 

ammonium hydroxide). Efficiency of biogas production was monitored by gas 

chromatography/mass spectrometry. Liquid chromatography/high resolution tandem mass 

spectrometry in combination with advanced data treatment, i.e.  principal component analysis and 

orthogonal projection to latent structures, was used to reveal main chemical differences of gasified 

winery waste mixture from commonly used fermentation mixtures in agricultural biogas plants. 

Compounds with particular polyphenolic structures appeared among the most distinctive markers. 

Analysis of samples collected during acidogenic phase and unstabilized methanogenesis revealed 

formation of certain dihydro-flavonoids in early stages of the process and their consequent 

degradation, i.e. hydroxykaempferol, hydroxybenzoylcatechin, methylquercetin, malvidin-3-

glucoside, malvidin chalcon and reduced catechin. Unstabilized digestate would represent  

a potential environmental risk when used as a fertilizer since higher toxicity of some 

dihydroflavonoids (e.g. taxifolin) compared to their common counterparts present naturally in wine 

waste (e.g. quercetin, malvidin, etc.) was reported in literature.  
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Souhrn 
Disertační práce se zabývá možnostmi analytické kontroly fermentační smČsi pĜi výrobČ 

bioplynu. Popisuje celý proces anaerobní fermentace, složky pĜítomné ve vstupním materiálu  

i v reakční smČsi s důrazem na složení digestátu Ěkapalného podílu fermentační smČsi, která 

v bioreaktoru zůstává po ukončení fermentaceě a analytické metody používané pro kontrolu jejich 

složení. Detailní průzkum literatury, který byl v průbČhu pĜípravy disertační práce zpracován do 

pĜehledového článku, ukazuje, že analytická kontrola složení digestátu je doposud ve vývoji. Chybí 

průbČžná kontrola Ĝady složek, zejména polutantů, jako jsou pesticidy, herbicidy, fungicidy  

a tČžkých kovů, ale také nezfermentovaných cukrů, mastných kyselin a bílkovin a v neposlední 

ĜadČ i kontrola profilu flavonoidních látek. Vzhledem k očekávanému nárůstu produkce digestátu 

v souvislosti s evropskou vyhláškou 1řřř/31/EC, která plánuje redukci skládkového biologicky 

rozložitelného odpadu do roku 2020 na 35% současnČ produkovaného množství, bude význam 

dalšího zpracování digestátu a tedy i jeho analytické kontroly narůstat.    

PĜi vinaĜské výrobČ vzniká velké množství rostlinného odpadu, které by bylo vhodné dále 

zpracovat. Mezi mnoha možnými postupy je anaerobní fermentace logickou cestou. Tato práce je 

zamČĜena na studium anaerobní fermentace vinaĜského odpadu a pĜemČny flavonoidů za 

anaerobních podmínek. 

První část práce je zamČĜena na popis procesů, které mohou podle nastavených podmínek 

probíhat ve skladovaném odpadním materiálu a ve fermentační smČsi bČhem zplyňování 

vinaĜského odpadu. Vlivem působení mikroorganismů, teploty a vzájemných reakcí složek 

vinaĜského odpadu pĜi jeho skladování a následné anaerobní fermentaci v bioreaktoru dochází 

k ĜadČ rozkladných i kondenzačních procesů. Významnou roli hrají v tČchto procesech flavonoidní 

látky. Jejich obsah ve vinaĜském odpadu je pomČrnČ vysoký a tyto látky inhibují práci anaerobních 

mikroorganismů a komplikují proces zplyňování. DetailnČ nebyl osud flavonoidů bČhem skladování 

odpadu a jeho anaerobní fermentace doposud popsán. V této práci byly studovány procesy 

rozkladu anthokyaninových barviv (kyanidin a malvidin-3-galaktosidě pĜi pH 7 a vysoké teplotČ 

(95°C). V roztoku byly sledovány hlavní rozkladné produkty - fenolické kyseliny (kys. 

protokatechová a kys. syringová) a 2,4,6 – trihydroxybenzaldehyd. PĜi rozkladu standardu 

floroglucinaldehydu byly v roztoku nalezené po jedné hodinČ tĜi nové látky. Tyto látky byly na 

základČ fragmentačních experimentů, porovnání s autentickým standardem a literaturou 

identifikovány jako kondenzační produkty floroglucinaldehydu, tj. 1,3,5,7-

tetrahydroxyanthrachinony. 

Vedle rozkladných procesů, lze ve vinaĜské technologii, pĜi skladování vinaĜského odpadu  

a v průbČhu jeho fermentace očekávat v malé míĜe také kondenzační reakce. Objektem zájmu této 

práce byl vývoj chromatografických metod pro sledování diastereomerních můstkových barviv Ě+ě-

katechin-ethyl-malvidin-3-glukosidů vznikajících kondenzací Ě+ě-katechinu, malvidin-3-glukosidu  

a acetaldehydu. Pro separaci můstkových barviv a jejich prekurzorů byla optimalizována metoda 



5 

 

nano-kapalinové chromatografie. Její parametry byly porovnány s vysokoúčinnou kapalinovou 

chromatografií využívající analytické kolony bČžných rozmČrů. Nano-kolona poskytla vyšší retenci 

a separační účinnost v porovnání s konvenční HPLC. Na druhou stranu lepší selektivita pro oba 

diastereomery a vyšší rozlišení všech látek bylo získáno pomocí konvenční HPLC. 

V další části této práce je popsán gasifikační proces tČžko-zplynitelného vinaĜského odpadu  

v diskontinuálním mikroreaktoru. PĜed samotným zplyňovacím experimentem byla provedena Ĝada 

experimentů pro nalezení optimálních podmínek, tj. různé pomČry prasečí kejdy a vinaĜského 

odpadu, pĜídavek methanogeních bakterií a/nebo thioglykolátového média a úprava pH pomocí 

hydroxidu amonného. Účinnost bioplynového procesu byla kontrolována plynovou chromatografií  

s hmotnostní detekcí. Pro odhalení chemických odlišností zplyňovaného vinaĜského odpadu oproti 

bČžnČ používaným materiálům byla použita kapalinová chromatografie s detekcí vysokorozlišující 

tandemovou hmotnostní spektrometrií v kombinaci s analýzou hlavních komponent a ortogonální 

projekcí do latentních struktur. Mezi hlavními markery bylo nalezeno velké množství látek  

s polyfenolickou strukturou. Analýzy vzorků odebraných v průbČhu acidogenní fáze  

a nestabilizované methanogeneze pĜi anaerobní fermentaci v mikroreaktoru poukazují na vytvoĜení 

dihydro-flavonoidů v počátečních fázích procesu a jejich následnou degradaci, tj. 

hydroxykaempferol, hydroxybenzoylkatechin, methylkvercetin, malvidin-3-glukosid, chalkon 

malvidinu a redukovaný katechin. ZmČny v profilu flavonoidů ĚpĜemČna flavonoidů na jejich 

redukované formy a jejich rozkladě v nestabilizovaném digestátu mohou ovlivňovat životní 

prostĜedí, pokud budou použity napĜíklad jako hnojivo. NČkteré redukované formy flavonoidů ĚnapĜ. 

taxifolině vykazují totiž vyšší toxicitu ĚLD50 hodnotyě než bČžné flavonoidy vyskytující se ve 

vinaĜském odpadu ĚnapĜ. kvercetin, malvidin atd.ě. Detailní kontrola chemického složení digestátu 

by tedy do budoucna mČla být nedílnou součástí procesu jeho dalšího zpracování.  
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1. Úvod  

V současné dobČ je anaerobní fermentace široce používaná metoda pro úpravu odpadu 

Ězmenšení jeho množstvíě a využití energie, která je v nČm ukryta, zejména pro výrobu levné 

tepelné a elektrické energie. Po ukončení zplyňování tzv. mokrou cestou Ěkterá je nejbČžnČjším 

postupemě zůstává v reaktoru nerozložený digestát ĚsmČs pevných a kapalných částíě, který je 

bohatý na základní agrochemické prvky (dusík, uhlík, vápník, draslík, fosfor atd.). Proto je digestát 

hojnČ využíván jako hnojivo. NicménČ v digestátu se mohou nacházet také škodlivé látky, které 

nejsou rutinnČ sledovány Ějejich analýza je doposud spíše součástí výzkumuě. Jde pĜedevším  

o pesticidy, polychlorované bifenyly a další agrochemikálie a organické polutanty. Digestát ovšem 

obsahuje i významné množství nerozložených metabolitů vznikajících pĜi růstu a zrání surovin 

rostlinného původu a pĜi jeho zpracování v potravináĜském průmyslu. Zajímavým materiálem je  

v této souvislosti odpad vznikající pĜi výrobČ vína.  

Tato práce je zamČĜena na nČkteré zmČny probíhající pĜi skladování vinaĜského odpadu  

a jeho zpracování anaerobní fermentací. Jedna část práce se zabývá sledováním procesů pĜemČn 

anthokyaninových barviv pĜítomných v odpadu vznikajícím pĜi výrobČ červeného vína Ějejich 

rozklad na jednodušší molekuly i vznik složitČjších kondenzátůě. V druhé části práce je studován 

proces anaerobní fermentace výlisků z červených hroznů v mikroreaktoru za kontrolované 

produkce bioplynu se zamČĜením na osud flavonoidních látek. Tyto látky mají antibakteriální 

vlastnosti a pĜedstavují tedy problém pro práci anaerobních mikroorganismů. Vzhledem k tomu, že 

studované materiály jsou složitými smČsmi s Ĝadou neidentifikovaných složek pĜítomných v ĜádovČ 

rozdílných koncentracích, je hlavní náplní práce vývoj vhodných analytických metod Ězaložených 

zejména na chromatografické separaci a detekci hmotnostní spektrometrií), jejich aplikace  

i pokročilé postupy zpracování získaných dat. Práce si klade za cíl pĜispČt k pochopení procesu 

pĜemČn flavonoidů ve složitém rostlinném materiálu po jejich prvním využití ĚnapĜ. ve vinaĜském 

průmysluě a po jeho anaerobní fermentaci pĜi produkci bioplynu Ědruhé využitíě, které ve svém 

důsledku může napomoci optimalizovat využití vznikajícího odpadu i s ohledem na životní 

prostĜedí. 
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2. Přehled aktuálního stavu problematiky 

Počátky využití cílené anaerobní fermentace pro výrobu hoĜlavého plynu můžeme datovat 

na pĜelom 1ř. a 20. století, i když zmínky o možnosti vyrábČt bioplyn se objevily již dĜíve. Tyto 

„bioplynové stanice“ byly situovány v čistírnách odpadních vod, kde se vzniklý bioplyn využíval na 

svícení a vytápČní. První anaerobní bioplynová stanice byla postavena v Bombaji (Indie) už v roce 

1Ř5ř v kolonii lidí nakažených leprou [1]. Postupným výzkumem bylo objeveno mnoho druhů 

anaerobních methanogenních bakterií díky nimž dochází k vývoji methanu [2]. Anaerobní 

fermentaci můžeme rozdČlit na dva hlavní pĜístupy: Aě pĜi „mokré“ anaerobní fermentaci je vstupní 

surovina smíchána s kapalnou složkou ĚnejčastČji vodouě a vložena do reaktoru, v nČmž je tato 

smČs míchána a zahĜívána, po ukončení fermentace se zbytek z tohoto procesu nazývá digestát. 

Bě pĜi „suché“ anaerobní fermentaci je vstupní surovina vložena do kovového koše ve vrchní části 

reaktoru a v určitých časových cyklech je pomocí čerpadel seshora sprchována vodou. Voda 

materiálem protéká a zachycuje se ve spodní části reaktoru. Tento kapalný zbytek je nazýván 

perkolát [3]. V této práci je studována pouze "mokrá" anaerobní fermentace. 

Bioplyn je pĜevážnČ smČs dvou plynů CO2 a CH4. K jejich tvorbČ nedochází ihned po vložení 

suroviny do reaktoru, ale vede k nČmu složitČjší cesta tvoĜená nČkolika stádii. V první fázi 

fermentace dochází k rozkladu makromolekulárních látek na látky jednodušší. V tuto dobu je  

v reaktoru ještČ pĜítomen zbytkový kyslík a proto tato fáze ještČ není uskutečňována 

methanogenními bakteriemi, nýbrž aerobními bakteriemi [4, 5]. Prvotní fázi lze tedy popsat jako 

rozklad ĚpĜevážnČ hydrolýzuě biopolymerů - z lipidů vznikají glyceriny a vyšší mastné kyseliny,  

z proteinů peptidy a poté aminokyseliny, a z polysacharidů jednoduché cukry. Hydrolýza postupnČ 

pĜechází v druhou fázi anaerobní fermentace - acidogenezi. PĜechod mezi obČma fázemi není 

ostrý a tyto dva procesy bČží v po určitou dobu současnČ, kdy dochází k útlumu hydrolýzy  

a nárůstu acidogeneze. V této fázi jsou vyšší mastné kyseliny rozkládány na nižší mastné kyseliny 

(kapronová, valerová, máselná, propionová a octováě a další látky na CO2 a H2. Ve fázi 

acidogeneze jsou mastné kyseliny pĜevádČny bakteriemi Syntrophomonas Wolfei  

a Syntrophobacter Wolinii na kyselinu propionovou, octovou, CO2 a H2 [6]. Tento proces, jež bČží 

na konci acidogeneze, se podle kyseliny octové nazývá acetogeneze. Po fázi acidogeneze 

nastává závČrečná fáze celé anaerobní fermentace a to methanogeneze uskutečňována pomocí 

acetotrofních (Methanothrix Soehngenii) a hydrogenotrofních (Methanobacterium Bryantii) 

methanogenů [7]. První zmínČný kmen bakterií je zodpovČdný za pĜemČnu acetátu na methan  

a oxid uhličitý. Druhý kmen využívá ke svému růstu CO2 a H2 a produkuje methan [8-10]. Je tedy 

zĜejmČ, že pro kvalitní průbČh anaerobní digesce je nutná pĜítomnost obou kmenů v reakční smČsi 

[11]. 

Důležitou otázkou je, co se dČje s jednotlivými organickými látkami v průbČhu anaerobní 

fermentace. Mezi tyto látky patĜí také látky flavonoidní povahy. Flavonoidy jsou látky náležející do 
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skupiny bioaktivních polyfenolů [12]. Studie popisující vliv flavonoidů na živé organismy poukazuje 

na jejich pozitivní vliv vůči široké škále nemocí. Mezi nejčastČji uvádČné pozitivní účinky patĜí 

protizánČtlivé, antibakteriální, antialergenní a antivirální [12-15]. Antibakteriální vlastnosti 

flavonoidů, jakkoli pozitivní pro človČka, pĜedstavují velký problém pro činnost anaerobních bakterií 

a tím snižují efektivitu zplyňovacího procesu. Materiály bohaté na flavonoidy jsou tedy obtížnČji 

zplynitelné. Jedním ze snadno dostupných zdrojů rostlinných zbytků pro bioplynové stanice je 

vinaĜský průmysl – matoliny, tĜapiny, sedlina po fermentaci [16]. Hlavní analytickou metodou 

používanou pro sledování procesu výroby bioplynu je plynová chromatografie [17-21]. Melamane  

a kol. sledovali účinnost anaerobní gasifikace materiálu bohatého na polyfenoly. Po 130 dnech 

anaerobní fermentace došlo k rozkladu pouze 63 % z celkového obsahu polyfenolů. Takto nízká 

účinnost rozkladu tČchto látek je pĜisuzována výše uvedeným antibakteriálním vlastnostem [21]. 

Na druhou stranu, nČkteré novČjší studie popisují, že pĜídavek polyfenolů do kapalného zbytku po 

fermentaci urychluje růst bakterií, které jsou schopny rozkládat polycyklické bifenyly [22]. Vedle 

velkého množství studií poukazujících na pozitivní vlastnosti flavonoidů lze v literatuĜe nalézt  

i zmínky o mutagenních a/nebo genotoxických vlastnostech na bakterie a buňky savců [23-25]. 

Skibola a kol. poukázali na fakt, že vysoké koncentrace tČchto látek v pĜírodČ mohou ovlivnit 

aktivitu nČkterých enviromentálních genotoxikantů (tj. sloučenin s mutagenními a karcinogenními 

účinkyě a jejich metabolismus v živými organismy [26].  

V současné dobČ existují pouze dvČ publikace popisující osud flavonoidů v průbČhu anaerobní 

gasifikace. Tyto práce sledují a popisují pĜemČny této skupiny na skupinČ standardů vybraných 

flavonoidů Ětj. Hesperidin, Rutin, Katechin, Naringenin, Chrysin, Luteolin, Kvercetin, Kaempferol, 

Kyanidin a Petunidině za současného sledování průbČhu anaerobní fermentace s využitím plynové 

chromatografie ĚpomČr CO2 a CH4). Kapalný zbytek byl analyzován pomocí kapalinové 

chromatografie (C18 kolona) v kombinaci se spektrofotometrickým detektorem s diodovým polem 

[27, 28].  

Rozklad flavonoidů je ovlivnČn Ĝadou faktorů jako je pH jejich roztoků, teplota, pĜítomnost 

reaktivních forem kyslíku, enzymů, činnost bakterií, koncentrace flavonoidů, svČtlo, rozpouštČdlo  

a pĜítomnost kovových iontů [29]. V reálných systémech jde samozĜejmČ o kombinaci více faktorů. 

PatrnČ nejprobádanČjší skupinou flavonoidů jsou anthokyaniny. Konečnými produkty rozkladu 

anthokyaninů je fenolická kyselina a 2,4,6-trihydroxyfenylacetaldehyd. Vzniklý aldehyd není 

konečným rozkladným produktem a dále dochází ke zkrácení postranního ĜetČzce o jeden uhlík  

a vzniku konečného produktu 2,4,6-trihydroxybenzaldehydu neboli floroglucinladehydu [30, 31]. 

Každý anthokyanin poskytuje rozkladem jinou fenolickou kyselinu podle substituce na B-kruhu  

a druhým rozkladným produktem bČžných anthokyaninů je již zmínČný floroglucinaldehyd. Tato 

látka je pomČrnČ reaktivní a může v roztoku interagovat s Ĝadou dalších sloučenin. Reaktivitu 

floroglucinaldehydu lze vysvČtlit izomerními a mezomerními efekty - v polohách ortho a para vzniká 

parciální kladný náboj, zatímco na kyslíku v aldehydycké skupinČ je parciální záporný náboj [32].  
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AutoĜi Serra a kol. studovali in-vitro rozklad flavonoidů (kvercetin, kvercetin–rhamnosid, 

kvercetin–rutinosid kaempferol-rutinosid, naringenin, luteolin a myricetin) pomocí bakterií z krysí 

stĜevní mikroflóry. Ve studovaných smČsích detekovali jako hlavní metabolity 3-(3,4-

dihydroxyfenyl)propionovou, 3,4-dihydroxyfenyloctovou, 3-hydroxyfenyloctovou a fenyloctovou 

kyselinu. Na základČ vzniku tČchto látek bylo možno navrhnout pravdČpodobnou degradační cestu 

flavonoidů v anaerobních podmínkách. Dále byl studován rozklad flavonoidů bakteriemi z lidského 

zažívacího traktu. Mezi produkty rozkladu nebyly nalezeny výše uvedené metabolity ĚautoĜi ve 

vzorku nalezli vyšší obsah kyseliny protokatechové a malý obsah kyseliny p-hydroxybenzoové) což 

poukazuje na rychlý rozklad kvercetinu a 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny [33]. Procesy rozkladu 

flavonoidů jsou tedy pomČrnČ komplikované a velmi se odvíjí od bakteriálního složení Ěrůzné 
kmeny bakteriíě kapalné části v bioplynovém reaktoru. 
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3. Cíle disertační práce 
 

Cíle disertační práce jsou spojeny se studiem vybraných reakcí flavonoidů probíhajících pĜi 
skladování vinaĜského odpadu a pĜi jeho anaerobní fermentaci.  

Cíle práce lze shrnout do následujících bodů: 

 vysvČtlení procesů probíhajících pĜi rozkladu anthokyaninů kyanidinu a malvidin-3-glukosidu 

v modelových podmínkách vlivem zvýšené teploty v neutrálním prostĜedí ĚpH 7ě analýzou 

rozkladných produktů spojením kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií. 

 

 vývoj nano-kapalinovČ chromatografické metody Ěnano-LCě pro analýzu můstkových barviv 

vznikajících kondenzací katechinu s malvidin-3-glukosidem v pĜítomnosti acetaldehydu  

 

 optimalizace anaerobní fermentace vinaĜského odpadu v mikromČĜítku Ěv mikroreaktoruě za 

průbČžné kontroly zplyňování plynovou chromatografií s hmotnostní detekcí. 

 

 analýza složení digestátu odebraného z mikroreaktoru v různých fázích anaerobní fermentace 

pomocí kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí a s využitím analýzy hlavních 
komponent (PCA) a ortogonální projekce do latentních struktur (OPLS-DA). 

 

NejvýznamnČjší výsledky uvedené v této disertační práci byly uveĜejnČny ve tĜech 

impaktovaných [34, 35, 42] a jedné recenzované publikaci [11]. 
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4. Experimentální část 
4.1. Studium rozkladu anthokyaninů 

4.1.1. Syntéza standardu anthrachrysenu 

Anthrachrysen (1,3,5,7 – tetrahydroxyanthrachinoně byl pĜipraven pomocí modifikované metody 

autorů Briggse a Nichollse z roku 1951 [37]. 1 g kyseliny m-hydroxybenzoové  

a 1,1 g kyseliny 3,5-dihydroxybenzoové byl zahĜíván společnČ s 3,9 mL koncentrované kyseliny 

sírové po dobu 1 hodiny na 100°C. Druhý den byl roztok zahĜát na 10 minut a poté vlit do 65 mL 

vaĜící vody. Vzniklá zelená sraženina byla odfiltrována a rozpuštČna ve vodném roztoku NaOH. Po 

zahĜátí roztoku NaOH byl tento roztok smíchán s horkým roztokem ledové kyseliny octové za 

vzniku sraženiny. Sraženina byla rozpuštČna v acetonu a separována pomocí sloupcové 

chromatografie pro izolaci oranžového pásu. Jako stacionární fáze byl použit silikagel.  

 

4.2. Studium kondenzace flavonoidů 

4.2.1. Příprava reakční směsi, frakcionace reakčních produktů a příprava extraktu z 
výlisků z červených hroznů 

Reakční smČs byla pĜipravena smícháním Ě+ě-katechinu a malvidin-3-glukosidu  

Ěoba 1 mmolě ve 4 ml vody. Poté bylo pĜidáno 0,Ř6 µl kyseliny mravenčí, 2,24 µl acetaldehydu  

a 1 ml methanolu a vzniklá smČs byla důkladnČ promíchána. Reakční proces  

a vzniklé produkty byly kontrolovány pomocí HPLC/DAD/ESI-MS. Nejvyšší koncentrace reakčních 

produktů byla nalezena po Ř dnech reakce. Purifikace reakčních produktů byla provádČna pomocí 

HPLC systému Smartline (Knauer, Germany) vybaveného semi-preparativní core-shell kolonou 

Ascentis C18 (250 x 10 mm; 5 m; tloušťka porézní vrstvy 0.5 m, Supelco, USA). NástĜikový 

objem reakční smČsi byl 1 ml. 

Výlisky červených hroznů (RGM) byly poskytnuty doc. Josefem Balíkem, Ph.D. z Ústavu 

posklizňové technologie zahradnických produktů, Zahradnické fakulty, Mendelovy univerzity  

v BrnČ. Surový materiál byl lyofilizován a uskladnČn v mrazicím boxu. 250 mg lyofilizovaného 

materiálu bylo extrahováno 1 mL 0,1% kyseliny mravenčí v methanolu po dobu 10 minut  

v ultrazvukové lázni za laboratorní teploty. Extrakt byl následnČ centrifugován pĜi 1400 otáčkách za 

minutu po dobu 5 minut. 0,5 mL organické fáze bylo Řx zĜedČno mobilní fází  

(0.1 % TFA ve smČsi 80:20 voda:acetonitril, v/v/v). Pro identifikaci byla k tomuto vzorku pĜidána 

modelová smČs studovaných látek Ěfinální koncentrace reakčních produktů ve smČsi byla pĜibližnČ 

10 mg.L-1).    

 

4.2.2. Příprava kapilárních kolon 

KĜemenné kapilární kolony 100 µm i.d., 375 o.d. (Composite Metal Services, Hallow, UK) byly 

plnČny pomocí LC pumpy (Perkin-Elmer series 10 LC pump, Paolo Alto, CA, USA) 3 µm částicemi 
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stacionární fáze Chromosphere C18 (Varian, Palo Alto, CA, USA) a 2,6 µm povrchovČ porézními 

částicemi stacionární fáze Kinetex C18 (Phenomenex ,Torrance, CA, USA). Detailní postup 

pĜípravy kapilárních kolon je popsán v publikaci [34]. Na konec plnČné kapiláry byla pĜipojena 

mechanická frita a druhý konec byl napojen na HPLC pĜedkolonu, která sloužila jako reservoár 

stacionární fáze ĚSFě, jež je následnČ pumpována do kapiláry. Po konci plnČní byla kapilára 

promyta destilovanou vodou pro odstranČní plnící kapaliny Ěmethanolě. Poté byla vytvoĜena 

počáteční a konečná permanentní frita sintrováním stacionární fáze po dobu 6s pĜi 700°C pomocí 

žhavícího vlákna. Detekční okénko o délce 0,5 cm bylo pĜipraveno seškrábáním polyimidové vrstvy 

žiletkou. 

PĜíprava kapilární kolony plnČné povrchovČ porézními částicemi Kinetex probíhala odlišnČ. 

Kapilární kolona byla opČt napojena na mechanickou fritu a konec kapiláry byl naplnČn Ěcca 10 cmě 

5 µm částicemi LiChrospher 100 RP-C18 (suspenze v acetonu). Kolona byla poté promyta 

destilovanou vodou a byla vytvoĜena první permanentní frita. Po odstranČní mechanické frity byl 

vymyt zbytek stacionární fáze acetonem a kapilára byla naplnČna povrchovČ porézními částicemi 

Kinetex C1Ř Ě25 cmě a poté dalšími 5 cm SF LiChrospher 100 RP-C18 5 µm. Druhá koncová 

permanentní frita byla pĜipravena stejným způsobem, jak je uvedeno výše. Nadbytečná SF byla 

vymyta z kapiláry. Částice stacionární fáze LiChrospher tvoĜí v kapiláĜe stacionární zóny dlouhé 

pouze pár milimetrů - dvČ frity (cca 2-3 mm). Důvodem použití částic LiChrosphere je z důvodu 

špatného sintrováni povrchovČ porézních částic a tudíž nemožnosti vytvoĜit frity. Všechny kolony 

byly plnČny na délku 25 cm. Efektivní délka kolon byla 27 cm pro plnČ porézní SF a 32 cm pro 

povrchovČ porézní SF.  

 

4.3. Anaerobní fermnetace vinařského odpadu 

4.3.1. Příprava vzorku 

Vzorek vepĜové kejdy ĚPSě byl poskytnut KvČtoslavem Mückem ze společnosti Cervus s.r.o. 

ĚOlomoucě. PS byla pĜímo vzorkována ze zemČdČlské bioplynové stanice v BílovČ-PustČjovČ  

a ihned zmrazena. Ve zmrazeném stavu byla skladována až do doby anaerobních experimentů. 

PĜedbČžné experimenty byly provedeny na roztocích pĜipravených smícháním PS, RGM, vody,  

1 mg.mL-1 roztok methanogeních bakterií APD BIO GAS (MetBac; BAKTOMA s.r.o., Velká 

BystĜiceě a 2ř,8 g.L-1 roztok thioglykolátového media (TGM; NEOGEN, Lansing, MI, USA) ve 4 mL 

sklenČných vialkách opatĜených kvasnou zátkou a headspace víčkem se septem tvoĜeným 

polytetrafluorethylenovou a gumovou vrstvou v různém pomČru.  

Vzorkování vnitĜní atmosféry bylo provádČno pomocí 2,5 mL stĜíkačky Hamilton Gastight no. 

1002 s ostrou jehlou (vzorkovací objem 1.5 mL; Hamilton, Reno, NV, USAě. Další optimalizační 

experimenty anaerobní fermentace byly provádČny v roztocích o různých pomČrech PS a RGM (tj. 

750:50 mg, 500:50 mg, 250:50 mg, 100:50 mg a 50:50 mg) ve 2 ml deionizované vody ve 4 mL 
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headspace vialkách. Do všech vzorků byl pĜidán hydroxid amonný pro dosáhnutí finální 

koncentrace 0,254, 0,191, 0,127 a 0,064 mol L-1. 

Po nalezení optimálních podmínek pro anaerobní fermentaci (optimalizace složení smČsi  

a jeho pH) byly pĜipraveny tĜi samostatné vzorky smícháním 14 g PS, 1 g RGM a 40 ml 

deionizované vody v 60 ml vialkách (anaerobní mikro-reaktor, AMF, 139 x 27 mm). Vzorkování 

vnitĜní atmosféry AMF bylo provádČno stejným postupem, jak je uvedeno výše. Kapalná část 

reaktoru byla vzorkována pomocí 5 mL plastové stĜíkačky s dlouhou ostrou jehlou pro dosažení 

kapalné části ve fermentoru Ě15 cm, pokaždé bylo vzorkováno 2 mLě. Referenční vzorek byl tvoĜen 

14 g PS a 40 ml deionizované vody. pH referenčního vzorku bylo stejné jako pH smČsi PS-RGM 

Ěliší se pouze 0,127 mol L-1 NH4OH; pH se liší ménČ než o 10%). Všechny vzorky byly 

probublávány po dobu 10 minut dusíkem pro odstranČní kyslíku a nastolení anaerobních 

podmínek. Vzorky byly termostatovány na 35 ± 1°C. 

1,5 mL kapalné části z každého vzorku ĚPS-RGM nebo PS) bylo smícháno s 0,75 mL 5% 

vodného roztoku kyseliny mravenčí (v/v). SmČs byla centrifugována po dobu 5 minut pĜi 14 000 

otáčkách za minutu Ěsurový vzorekě. Poté byly 2 ml supernatantu surového vzorku naneseny SPE 

kolonku Strata SDB-L (Styren-Divinyl Benzen kopolymer; Phenomenex, Torrance, CA, USA). 

Kolonka byla pĜed nadávkováním vzorku kondicionována 2 mL methanolu a poté promyta 2 mL 

vodou a 2 mL 5% vodným roztokem kyseliny mravenčí Ěv/vě. Po nanesení vzorku byly vysoce 

polární látky a anorganické soli vymyty 2 mL 5% vodného roztoku kyseliny mravenčí (v/v). Poté byl 

vzorek eluován 3 mL methanolu a vysušen do sucha proudem dusíku. Vysušený vzorek byl 

uskladnČn v hlubokomrazicím boxu (-Ř0°Cě. PĜed analýzou LC/MS byly vzorky ponechány pĜi 

laboratorní teplotČ po dobu 10 minut a poté rozpuštČny v 1 mL 0,1% (v/v) kyseliny mravenčí. 
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 5. Výsledky a diskuze 

5.1. Studium rozkladu anthokyaninů 

5.1.1. Modelové roztoky anthokyaninů a floroglucinaldehydu 

Odpad pocházející z výroby červených vín obsahuje velké množství flavonoidů včetnČ 

anthokyaninů. Chování tČchto látek je velmi závislé na pH, což bylo blíže popsáno  

v teoretické části. V této kapitole jsou diskutovány experimenty rozkladu anthokyaninů Ěkyanidinu  

a malvidin-3-galaktosiduě a floroglucinaldehydu ĚPGAě pĜi pH 7 Ěoptimální hodnota pH pro 

anaerobní fermentaciě za zvýšené teploty Ěř5°Cě pro urychlení procesu transformace. Vliv pH na 

fermentaci bude diskutován v kapitole Anaerobní fermentace vinaĜského odpadu. 

V roztocích anthokyaninů docházelo k jejich rychlému rozkladu a po jedné hodinČ nebyl ani  

v jednom pĜípadČ detekován signál výchozí látky Ětj. m/z 2Ř5,04 pro kyanidin (Cy) a m/z 491,16 pro 

malvidin-3-galaktosid ĚMv3glě, pĜi negativní ionizaci). Rychlý rozklad byl také pozorován  

u vznikajících fenolických kyselin (pro Cy  kyselina protokatechová a pro Mv3gl kyselina syringová) 

a floroglucinaldehydu. V obou pĜípadech obsah fenolických kyselin dosáhl svého maxima po  

1 hodinČ zahĜívání a následnČ jejich obsah prudce klesal. U kyseliny protokatechové došlo  

k celkovému rozkladu po 4 hodinách a u kyseliny syringové po 24h. Floroglucinaldehyd nebyl 

detekován v žádném roztoku. Možným vysvČtlením je následná reakce floroglucinaldehydu  

a tvorba nových sloučenin, které se ovšem v průbČhu experimentů ĚnapĜ. vlivem zmČny složení 

roztokuě rozpadají opČt za vzniku floroglucinaldehydu. Proto byla provedena série experimentů 

sledující chování samotného floroglucinaldehydu v roztoku o pH 7 a teplotČ ř5°C.   

NejvýraznČjší zmČna byla pozorována po 1 hodinČ zahĜívání, kdy signál floroglucinaldehydu 

poklesl z výchozí hodnoty o 93,56%. Po 4 hodinách zahĜívání byla v odpovídajícím 

rekonstruovaném chromatogramu patrná pouze stopa floroglucinaldehydu Ě0,15% z původní 

koncentraceě. Důležitým momentem bylo nalezení tĜí látek s m/z 243,0324, 271,0255 a 271,0276. 

Na Obr. 11. je zobrazen rekonstruovaný chromatogram tČchto tĜí látek získaný analýzou roztoku 

floroglucinaldehydu po jedné hodinČ zahĜívání v roztoku o pH 7. Nutno zmínit, že tyto látky se 

vyskytují také v čase 0h a po jedné hodinČ se jejich obsah zvýšil o zhruba Ř5% Ěobsah látky m/z 

243,0324 se zvýšil o Ř5,0%, látky m/z 271,0255 o 93,7% a látky s m/z 271,0276 o 79,2% oproti 

původní koncentraci v roztokuě. To poukazuje na fakt, že uvedené procesy pĜemČn anthokyaninů  

a floroglucinaldehydu bČží pomČrnČ rychle už od počátku experimentu. Dalším zahĜíváním již 

docházelo ke snížení obsahu tČchto látek. Po 4 hodinách již v roztoku nebyl nalezen pík látky  

s m/z 271,0255 eluující v čase Ř,26 min. a obsahy dalších látek se snížily na 5 % Ěpro m/z 

243,0324) a 8,3% (pro m/z 271,0276) jejich maximálního obsahu.  
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5.1.2. Identifikace neznámých látek vznikajících rozkladem floroglucinaldehydu  

PĜi identifikaci jsme se zamČĜili na tĜi látky s m/z 243,0324, 271.0255 a 271,0276. Všechny tĜi 

látky absorbují ve viditelné oblasti spektra a jsou tedy barevné (absorbanční maxima pro tyto látky 

jsou v rozmezí vlnových délek 444-487 nm; mČĜeno na UV detektoru s rozsahem 200-500 nm). 

Jedním z možných vysvČtlení vzniku barevných produktů reakcí floroglucinaldehydu je jeho 

kondenzace za vzniku derivátů anthrachinonu. O anthrachinonech je známo, že jsou barevné  

a nemají negativní vliv na lidský organismus [38]. Pouze pĜi vyšších častých dávkách může dojít 

melanóze Ězbarveníě tlustého stĜeva [39]. Na možnost vzniku tetrahydroxyantrachinonu poukazuje 

také reaktivnost molekuly floroglucinaldehydu uvedené v teoretické části v kapitole 2.6.1. Na Obr. 

1. je znázornČno schéma reakce dvou molekul floroglucinaldehydu za vytvoĜení 1,3,5,7-

tetrahydoxyanthrachinonu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Schéma reakce 1,3,5,7-tetrahydroxy-anthrachinonu a následné látky s m/z 243,03 

 

Odchylky mČĜených hodnot m/z od teoreticky vypočítaných jsou pro tetrahydroxyanthrachinon 

malé (dtm 0,7 a 2,8 mDa). Rodičovský ion látky s hodnotou m/z 243,0324 je o 27.9933 Da nižší 

Ěoproti m/z hodnotČ prvnČ eluujícího derivátu anthrachinonuě. Tato diference odpovídá ztrátČ jedné 

molekuly CO, může tedy jít o dekarboxylaci nČkterého z izomerů s hodnotou m/z 217. Odchylka 

mČĜené hodnoty m/z navrženého dekarboxylačního produktu látky je 2,5 mDa. Na Obr. 2A-B je 

porovnání retenčního profilu laboratornČ pĜipraveného antrachrysenu s neznámými látkami s m/z 

271.03. Z obrázku je patrné, že standard má stejný eluční profil jako látka, která eluuje v čase 

9,67. PĜi porovnání fragmentačních spekter syntetizovaného standardu anthrachrysenu  

a neznámých látek (Obr. 2C-E) byla pozorována shoda v pĜítomnosti určitých fragmentů, tj. 

243,0389, 225,0243 a 199,0385. Tyto fragmenty odpovídají postupným ztrátám dvou molekul CO, 

molekuly vody a atomu kyslíku.  Ztráta atomu kyslíku je v negativním ionizačním módu pomČrnČ 

neobvyklá. NicménČ stejné fragmenty pozorovali také autoĜi Stodůlová a kol. pĜi fragmentaci 

1,3,5,7-tetrahydroxyantrachinonu (struktura identifikována pomocí NMR [40]ě s využitím iontové 

cyklotronové rezonance s Fourierovou transformací [41]. Díky shodČ profilů spekter STD  
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s neznámými látky a literaturou můžeme pĜedpokládat, že kondenzací floroglucinaldehydu  

v námi studovaných podmínkách vzniká 1,3,5,7-tetrahydroxyanthrachinon pĜípadnČ jeho izomery.  

Vycházíme-li z pĜedpokladu, že mČĜené vzorky mají stejnou molekulovou hmotu jako standard, 

tak podle vodíkového (NMR) spektra by se mohlo jednat o 1,3,5,7-tetrahydroxyanthrachinon 

a/nebo 2,3,6,7-tetrahydroxyanthrachinon. Ačkoli se vznikající anthrachinonová barviv ve 

studovaných smČsích vzhledem k jejich malé koncentraci nepodaĜilo zcela potvrdit NMR mČĜením, 

je identifikace pomocí LC/MS pomČrnČ pĜesvČdčivá Ěshodný retenční čas a velmi podobné UV 

spektrum poĜízené DAD detektorem, shodující se hodnoty m/z rodičovských iontů i pĜítomnost 

stejných fragmentů v MS/MS spektru, shoda s již publikovanými výsledky).  

 

 

 

 

Obr. 2. Rekonstruované 

chromatogramy pro látku s m/z 

271,03 (A – STD; B – neznámé 

látky m/z 271.0255 (a.);  

271.0276 (b.)ě a fragmentační 

spektra standardu (C)  

a neznámých látek (D, m/z 

271.0255, RT 8.24  

a E, 271.0276, RT 9.68) 

 

 

 

 

 

 

 

Výsledky studia pĜemČn anthokyaninů, floroglucinaldehydu a analýza novČ vznikajících 

anthrachinonových barviv byly publikovány v Chemických Listech [42] a prezentovány na 

konferencích formou posterů  [43, 44]. 
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5.2. Studium kondenzace flavonoidů 

PĜi zpracování červených hroznů révy vinné dochází k chemickým pĜemČnám 

anthokyaninových barviv a dalších flavonoidních látek a vzniku nových strukturnČ složitČjších 

molekul. Jde o dlouhodobČ velmi zevrubnČ studovanou a pozornČ sledovanou problematiku [45, 

46] zejména ze dvou důvodů: 1.) vznikající kondenzovaná barviva výrazným způsobem mČní 

senzorické vlastnosti vína, pĜípadnČ dalších vyrábČných produktů a 2.) vlastnosti tČchto látek  

a jejich účinek na lidský organismus a životní prostĜedí jsou velmi málo prostudovány. Zajímavou 

skupinou kondenzovaných barviv jsou sloučeniny, ve kterých je molekula anthokyaninu spojena 

s molekulou jiného flavonoidu ĚnapĜ. katechinuě ethylidenovým můstkem. Odpovídající produkty 

reakce mezi malvidin-3-glukosidem ĚnejbČžnČjším anthokyaninem vyskytujícím se v červených 

hroznech) a katechinem v prostĜedí acetaldehydu byly podrobnČ popsány Pissarrou a kol v roce 

2005 (diastereomery (+)-katechin-ethyl-malvidin-3-glukosidu,  CeM3G) [36]. Tato kapitola se 

zabývá vývojem nanoLC metody pro separaci tČchto diastereomerních látek s ohledem na její 

možné nasazení pĜi kontrole 

kondenzovaných barviv ve vinaĜských 

produktech a vznikajícím odpadu. 

Metoda byla z hlediska 

chromatografických parametrů 

porovnána s metodou paralelnČ 

vyvinutou pro bČžnou kapalinovou 

chromatografii. Jejich struktury 

ukazuje Obr. 3. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3. Struktura diastereomerů C a D  

 

5.2.1. Nano-kapalinová chromatografie 

Jedním z hlavních trendů v moderní analytické chromatografii je miniaturizace. Toto 

samozĜejmČ také platí pro kapalinovou chromatografii (kapilární/nanoLC systémy). Výhody tČchto 

systémů tkví pĜevážnČ ve zmenšení chromatografického zĜedČní v kolonČ s čímž souvisí zlepšení 

detekčních parametrů, a v ĜadČ pĜípadů ve vyšší separační účinnosti a rozlišení. Další výhodou je 
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menší spotĜeba vzorku a mobilní fáze a zlepšení kvality hmotnostních spekter Ězvýšení citlivostiě 

pĜi spojení s nanoelektrosprejem. Díky tČmto vlastnostem je nanokapalinová chromatografie šetrná 

k životnímu prostĜedí a provoznČ levnČjší separační technika [34]. Prvním úkolem pĜi vývoji 

nanoLC metody byla pĜíprava kapilárních chromatografických kolon. Mezi nejčastČji používané 

sorbenty ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii a miniaturizovaných technikách patĜí plnČ 

porézní sorbenty. První separace byly provedeny s 250 mm dlouhou kapilární kolonou laboratornČ 

na plnČnou stacionární fází Chromosphere C1Ř s velikostí částic 3 m. Na této kolonČ byla 

sledována separace obou diastereomerů CeM3G a jejich prekurzorů Ěmalvidin-3-glukosid  

a katechin). Byl prostudován vliv složení mobilní fáze na retenci a selektivitu sledovaných analytů 

pĜi izokratické separaci. S ohledem na potenciální propojení nanoLC techniky s hmotnostním 

spektrometrem byly pro separace používány tČkavé mobilní fáze. Mobilní fáze byly pĜipraveny 

smícháním vody, acetonitrilu (ACN) a trifluoroctové kyseliny (TFA).  

V souladu s nepolárním charakterem stacionární fáze docházelo se zvyšujícím se podílem 

vody v mobilní fázi k výraznému zlepšení rozlišení analytů. PĜi použití mobilní fáze (MF) skládající 

se ze smČsi voda:ACN (80:20) okyselené 0,1% TFA Ěv/v/vě došlo k oddČlení všech sledovaných 

analytů Ěreaktanty - A,B; reakční produkty - C,D).  

Vliv množství TFA v mobilní fázi byl také sledován. Nejrychlejší separace byla získána pĜi 

okyselení mobilní fáze 0,4% TFA ĚménČ než 13 min.ě z důvodu posunutí rovnováhy (flavyliový 

kation/karbinol pseudobáze) smČrem k flavyliovému kationtu Ěvyšší polaritaě. NicménČ takto 

vysoká koncentrace TFA může poškodit chromatografickou kolonu (hydrolýza navázaných 

oktadecylových ĜetČzcůě. Z tohoto důvodu byla pro další experimenty použita 0,1% TFA jako 

kompromis mezi dostatečným rozlišením všech látek v reakční smČsi ĚvčetnČ minoritních nečistot 

eluujících mezi katechinem a malvidin-3-glukosidem a mezi malvidin-3-glukosidem a prvním 

z eluujících diastereomerních můstkových barvivě a stabilitou analytů a stacionární fáze. 

V současné dobČ jsou velmi populární povrchovČ porézní stacionární fáze, které dovolují 

realizovat velmi účinné separace za tlaků únosných pro koncenční kapalinovou chromatografii Ědo 

400 bar) [48]. Z tohoto důvodu byla porovnávána plnČ porézní stacionární fáze Chromosphere C18 

s povrchovČ porézní SF Kinetex C1Ř. Pro analýzu reakční smČsi byla dále použita MF se složením 

voda:ACN/7ř:21 s 0,1% TFA Ěv/v/vě. PĜi použití povrchovČ porézní SF byla pozorována menší 

účinnost v porovnání s plnČ porézní SF ĚObr. 4). Kolona naplnČná SF Chromosphere C1Ř dosáhla 

u látek ve studované smČsi nejlepší účinnosti 9 667 teoretických pater, zatímco kolona s SF 

Kinetex C18 pouhých 2 342 pater (tj. 9667 (Cat), 5117 (Mv-3-Glu), 8060 (CeM3G diasteromer, C) 

a 7849 (CeM3G diasteromer, D) pro Chromosphere C18 a 2342 (Cat), 1848 (Mv-3-Glu), 1893 

(CeM3G diasteromer, C) a 2224 (CeM3G diasteromer, D) pro Kinetex C18) pĜi použití kolon  

o stejných rozmČrech. Důvodem horší separace na kolonČ Kinetex C1Ř může být částečné 

pĜekročení kapacity kolony. To naznačují i rozdíly v retenčních faktorech: 0.17 (Cat), 0.40 (Mv-3-

Glu), 0.91 (CeM3G diasteromer, C) a 1.28 (CeM3G diasteromer, D) pro povrchovČ porézní částice 
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v porovnání s 0.19 (Cat), 0.50 (Mv-3-Glu), 1.02 (CeM3G diasteromer, C) a 1.49 (CeM3G 

diasteromer, D) pro plnČ porézní částice. Nižší účinnost separace může být také v určité míĜe 

ovlivnČna komplikovanČjší pĜípravou povrchovČ porézních kolon. 

 

Obr. 4. Nano-LC chromatografická 

separace reakční smČsi na dvou 

kolonách s různou SF. a. plnČ porézní 

Chromosphere C18; b. core-shell 

Kinetex C18; MF 79:21 voda:ACN 

okyselená 0,1 TFA (v/v/v). A. (+)-

katechin; B. malvidin-3-glukosid; C. a D. 

CeM3G diastereomery. 

 

 

 

Pro další experimenty byla použita SF Chromosphere C1Ř z důvodu lepších 

chromatografických parametrů. Pro další zlepšení účinnosti a zkrácení doby analýzy byla 

pĜipravena kratší kolona. Na Obr. 5 je zobrazena separace reakční smČsi pomocí kratší kolony 

(150 mm x 100 m). Bylo dosaženo dostatečného rozlišení všech složek za ménČ než 6 minut 

Ěprůtok 360 nL min-1ě. Separační účinnost pĜesáhla ř500 teoretických pater pro CeM3G 

diastereomer C. HETP jednotlivých složek u 25 cm dlouhé kolony Chromosphere C18, tj. 26 m 

(Cat), 49 m (Mv-3-Glu), 31 m (CeM3G diastereomer, C) a 32 m (CeM3G diastereomer, D) 

poklesl u 15 cm kolony na 7 m (Cat), 15 m (Mv-3-Glu), 7 m (CeM3G diastereomer, C) a 7 m 

(CeM3G diastereomer, D). Výrazné zlepšení účinnosti je dosaženo i proto, že kratší kolony je 

možno naplnit homogennČji [49]. 

 

Obr. 5. Porovnání dvou různČ dlouhých kolon pro 

separaci reakční smČsi. a. 25 cm dlouhá kolona; b. 

15 cm dlouhá kolona. 80:20 voda:ACN okys. 0,1% 

TFA (v/v/v). A. (+)-katechin; B. malvidin-3-glukosid; 

C. a D. CeM3G diastereomery. 

 

 

 

Vedle náplňových kolon byla retence studována také na monolitické kolonČ Chromolith 

CapRod ĚMerck Millipore, Darmstadt, NČmeckoě. Tento typ kolon má jedinečné vlastnosti, 

umožňující rychlejší a účinnČjší separace zejména pomalu difundujících molekul za nízkého 

zpČtného tlaku. U monolitické kolony byl HETP 34 m (Cat), 34 m (Mv-3-Glu), 22 m (CeM3G 
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diastereomer, C) a 13 m ĚCeM3G diastereomer, Dě, což je výraznČ horší než pĜi použití 15 cm 

náplňové kolony Chromosphere C1Ř ĚHETP se pohybovalo v rozmezí 7-15). Selektivita pro 

separaci obou CeM3G diastereomerů je srovnatelná. Monolitická kolona ale za uvedených 

podmínek nedovoluje dostatečnou separaci páru katechin-malvidin v reakční smČsi. Jednotlivé 

chromatografické parametry jsou uvedeny v Tab.1.  

 

5.2.2. Porovnání konvenční vysoko-účinné kapalinové chromatografie s nano-

kapalinovou chromatografií 

Na Obr. 6 je zobrazena separace reakční smČsi pomocí konvenční HPLC s kolonou 

Chromsphere 3 C18 (100 mm x 4.6 mm, dp = 3 mě. Průtok 0,762 mL min-1 byl nastaven tak aby 

odpovídal stejné lineární průtokové rychlosti MF, jaká byla použita u nanoLC metody. Pro 

optimalizovanou HPLC metodu byl použit nástĜik 5 L. KromČ koeluce malvidin-3-glukosidu  

s neznámou minoritní nečistotou ĚR = 1,01ě poskytla optimalizovaná HPLC metoda separaci všech 

složek reakční smČsi s vyhovujícím rozlišením. Analýzy byla uskutečnČna za ménČ než 7 min. 

 

Obr. 6. HPLC separace reakční smČsi 

pomocí kolony Chromosphere C18. 

rozmČry kolony Ě100 x 4,6 mm, velikost 

částic 3 m), mobilní fáze 80:20 voda:ACN 

okys. 0,1% TFA(v/v/v); A. (+)-katechin; B. 

malvidin-3-glukosid; C. a D. CeM3G 

diastereomery. 

 

V Tab.1. jsou uvedeny základní chromatografické parametry získané z mČĜení pomocí nano-

LC a HPLC. Nano-kolona Chromosphere poskytla vyšší retenci a separační účinnost Ěnižší HETP, 

pĜibližnČ 10krát pro (+)-katechin a malvidin-3-glukosid a 3krát pro CeM3G diastereomery)  

v porovnání s konvenční HPLC. Na druhou stranu lepší selektivita pro CeM3G diastereomery 

(rozdíl v selektivním faktoru 1,4-14,1%ě a vyšší rozlišení všech látek byly získány pomocí 

konvenční HPLC Ěrozdíl 35,6-91,6%) oproti nano-LC kolonČ. Výše uvedené výsledky pro 

konvenční HPLC byly získány za optimálních podmínek separace. NástĜikový objem pĜi 

optimalizovaných HPLC experimentech odpovídal 5,3% nástĜikového objemu použitého pro nano-

LC. Pro srovnání chování nano a konvenční kolony byl v dalším experimentu nastĜikovaný objem  

u HPLC systému zvýšen tak, aby odpovídal stejné části objemu kolony Ě5.3% celkového objemu 

kolony), který byl použit u nano-LC systému. PĜi tomto "škálovaném" experimentu byly plochy píků 

zhruba 10x vČtší v porovnání s optimalizovaným HPLC experimentem. U píků Ě+ě-katechinu  

a malvidin-3-glukosidu bylo pozorováno zvČtšení šíĜek píků. CeM3G diastereomerů byly šíĜky píků 

mČĜené  
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t'R 

(min)

w50% 

(min)

HETP 
(m)

k α SD As R SD

(+)-katechin 0,73 0,08 7 0,61 - - 2,33 - -

malvidin-3-glukosid 1,60 0,17 15 1,34 1,94 ± 0,049 1,11 1,73 ± 0,021

CeM3G diastereomer C 3,37 0,19 7 2,83 1,84 ± 0,019 1,78 2,73 ± 0,218

CeM3G diastereomer D 4,70 0,25 7 3,94 1,39 ± 0,003 2,13 2,01 ± 0,244

(+)-katechin 0,59 0,34 34 0,19 - - 1,05 - -

malvidin-3-glukosid 0,59 0,34 34 0,19 1,00 ± 0,000 1,05 0 ± 0,000

CeM3G diastereomer C 1,26 0,32 22 0,41 2,16 ± 0,099 1,13 1,21 ± 0,043

CeM3G diastereomer D 1,69 0,28 13 0,55 1,33 ± 0,017 1,31 0,84 ± 0,058

(+)-katechin 0,77 0,15 84 0,54 - - 2,00 - -

malvidin-3-glukosid 1,50 0,20 84 1,05 1,92 ± 0,028 0,91 2,48 ± 0,132

CeM3G diastereomer C 3,18 0,15 19 2,22 2,12 ± 0,005 1,57 6,34 ± 0,502

CeM3G diastereomer D 4,50 0,17 15 3,14 1,41 ± 0,004 1,50 5,41 ± 0,475

(+)-katechin 0,93 0,30 273 0,67 - - 3,17 - -

malvidin-3-glukosid 1,60 0,47 246 1,14 1,69 ± 0,021 0,75 1,01 ± 0,025

CeM3G diastereomer C 3,42 0,17 13 2,44 2,14 ± 0,013 1,45 3,65 ± 0,200

CeM3G diastereomer D 4,73 0,18 12 3,38 1,39 ± 0,007 1,57 4,63 ± 0,199

nanoLC: Chromosphere C1Ř, 150 mm x 100 um, 3 um, průtok 360 nL.min-1, nástĜik 100 nL

nanoLC: Chromolith CapRod, 150 mm x 100 um, 3 um, průtok 360 nL.min-1, nástĜik 30 nL

HPLCopt: ChromSphere C1Ř, 100 mm x 4,6 mm, 3 um, průtok 0,761 mL.min-1, nástĜik 5 uL

HPLCscaled: ChromSphere C1Ř, 100 mm x 4,6 mm, 3 um, průtok 0,761 mL.min-1, nástĜik ŘŘ uL

u „škálovaného“ experimentu srovnatelné s optimalizovaným experimentem. NicménČ  

u škálovaného experimentu bylo pozorováno zhoršení rozlišení u všech sledovaných látek. Na 

druhou stranu, za optimalizovaných podmínek poskytuje konvenčníHPLC metoda lepší rozlišení  

a menší asymetrii píků oproti nano-LC. 

 

Tab.1. Hlavní parametry 

separace reakční smČsi pomocí 

nanoLC a HPLC systému. t’R = 

redukovaný retenční čas; w50% = 

šíĜka píku v polovinČ výšky; 

HETP = výškový ekvivalent 

teoretického patra; k = retenční 

faktor;  = selektivita; As = 

asymetrie píku; R = rozlišení 

(počítáno vždy pro sousední píky 

(+)-katechinu, malvidin-3-

glucosidu a oba CeM3G 

diastereomery) 

 

 

Pro zjištČní použitelnosti nano-LC metody pro analýzu reálného vzorku byl na kapilární kolonu 

nastĜíknut extrakt vinaĜského opadu Ěmatoliny červených hroznůě. Obr. 7. ukazuje analýzu vzorku 

matolin (a) a vzorku s pĜídavkem maldivin-3-glukosidu, katechinu a CeM3G diastereomerů Ěbě. Ve 

vzorku s pĜídavkem tČchto složek jsou patrné píky obou diastereomerů, které jsou dobĜe 

separovány od majoritních složek pĜítomných matolinách a jsou i vzájemnČ velmi dobĜe rozlišeny 

(matrice tedy nemá významný vliv na vzájemnou separaci tČchto diastereomerních můstkových 
barviv) (Obr. 7b.). Vyvinutá metoda separace tČchto barviv na nano-kolonČ může být základem 

rychlého analytického postupu pro kontrolu kondenzovaných barviv v odpadech z vinaĜského 

průmyslu.   
 

Obr. 7. Analýza extraktu matolin  

z červených hroznů Ěaě a extraktu s pĜídavkem 

(+)-katechinu (A); malvidin-3-glukosidu (B) a 

CeM3G diastereomerů (C, D) (b); kolona: 

Chromosphere C18 (150 mm x 100 m i.d.), 

MF 80:20 H2O:ACN okys. 0.1 % TFA (v/v/v). 

 

Výsledky uvedené v této kapitole byly publikovány v Journal of Chromatography A [34].  
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5.3. Anaerobní fermentace vinařského odpadu 

5.3.1. Optimalizace anaerobní fermentace 

Anaerobní fermentace je efektivní ekologická metoda pro zpracování biologicky rozložitelného 

odpadu za současné výroby levné elektrické a tepelné energie. Odpady můžeme v tomto ohledu 

rozdČlit na dvČ velké skupiny: 1ě lehce zplynitelné, kam patĜí napĜíklad kukuĜičné siláž a Ĝepné 

Ĝízky a 2ě tČžce zplynitelné kam patĜí napĜíklad odpad z vinaĜské výroby. Mezi hlavní důvody 

inhibující metanogenezi vinaĜského odpadu patĜí nízké pH a vysoký obsah flavonoidů 

Ěantibakteriální účinkyě. Z tohoto důvodu je nutné objasnit procesy pĜemČny flavonoidů za 

anaerobních podmínek a současného vývoje bioplynu (CO2 a CH4ě. Pro dosažení stabilní 

metanogeneze je nutné celý systém optimalizovat. Optimalizace anaerobní fermentace v mikro-

mČĜítku byla rozdČlena do dvou částí. První část optimalizace zahrnovala hodnocení vlivu různých 

aditiv ve vzorku. Vzorky byly pĜipraveny smícháním prasečí kejdy (PS), výlisky červených hroznů 

(RGM), vody, 1 mg.mL-1 roztoku methanogenních bakterií (MetBac) a thioglykolátového média 

(TGM) v různých pomČrech ĚMetBac a TGM byly pĜidány pro urychlení množení methanogenních 

bakterií a vyšší produkci methanu).  PĜípravek MetBac APD BIO GAS je hojnČ využíván  

v čistírnách odpadních vod pro urychlení a zvýšení účinnosti rozkladu organického.  

Obr. 8a. zobrazuje porovnání obsahu čtyĜ plynů ĚN2, O2, CO2, CH4) ve fermentačních smČsích 

různého složení inkubovaných v objemu 2 mL po 23 denní anaerobní fermentaci Ěsložení 

fermentačních smČsí je uvedeno v legendČ k tomuto obrázku). Nejvyšší obsah methanu byl 

nalezen v roztocích B a D ĚpĜibližnČ 0,003%). V roztocích A, C, E a F nebyl detekován žádný 

methan v průbČhu anaerobní fermentace. PĜítomnost prasečí kejdy ve fermentační smČsi je tedy 

pro efektivní zplyňování nezbytná. pH v roztoku A pokleslo z hodnoty 4,0 na 3,4; v roztoku B z 7,8 

na 4,0; v roztoku C z 4,0 na 3,4; v roztoku D z 7,8 na 4,4; v roztoku E z 7,8 na 4,2 a v roztoku F z 

7,2 na 4,4. Tyto pĜedbČžné experimenty dále ukazují, že pĜídavek MetBac (Dě nijak nezlepší 

produkci methanu (porovnání se vzorkem B). Z tohoto důvodu byla v dalších experimentech 

použita smČs prasečí kejdy a výlisků červených hroznů ĚPS-RGM) bez pĜídavku MetBac a TGM. 

V druhé části optimalizačních experimentů byl sledován vliv pĜídavku hydroxidu amonného 

(vliv na pH smČsiě na proces gasifikace fermentačních smČsí o různém pomČru vstupních složek 

(tj. PS a RGM). Obr. 8b. poukazuje na fakt, že udržování pH reakční smČsi v alkalicko-neutrální 

oblasti je klíčová podmínka pro vznik a udržení methanogeneze, pĜinejmenším pĜi anaerobní 

fermentaci za diskontinuálních podmínek. VČtší množství PS a hydroxidu amonného zajišťují 

stabilní podmínky anaerobní fermentace ĚpH reakční smČsi pokleslo v průbČhu experimentu z ř,Ř 

na 7,4). Pro další studii byla zvolena koncentrace NH4OH 0,127 mol.L-1 (koncentrace v roztoku) 

jako kompromis zajišťující stabilní anaerobní fermentaci a udržení pĜímého působení amoniaku na 

studované polyfenolické látky v malém rozsahu oproti jejich pĜemČnám vlivem fermentačních 

procesů (pH tohoto roztoku pokleslo z 9,54 na 6,57 po 21 dnech). 
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Obr. 8. Procentní obsah 

N2, O2, CO2, CH4 po 23 dnech 

anaerobní fermentace (a.) a efekt 

pĜídavku NH4OH na produkci 

methanu v různých pomČrech 

vepĜové kejdy a matolin  

z červených hroznů Ěbě; a. - A) 

200 mg RGM + 2 mL vody; B) 

100 mg RGM + 450 mg PS + 2 

mL vody; C) 200 mg RGM + 2 mL 

vody + 1L MetBac; D) 100 mg 

RGM + 450 mg PS + 2 mL vody 

+ 1L MetBac; E) 200 mg RGM + 

2 mL TGM + 1L MetBac; F) 100 

mg RGM + 450 mg PS + 2 mL 

TGM + 1L MetBac; b. - A) 

750:50 = PS-RGM (m/m); B) 

500:50 = PS-RGM (m/m). 

 

 

 

 

 

 

 

Proces anaerobní fermentace za optimálních podmínek ĚpomČr PS:RGM 750:50, m/m; 

konečná koncentrace NH4OH 0,127 mol L-1; 35°C) byl kontrolován pomocí GC/MS (analýza  

4 hlavních plynůě. Obr. 9. zobrazuje proces anaerobní fermentace v reakční smČsi probíhající 

v našem experimentu v mikroreaktoru a porovnává jej se zmČnami v obsazích hlavních plynů 

popsaných v literatuĜe [50]. V první části fermentace ĚpĜi hydrolýze) dochází k rychlému poklesu 

kyslíku a dusíku, které jsou hlavními složkami vzduchu. Obsah oxidu uhličitého se zvyšuje za 

současného poklesu pH. Tento trend může je rovnČž pozorován v další fázi fermentace - pĜi 

acidogenezi. Ve finální fázi (methanogenezi) dochází k prudkému nárůstu methanu se současným 

poklesem CO2 a H2 [50]. Diskontinuální fermentace PS-RGM vykazuje stejný profil hlavních plynů 

jaký je uveden ve vloženém obrázku (Obr. 9.). ZmČny v profilu plynných složek v našem 

diskontinuálním mikro-reaktoru jsou kvalitativnČ ve velmi dobré shodČ s optimálním (teoretickým) 

průbČhem fermentace popsaným v literatuĜe. Tento fakt ukazuje, že Ĝada procesů souvisejících  
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s anaerobní fermentací může být dobĜe studována v mikroreaktoru Ěv laboratorních podmínkách) 

za výrazného snížení nákladů na experimenty. Výsledky z našeho experimentu anaerobní 

fermentace vinaĜského odpadu poukazují na to, že relativnČ snadnou modifikací vstupního 

materiálu (úprava pH) je možné docílit zplynČní tohoto materiálu a také kvalitativnČ potvrzují studii 

Frabbriho a kol [18] popisující analýzu plynných složek v reakční smČsi složené z PS a vinaĜského 

odpadu. SoučasnČ s odebíráním plynných složek z vnitĜní atmosféry mikro-reaktoru byly odebírány 

vzorky digestátu pro analýzu pomocí LC/MS, která je popsána v následující kapitole. 

 

Obr. 9. ZmČny v zastoupení 

hlavních plynů bČhem 
diskontinuální anaerobní 

fermentaci smČsi PS a RGM 

Ěvložený obrázek ukazuje 

optimální podmínky anaerobní 

fermentace - publikováno  

s povolením autorů [50]). 

 

 

 

 

 

5.3.2. Analýza digestátu pomocí LC/MS 

Vzorky digestátu byly odebírány z reaktoru injekční stĜíkačkou pĜes šroubovací víčko  

a septum uzavírající headspace vialku Ěpoužitou jako mikroreaktor) a analyzovány pomocí LC/MS. 

Surová LC-MS data získaná analýzou PS-RGM a PS Ějako blankě smČsí v počáteční fázi 

anaerobní fermentace (startovací podmínky, 1. fáze) byly zpracovány pomocí softwaru 

MarkerLynx. Pomocí tohoto softwaru byla provedena extrakce retenčních časů, m/z hodnot  

a intenzit, normalizace a zarovnání (alignment) dat a získána odpovídající datová matice 

(popisující relativní rozdíly v intenzitách mezi jednotlivými páry RT_m/z hodnot). Dále byla data 

upravena pomocí logaritmické tranformace pro potlačení kvantitativní a zvýšení kvalitativní funkce 

dat. Vzniklý soubor dat byl zpracován pomocí statistického softwaru EZinfo a studován pomocí 

analýzy hlavních komponent (PCA). Pro nalezení látek odpovČných za segregaci dat byla použita 

ortogonální projekce do latentních struktur (OPLS-DAě. Markery s nejvČtší variabilitou (vyjádĜenou 

x-souĜadnicíě a zároveň vČrohodností ĚvyjádĜenou y-souĜadnicíě byly extrahovány z pĜíslušného  

S-plotu z oblasti nejnižšího rizika. V našem pĜípadČ je tato oblast Ěv literatuĜe popisovaná, jako 

„oblast malého rizika“ – „low risk region“ě definována jako obdélník se souĜadnicemi:  
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p[1] = 30-100% z nejvyšší hodnoty na ose x a p[2] = 75–100% z nejvyšší hodnoty na ose y. 

NejvýznamnČjší markery byly detailnČ studovány pomocí cílených LC/MS/MS experimentů. 

Ve MS/MS spektrech chromatograficky oddČlených markerů 1 a Ř ĚR = 2,34ě s hodnotami m/z 

303.0530 a 303.0540 byly nalezeny charakteristické fragmenty kvercetinu [51], tj. m/z 229,0463 

 a 229,0529 (odchylka od teoretické hmoty, dtm, je 3,8 a -2,8 mDa); 153,0167 (dtm 2,1 mDa)  

a 137,0236 (dtm 0,3 mDa) - poslední dva fragmenty mají stejnou hodnotu m/z  

u obou markerů. Tyto fragmenty lze vysvČtlit postupnými ztrátami dvou molekul oxidu uhelnatého  

a vody z rodičovského iontu a retro-Diels Alderovým ĚRDAě štČpČním Ěprodukce 1,3A+ fragmentu). 

Ve fragmentačních spektrech byly dále nalezeny minoritní fragmenty vznikající dalšími ztrátami 

molekuly vody, CO a RDA štČpením, které potvrzují strukturu kvercetinu. Pro potvrzení identity 

tČchto markerů byl do reakční smČsi pĜidán standard kvercetinu. Retenční čas standardu se 

výraznČ lišil od nalezených markerů. Detailním studiem MS spekter obou markerů byly nalezeny 

ionty m/z 465,1067 a 465,1068, které mají stejný RT jako signál iontů s m/z 303.0530 a 303.0540. 

ZjištČné markery jsou tedy v glykosylované formČ (dtm pro glykosylované formy je 3,4 a 3,5 mDa). 

Dominantním fragmentem v cílenČ mČĜených MS/MS spektrech iontů tČchto glykosidů je látka  

s m/z 303,0522 a 303,0534, což jednoznačnČ potvrzuje, že markery nalezené pomocí OPLS-DA 

vznikají z iontů s m/z 465. Detailní studium RDA fragmentů ve fragmentačních spektrech markerů 

umožňuje lokalizovat umístČní hydroxy skupin ve flavonoidním skeletu markeru 1 (detailní popis 

RDA fragmentací a nomenklatura je popsána v práci Cuyckense and Clayes [200]). Proces 

určování počtu hydroxy skupin na kruhu A a B je založen na RDA fragmentech, které jsou 

pĜítomny v MS/MS spektrech sledovaného markeru a standardu kvercetinu, tj. fragmenty s m/z 

183.0456 (0,2A+, marker 1, dtm -16,3), 121.0280 (0,2B+, marker 1, dtm 1,0), 165.0183 (0,2A+, 

standard kvercetinu, dtm 0,5) a 137.0236 (0,2B+, standard kvercetinu, 0.3 mDa). PomČr signálů 
0,2A+ fragmentů (Q=I183/I165) ve spektru markeru 1 je Q = 0,21 a ve spektru kvercetinu Q = 0,7. 

Pokud provedeme stejné výpočty pro 0,2B+ RDA fragmenty (Q=I121/I137), tak ve spektru markeru 1 

získáme hodnotu Q = 1,Ř0 a pro standard kvercetinu Q = 0,25. Tyto hodnoty podporují pĜítomnost 

jedné hydroxy skupiny na kruhu B a tĜech OH skupin na kruhu A Ětj. struktury markeru 1 odpovídají 

6- nebo 8-hydroxykaemferolu). Z důvodu nízké intenzity signálů RDA fragmentů v MS/MS spektru 

markeru Ř není možné určit rozmístČní hydroxy skupin na molekule. 

Na Obr. 10. je zobrazen chromatogram PS-RGM smČsi pĜi 2Ř0 nm ĚA – DAD detektor). Lze 

vidČt, že PS-RGM je bohatá smČs složek s různou strukturou a mezi nimi je i Ĝada fenolických 

látek. Mezi eluovanými polyfenoly se vyskytují i tĜi dobĜe separované látky s m/z 411.11, jak 

ukazuje chromatogram rekonstruovaný pro tuto hmotu (B). DvČ z tČchto látek patĜí mezi nalezené 

markery, RT_m/z pár 10.59_411.1080 (marker 2) 11.95_411.1100 (marker 7). V kolizních 

spektrech obou látek byl nalezen fragment m/z 289.0708 (C15H13O6
+, dtm, 0.4 mDa), který vzniká 

ztrátou hydroxybenzaldehydu (m/z=122.0368, dtm, -3.2 mDa). Tento fragment může být pĜiĜazen 

protonizované molekule di-dehydrokatechinu. Dominantním fragmentem ve spektru je ion pĜi  
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m/z 259.0602 (C14H11O5
+, dtm, 0.4 mDa) odpovídající ztrátČ methyl-esteru kyseliny 

hydroxybenzoové (m/z=152.0442, dtm, -3.1 mDa). Protonizovaná molekula 

hydroxybenzaldehydu byla rovnČž nalezena ve spektru (m/z 123.0433, dtm -1.3ě. Na základČ 

fragmentačních experimentů, mohou být markery 2 a 7 identifikovány jako izomery 

hydroxybenzoylkatechinu. Nutno zmínit, že fragmenty odpovídající protonizované molekule 

katechinu a kyselinČ hydroxybenzoové byly také nalezeny ve fragmentačním spektru 

hydroxybenzoylkatechinu, avšak s vČtší odchylkou od teoretické hodnoty m/z, což může být 

způsobeno nízkou intenzitou jejich signálů (tj, m/z 291.1002, dtm 13.3 a 139.0542; dtm 14.7 mDa). 

Pozice acylace na skeletu katechinu nebyla zjištČna, nicménČ podle Smithe a kol., kteĜí se zabývali 

acylací prokyanidinů v různých rostlinných materiálech dochází nejčastČji k acylaci v pozici 3 [53]. 

Je nutné poznamenat, že signály tČchto látek nebyly nalezeny v čistém extraktu vinaĜského 

odpadu a ani ve vepĜové kejdČ. Toto může být vysvČtleno rychlou reakcí katechinu v PS-RGM 

smČsi. 

 

Obr. 10. Chromatogram PS-

RGM smČsi pĜi 2Ř0 nm ĚAě, 

rekonstruovaný chromatogram pro 

m/z 411.11 (B), MS/MS spektra 

markerů 2 a 7 ĚC,D; kolizní energie 

10-40 eV). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Obr. 11 je zobrazen chromatogram pro rekonstruované hmoty m/z 449.12 a 287.06 (A, B). 

Dominantní pík s m/z 287.06 a RT 9.96 min. odpovídá markeru 3. Tento marker byl identifikován 

jako kaempferol. Postupné ztráty vody a oxidu uhelnatého poukazují na flavonoidní strukturu (tj. 

Obr. 11C.;  fragmenty m/z 26ř.0457, 25ř.0602, 241.04ř7, 231.0654 atd.ě. RelativnČ silný signál 

RDA fragmentu m/z 121.0280 (2,0B+, dtm 1.0 mDaě poukazuje na pĜítomnost jedné hydroxy skupiny 

na B kruhu (Q=I121/I137=1.5). Ve spektru byly nalezeny také další RDA fragmenty, tj. 137.0236 

(0,3A+, dtm 0.3), 153.0167 (1,3A+, dtm 2,1), 165.0183 (0,2A+, dtm 0,5). Na základČ stejného elučního 

profilu látky s hodnotou m/z 449.12 lze usoudit, že kaemferol je v reakční smČsi v glykosylované 

formČ Ěmono hexosidě. Intenzita signálu kaemferol-hexosidu byla nižší, než prahová hodnota 
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intenzity nastavená pro filtrování markerů od šumu pĜi zpracování dat v programu MarkerLynx 

Ě100; marker intensity thresholdě. PĜi analýze čísté kejdy Ěreferenční vzorekě nebyl 

v chromatogramu nalezen pík kaemferol-hexosidu. Tato látka je tedy rovnČž důležitým markerem 

smČsi PS-RGM, i pĜesto, že je v odpovídajícím spektru pĜítomna s nižší intenzitou. 

V chromatogramu na obrázku Obr. 11A. je patrný také široký pík kyanidin-3-glukosidu (RT 2,8 

min.ě a další dvČ menší neidentifikované látky. Signály tČchto látek byly rovnČž pod nastavenou 

prahovou hodnotou intenzity.  

 

Obr. 11. Rekonstruovaný chromatogram 

pro m/z 449.12 (A) a 287.06 (B) a MS/MS 

spektrum markeru 3 (C; CER 10-50 eV). 

 

Marker 7,92_349,0970 (RT_m/z pár) byl 

identifikován jako malvidin chalkon. Na Obr. 

12A. je zobrazen rekonstruovaný 

chromatogram pro tuto hmotu. Ostrý pík 

indikuje, že v roztoku pĜevládá ĚotevĜenáě 

forma chalkonu (vzájemná konverze 

jednotlivých acidobazických forem 

hydratovaného malvidinu neovlivňuje 

retenci). V kolizním spektru (Obr. 12B.) 

můžeme pozorovat ztrátu molekuly vody 

(fragment s m/z 331,0787, dtm 3,1 mDa) 

následovanou ztrátou methylového radikálu 

(m/z 316,0453, dtm 13 mDa). Signál náležící 

ztrátČ dvou molekul methanu byl také 

detekován v MS/MS spektru, avšak s vysokou odchylkou od teoretické hodnoty m/z z důvodu 

nedostatečného rozlišení pozadí Ěm/z 2řř.0547, dtm 35.5 mDaě. Tyto procesy indikují pĜítomnost 

dvou methylových skupin v molekule. Dominantní fragment m/z 1Ř1,04ř2 odpovídá odštČpení 

acyliového kationtu kyseliny syringové z rodičovské molekuly chalkonu (C9H9O4
+, dtm, 0.9 mDa). 

Diagnostický fragment odpovídající kruhu A substituovaný tĜemi hydroxy skupinami Ětj. Ě2-(2,4,6-

trihydroxyfenyl)ethylidyn)oxonium, m/z 167.0316, C8H7O4
+, dtm 2.8 mDa) byl rovnČž pozorován ve 

spektru. Popsané fragmentační procesy této látky zcela potvrzují navrženou strukturu. Vyšší obsah 

chalkonu v reakční smČsi lze očekávat z důvodu vysokého obsahu derivátů malvidinu ve výliscích 

z červených hroznů. Glykosylovaná forma této látky (malvidin-3-glukosid) je dalším z markerů 

nalezených pomocí statistického zpracování dat.  Obr. 12C. zobrazuje rekonstruovaný 

chromatogram pro jeho hmotu. Identifikace tohoto anthokyaninu byla založena na mČĜení pĜesné 



29 

 

hodnoty m/z Ěm/z 4ř3.1340, dtm 0.6ě, fragmentačních experimentech (Obr. 12D.) a porovnání RT, 

profilu píku Ětypický rozšíĜený pík anthokyaninů pĜi pH MF pod 2 [47]) a MS dat s autentickým 

standardem.  

 

Obr. 12. Rekonstruovaný 

chromatogram pro markery s m/z 349,09 

(A) a 493,12 (C) a jejich MS/MS spektra (B 

a D, CER 10-50 eV). 

 

Látka definovaná RT_m/z párem 

10.09_317.0780 je také uvedena mezi 

markery. V kolizním spektru této látky 

můžeme pozorovat ztrátu methylového 

radikálu (fragment s m/z 302.0435, 

dtm -0.8 mDa), kaskádové ztráty 

hydroxylového radikálu, oxidu 

uhelnatého a vody (tj. fragmenty m/z 285.0407, 257.0410, 229.0529, 239.0279 a další) a rovnČž 

menší fragmenty vznikající RDA štČpením ĚObr. 13.). Tento marker na základČ svých analytických 

vlastností odpovídá methylkvercetinu nebo jeho izomeru (tj. hydroxymethyl-kaempferolu nebo 

hydroxymethyl-luteolinuě. DetailnČjší identifikace je komplikována složitostí fragmentačních 

pochodů ĚnedostatečnČ charakteristickým profilem spektra, včetnČ RDA štČpeníě a chybČjícími 

autentickými standardy. 

 

 

Obr. 13. MS/MS spektrum 

markeru s m/z 317,0780 (CER 10-50 

eV). 

 

 

 

 

Mezi markery se nachází také další tĜi neidentifikované látky a fragment hydroxybenzoyl-

katechinu.  

Výše uvedené výsledky ukazují, že kombinace LC/HRTMS s PCA a OPLS-DA je velmi užitečný 

nástroj pro hledání důležitých zmČn ve složení smČsí pĜi anaerobní fermentaci  

a také, že deriváty a izomery kaempferolu, katechinu, malvidinu a kvercetinu jsou složky 

vinaĜského odpadu významnČ se projevující v pĜipravených fermentačních smČsích. Tyto látky 
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mohou ovlivnit průbČh zplyňovacího procesu. ZmČny obsahů sledovaných látek bČhem anaerobní 

fermentace ĚvyjádĜené plochami píků v rekonstruovaných chromatogramech) jsou patrny z Obr. 

14A. Z obrázku je vidČt, že obsahy analyzovaných flavonoidů Ěobsažených ve vínČě rychle klesají 

v průbČhu zplyňování za optimálních podmínek. Po čtyĜech dnech (tj. v acidogenní fázi pĜi 

anaerobní digesci) jsou patrné pouze stopy tČchto látek.  

Obr. 14. ZmČny v obsazích markerů 
z první (A) a druhé (Bě fáze zplyňovacího 

procesu. A: 9.03_303.0530 hydroxylovaný 

kaempferol; 11.95_411.1100 hydroxy-

benzoylkatechin; 9.93_287.610 kaempferol; 

6.75_493.1340 malvidin-3-glukosid; 

8.85_303.0540 izomer kvercetinu; 

10.59_411.1080 hydroxybenzoylkatechin; 

10.09_317.0780 methylkvercetin nebo jeho 

izomer; 7.92_349.0970  malvidin-chalkone. B: 

1.38_305.0706 - redukovaný (dihydro analog) 

kvercetinu, hydroxykaempferol nebo pĜíslušný 

chalkon; 2.53_139.0457 – pravdČpodobnČ 
fragment redukovaného kaemferolu; 

1.94_123.0491 – hydroxybenzaldehyd 

ĚpravdČpodobnČ fragment 
dimethoxychromanonu); 4.81_123.0495 – hydroxybenzaldehyd (pravdČpodobnČ fragment redukovaného katechinu); 

9.78_123.0492 – hydroxybenzaldehyd (fragment neznámé látky). 

 

Stejné zpracování dat jaké bylo popsáno výše ĚPCA pro sledování segregace zplyňovaných 

vzorků PS-RGM a PS podle jejich složení a OPLS_DA pro popis významu jednotlivých markerůě 

bylo aplikováno na vzorky po 4 dnech Ě2. fázeě zplyňovacího experimentu. Šest nejvýznamnČjších 

markerů, tj. RT_m/z páry 1.38_305.0706, 1.39_139.0451, 1.94_123.0491, 2.53_139.0457, 

4.81_123.0495, 9.78_123.0492, je detailnČ popisováno v následujícím textu.  

Na Obr. 15 je zobrazen rekonstruovaný chromatogram pro m/z 305.07 a 139.05 (A a B). 

Všechny tĜi píky pĜítomné v obou chromatogramech patĜí mezi významné markery PS-RGM ve 2. 

fázi experimentu. V kolizním spektru látky m/z 305.0706 byly pozorovány opakující se ztráty vody  

a oxidu uhelnatého, jež indikují polyfenolickou strukturu ĚObr. 15D.). Dominantní fragmenty pĜi m/z 

153.0221 a 151.0417 vznikají rozštČpením chalkonu kvercetinu a/nebo redukované (dihydro-) 

formy kvercetinu a/nebo redukované (dihydro-ě formy hydroxylovaného kaempferolu. Fragment pĜi 

m/z 13ř.03ŘŘ může být vysvČtlen jako 0,3A+ RDA fragment z dihydrokvercetinu. Tento fragment je 

také významným markerem 2. fáze zplyňovacího experimentu (RT_m/z pair 1.39_139.0451). 

Fragmenty s m/z 127.0404 a 123.0482 odpovídají protonizované molekule floroglucinaldehydu 

(1,4A+ fragment dihydrokvercetinu) a protonizované molekule hydroxybenzaldehydu (0,2B+ RDA 

fragment redukovaného hydroxykaempferolu). Původ RDA fragmentů byl také potvrzen MRM 
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experimenty. Na základČ získaných dat je možno látku s m/z 305.07 pĜiĜadit dihydrokvercetinu, 

dihydrohydroxykaemferolu nebo odpovídajícímu chalkonu ĚpĜípadnČ jejich nerozlišené smČsi).  

Marker s vyšší retencí v rekonstruovaném chromatogramu pro m/z 139.05 (Obr. 15B.; tj. pár  

s RT_m/z 2.56_139.0457) odpovídá protonizované molekule dihydroxybenzaldehydu. Identitu 

tohoto markeru potvrzuje MS/MS experiment. V kolizním spektru jsou patrné dvČ ztráty CO a jedna 

ztráta vody (tj. fragmenty m/z 111.0443, 93.0384 a 65.0376). Tento marker má identický retenční 

profil s iontem s m/z 289.0774 (Obr. 15C.), který není pĜímo uveden mezi markery z důvodu jeho 

nízké intenzity v MS spektru. S ohledem na pĜítomnost kaemferolou v 1. fázi experimentu, lze 

navrhnout, že ion 2Řř.0774 vzniká redukcí Ěhydrogenacíě kaemferolu. Redukce flavonoidů 

z vinaĜského odpadu je tak patrnČ jedním důležitých procesů doprovázejícím anaerobní fermentaci 

s produkcí bioplynu, pĜi nejmenším na začátku anaerobní digesce, tj. v acidogenní fázi. 

KvalitativnČ jsou tyto výsledky ve shodČ s modelovou in-vitro studií katabolismu kvercetinu  pomocí 

bakterií z lidských exkrementů [54]. 

 

Obr. 15. Rekonstruovaný 

chromatogram pro m/z 305.07 (A), 139,05 (B), 

289,07 (C) a MS/MS spektrum markeru s m/z 

305,0706 (D, CER 10-40 eV). 

  

Poslední tĜi markery označené jako 

RT_m/z páry 1.94_123.0491, 

4.81_123.0495 a 9.78_123.0492 

odpovídají hydroxybenzaldehydům 

(C7H7O2
+, dtm, -4.5, -4.9 a -4.6 mDa). 

Jejich kolizní spektra jsou pomČrnČ 

jednoduchá a vzájemnČ podobná. 

Můžeme pozorovat dominantní fragmenty 

odpovídající postupnČ ztrátČ vody (m/z 

105.0339, dtm 0.1 mDa) a oxidu 

uhelnatého (m/z 77.0413, dtm -2.2 mDa). 

Ve spektru jsou také pozorovatelné další 

minoritní ztráty. První je ztráta molekuly  

s 15.řř5ř Da z rodičovského iontu za tvorby fragmentu m/z 107.0474. Tato ztráta může odpovídat 

odštČpení kyslíku z hydroxy skupiny (m/z 15.řř4řě nebo odštČpení methanu Ěm/z 16.0313).  

S ohledem na namČĜenou a vypočítanou neutrální ztrátou je zĜejmé, že tato ztráta odpovídá první 

možnosti a indikuje absenci methylové skupiny v struktuĜe. Druhá ztráta odpovídá odštČpení 

formaldehydu - tj. ztráta (m/z 30.0049, dtm 5.7 mDa) a COH· radikálu (m/z 29.0045,  
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dtm 1.Ř mDaě potvrzuje vedle ztráty CO pĜítomnost aldehydické skupiny v molekule. Další 

možností je pĜítomnost karboxy skupiny v molekule markeru Ětj. kyselina benzoováě. Tato možnost 

byla testována porovnáním analytických vlastností s autentickým standardem (pĜídavek  

k. benzoové k PS-RGM vzorkuě. Z důvodu odlišného retenčního času standardu a nalezených 

markerů a zejména absence CO2 v kolizním spektru markeru (v kolizní spektru k. benzoové je tato 

ztráta velmi dobĜe patrnáě byla tato možnost zavrhnuta. Nalezené markery s m/z 123.05 byly také 

porovnávány se standardem p-hydroxybenzaldehu. I v tomto pĜípadČ se RT standardu lišil od 

diskutovaných markerů. Z tohoto důvodu bylo možno uvažovat, že tyto markery jsou fragmenty 

vČtších molekul - látky s m/z 209,0870 a 293,1053, které mají stejný retenční čas jako markery 

s m/z 123 eluující v RT 1,94 a 4,81.  

V MS/MS spektru látky s m/z 293,1053 byl nalezen fragment s m/z 275,0Řřř odpovídající ztrátČ 

molekuly vody. Ve fragmentačním spektru byly také nalezeny typické RDA fragmenty flavan-3-olů, 

tj. m/z 165.0529 (C9H9O3
+, dtm -2.3 mDa), 153.0572 (C8H9O3

+, 2.0 mDa) and 139.0382 (C7H7O3
+, -

1,3 mDa). Tyto fragmenty pozorovali a také důkladnČ popsali autoĜi Li a Deinzer [203]. Rodičovská 

molekula obsahuje o dva atomy vodíku více v porovnání s katechinem - můžeme tedy uvažovat 

jeho redukci. Tato interpretace je dále potvrzena pĜítomností fragmentu m/z 14ř.0614 odpovídající 
1,4B+ RDA fragmentu katechinu obsahující navíc dva atomy vodíku. Fragment m/z 123,0451 

(odpovídající markeru 4.81_123.0495, dtm -4.4 mDa) vzniká katechin-benzofuranovým štČpením 

(catechin benzofuran forming fission) [55]. Detailní zobrazení fragmentačního procesu 

redukovaného katechinu je zobrazen na Obr. 16. Pozice redukce na katechinovém skeletu nebyla 

odhalena ze získaného fragmentačního spektra ĚpravdČpodobnČ se však jedná o chromatograficky 

nerozdČlenou smČs izomerůě 
 

 

Obr. 16. MS/MS spektrum látky s m/z 

293,1010 (CER 10-30 eV)  

a navržené struktury fragmentů; a) 1,4B+ RDA 

fragment redukovaného katechinu. 

 

Rodičovská molekula markeru 

1,ř4_123,04ř1 Ětj. m/z 20ř,0Ř70ě může 

vznikat vlivem methanogenních bakterií  

v redukční atmosféĜe podobnČ jako látky 

popsané výše. PĜítomnost bČžných 

flavonů a flavonolů a v nČkterých 

pĜípadech jejich redukované či 

methylované formy ve vinaĜském 
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odpadu byly popsány v textu výše. Flavonoidy [56] a jejich chalkony [57] můžou být 

transformovány na dihydroxychromony nebo deriváty kumarinu ztrátou B-kruhu. Tento proces je 

také pozorován v PS-RGM smČsi. Molekula poskytující rodičovský ion s m/z 209,0870 byla 

identifikována jako dimethoxychromanon (dihydroxychromony vznikají enzymatickým rozkladem 

flavonoidů [56]) a tyto látky mohou být následnČ redukovány  

a methylovány methanogenními bakteriemi [54]. Dominantní fragmenty získané MS/MS 

experimentem jsou ionty s m/z 14ř.0614, 131.046ř a 103.052ř. Tyto signály mohou být vysvČtleny 

jako postupné ztráty molekuly vody ĚpravdČpodobnČ díky aromatizaci heterocyklického kruhu) 

potvrzující pĜítomnost hydroxy skupinyě, ketenu ĚpĜítomnost methoxy skupinyě a oxidu uhelnatého 

(vyštípnutého z heterocyklického kruhu). PĜítomnost druhé methoxy skupiny potvrzuje slabý, ale 

stále patrný signál fragmentu s m/z 134,0362 vznikajícího ztrátou methylového radikálu z 149,0614 

(Obr. 17.). Původ markeru ř,7Ř_123,04ř2 nebyl objasnČn a je pĜedmČtem dalšího výzkumu. 

 

Obr. 17. MS/MS spektrum látky s m/z 

209,0780 (CER 10-40 eV)  

a navržené struktury vznikajících fragmentů. 

 

ZmČny v obsahu markerů  

z druhé fáze fermentačního procesu jsou 

zobrazeny na Obr. 14B. Z obrázku je 

patrné, že všechny tyto markery nejsou 

pĜítomny v reakční smČsi v počáteční fázi 

fermentace. Jejich obsah v kapalné fázi 

dosahuje maxima zhruba po 4-8 dnech  

a poté jejich obsah klesá. Statisticky 

významný pokles identifikovaných 

redukovaných flavonoidů Ěmarkery m/z 305,0706 a 13ř,0457ě byl pozorován po 16 dnech 

gasifikačního procesu. Markery s fragmentem m/z 123,05 se rozkládaly výraznČ rychleji  

a statisticky významný pokles byl patrný po 8 dnech. 

Studovaný proces gasifikace zahrnuje velké množství chemických a enzymatických procesů.  

Z tohoto důvodu je komplexní popis degradace polyfenolů obsažených ve vínČ velice 

komplikovaný. NicménČ naše experimenty indikují jeden obecnČjší významný proces, a to je vznik 

redukovaných forem flavonoidů v průbČhu fermentace [35]. NČkteré z redukovaných forem 

flavonoidních látek tČchto látek mají vyšší toxicitu než bČžné flavonoidy. NapĜíklad izomer 

dihydrokvercetinu, taxifolin, má akutní intraperitoneální toxicitu mČĜenou na myších LD50 (AITM-

LD50) 985 mg.kg-1. U kvercetinu byla namČĜena hodnota 3000 mg.kg-1. Malvidin (aglykon 

nejvýznamnČjšího anthokyaninu pĜítomného ve vínech a detekovaného v počáteční fázi 
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fermentace PS-RGM) má hodnotu AITM-LD50 4110 mg.kg-1 ĚmČĜený jako malvidin chloridě [58]. 

Ačkoli jde o velmi pĜedbČžné srovnání a vyslovení jednoznačného závČru o rozdílech v toxicitách 

bČžných polyfenolů a jejich redukovaných forem vyžaduje daleko zevrubnČjší výzkum, uvedená 

data akcentují potĜebu vhodné analytické kontroly Ěnestabilizovanéhoě digestátu i výzkumu jeho 

vlivu na životní prostĜedí v širších souvislostech. 

Výsledky získané touto studií byly publikovány v časopise Chemosphere [35]  
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6. Závěr 
Výroba bioplynu je rychle se rozvíjející se odvČtví dovolující účinný a ekologický způsob 

zpracování odpadu a zároveň produkce relativnČ levné energie. V současné bioplynárenské praxi 

je analytická chemie používána hlavnČ pro kontrolu složení plynů a základních agrochemických 

parametrů v digestátu. Aby bylo možno rozšíĜit spektrum materiálů, které je možno zplyňovat, je 

tĜeba detailnČ znát složení vstupních surovin ĚvčetnČ jejich zmČn probíhajících pĜi skladování 

surovin pĜed zplyňovánímě i chemické zmČny probíhající v průbČhu samotné anaerobní fermentace 

v bioplynovém reaktoru. Tato práce se zabývá vývojem vhodných analytických metod pro 

sledování složení tČchto materiálů a následnČ jejich využitím pro studium zmČn v profilu vybraných 

látek s flavonoidní povahou za uvedených podmínek. 

V prvním kroku byly provedeny experimenty studující degradaci i kondenzační reakce na 

chemicky čistých standardech dvou anthokyaninových barviv. PĜi degradaci kyanidinu  

a malvidin-3-galaktosidu pĜi pH 7 a zvýšené teploty Ěř5°Cě po dobu 24 hodin docházelo ke vzniku 

kyseliny protokatechové (z kyanidinu) a kyseliny syringové (z malvidin-3-galaktosidu). Ani  

v jednom pĜípadČ nebyl ve vzorku detekován společný rozkladný produkt obou anthokyaninů 

floroglucinaldehyd. Z toho důvodu byly provedeny rozkladné experimenty se standardem 

floroglucinaldehydu. PĜi rozkladných experimentech čistého standardu byly  

v roztoku nalezeny neznámé látky s m/z 243,0324, 271,0255 a 271,0276. Na základČ porovnání 

analytických dat s laboratornČ nezávisle pĜipraveným standardem anthrachrysenu (1,3,5,7 – 

tetrahydroxyanthrachinoně a porovnání s již publikovanými výsledky v odborných časopisech byly 

látky s m/z 271,02 identifikovány jako tetrahydroxyanthrachinony (1,3,5,7 

tetrahydroxyanthrachinon, 1,4,5,8-tetrahydroxyanthrachinon a/nebo 2,3,6,7-tetrahydroxy-

anthrachinoně. Tyto látky by tedy potenciálnČ mohly vznikat i pĜi zpracování potravin bohatých na 

sledované anthokyaniny a ovlivňovat tak jejich organoleptické vlastnosti i působení na lidský 

organismus.  

Další studie byla zamČĜena na vývoj nano-LC metody pro analýzu můstkových barviv 

vznikajících reakcí (+)-katechinu a malvidin-3-glukosidu v prostĜedí acetaldehydu. Byla provedena 

syntéza dvou diasteromerů Ě+ě-katechin-ethyl-malvidin-3-glukosidu a prostudováno jejich retenční 

chování na laboratornČ pĜipravených kapilárních kolonách s různými stacionárními fázemi ĚplnČ 

porézní Chromosphere C1Ř, povrchovČ porézní Kinetex C1Ř a monolitická stacionární fáze 

Chromolith C1Řě. Nejlepší výsledky poskytuje fáze Chromosphere C1Ř, která byla rovnČž 

testována z hlediska možného použití pro kontrolu obsahu kondenzovaných barviv ve vinaĜském 

odpadu. Nano-LC technika byla porovnána s metodou optimalizovanou pro konvenční kapalinovou 

chromatografii.  

Pro studium anaerobní fermentace vinaĜského odpadu byl navržen a použit jednoduchý 

diskontinuální mikroreaktor. Proces průbČhu anaerobní fermentace byl kontrolován pomocí 
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headspace analýzy vnitĜní atmosféry reaktoru Ěmethan, oxid uhličitý, dusík a kyslíkě plynovým 

chromatografem s hmotnostní detekcí. Analýzy pomohly definovat jednotlivé fáze zplyňovacího 

procesu (acidogenní fáze a nestabilizovaná methanogeneze) v diskontinuálním režimu. Kapalný 

podíl fermentační smČsi Ědigestátě byl analyzován spojením vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie s vysokorozlišující tandemovou hmotnostní spektrometrií. Získaná data byla dále 

zpracována analýzou hlavních komponent a ortogonální projekcí do latentních struktur. Tyto 

postupy hodnocení dat dovolily nalézt látky Ěmarkeryě výraznČ odlišující smČs s pĜídavkem 

vinaĜského odpadu od bČžnČ používané smČsi Ěprasečí kejdaě. Osm nejvýznamnČjších markerů 

lze na základČ získaných analytických dat zaĜadit do skupiny polyfenolů. LC/MS analýzy vzorků 

z acidogenní fáze a z nestabilizované methanogeneze indikují vznik redukovaných forem 

nČkterých flavonoidů v počátečních fázích bioplynového procesu a jejich rozklad ve 

fázích následujících. Jde o látky hydroxykaempferol, hydroxybenzoylkatechin, methylkvercetin, 

malvidin-3-glukosid, chalkon malvidinu a redukovaný katechin. Vyšší toxicita nČkterých dihydro-

flavonoidů ĚnapĜ. taxifolině může Ěvzhledem k rozdílům v hodnotách LD50ě pĜedstavovat vyšší 

zátČž pro životní prostĜedí než bČžné flavonoidy vyskytující se ve vínČ Ěmalvidin, kvercetin, atd.ě, 

pokud je jako hnojivo použit nestabilizovaný digestát. Tato velmi pĜedbČžná hypotéza však 

vyžaduje podrobnČjší výzkum. Výsledky ale poukazují na potĜebu zevrubné analytické kontroly 

složení digestátu pĜed jeho dalším použitím. 

 

Výsledky získané v souvislosti s touto disertační prací byly publikovány ve tĜech 

impaktovaných a jednom recenzovaném časopise a byly prezentovány na ĜadČ mezinárodních  

a domácích sympozií. 
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