UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

Separace porfyrinovych potravinaiskych barviv kapalinovou chromatografii

Bc. Karin Sokolova

Diplomova prace
2020



UNIVERZITY OF PARDUBICE
FAKULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Separation of porphyrin food dyes by liquid chromatography

Bc. Karin Sokolova

Diploma thesis
2020



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni: Bc. Karin Sokolova

Osobni Eislo: C18558

Studijni program: N1407 Chemie

Studijni obor: Analytick& chemie

Téma prace: Separace porfyrinovych potravinafskych barviv kapalinovou chro-
matografii

Zadavajici katedra: Katedra analytické chemie

Zasady pro vypracovani

1. V teoretické Casti diplomové prace popiste principy kapalinové chromatografie, instrumentaci a vybrané
mody separace (fazové systémy). ReSerSné zpracujte téma potravinarskych barviv, se zaméfenim na barviva
pfirodni a porfyrinova barviva, v€etné jejich analyzy.

2. Proméfte retenéni chovani vybranych vzorkd porfyrinovych barviv. Optimalizujte separaci porfyri-
novych barviv, zaméfte se na vybér stacionarni faze, slozeni mobilni faze a gradientovou eluci s cilem

dosahnout co nejlepsi separace vzorkd.

3. Ziskana experimentalni data kriticky zhodnotte a diskutujte.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokynii vedouciho préace.

Vedouci diplomové préace: doc. Ing. Petr Cesla, Ph.D.

Katedra analytické chemie
Konzultant diplomové prace: Ing. Pavla Dolezanova

Katedra analytické chemie

Datum zadani diplomové préace: 5. tinora 2020
Termin odevzdani diplomové prace: 7. kvétna 2020

L.S.

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc.
dékan

prof. Ing. Karel Ventura, CSc.
vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. Gnora 2020



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Vesker¢ literarni prameny a informace, které
jsem v praci vyuzil/a, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona €. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skuteCnosti, ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzavteni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uvziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
priméfeny piispévek na thradu nakladi, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti
az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o
zméné a doplnéni dalSich zakont (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozd€jsich predpisu, a
smérnici Univerzity Pardubice €. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiiovani a formalni
upravu zavere¢nych praci, ve znéni pozdéjsich dodatka, bude prace zvetrejnéna prostiednictvim

Digitéalni knihovny Univerzity Pardubice.

Souhlasim s prezenénim zpfistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne

Karin Sokolova



Podékovani

Rada bych pod&kovala panu Doc. Ing. Petru Ceslovi, Ph.D. za odborné vedeni prace, vécné
pfipominky, dobré rady a vstficnost pii konzultacich diplomové prace. Dale bych rada
podekovala Ing. Pavle Dolezanové za pomoc, rady a ptipominky pfi vypracovavani této prace.
Zvlastni pod€kovani patii také mé rodin€ a pratelim za jejich podporu a pomoc, jak pfi

zpracovani diplomové prace, tak po celou dobu studia.



ANOTACE

Diplomova prace je vénovana analyze barviva chlorofylinu méd’natého. Analyzy probihaly za
vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Cilem prace bylo
optimalizovat podminky chromatografick€é separace, zjistit vliv iontd kovl na

chromatografickou separaci a identifikovat slozky vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie.

KLIiCOVA SLOVA

piirodni potravinaiska barviva, porfyrinova barviva, chlorofyl, chlorofylin, sodna sul
chlorofylinu  médnatého, kapalinova chromatografie, UV/VIS detekce, hmotnostni

spektrometrie

ANNOTATION

The diploma thesis is devoted to the analysis of the copper chlorophyllin dye. Analyzes were
performed using high performance liquid chromatography and mass spectrometry. The aim of
the work was to optimize the conditions of chromatographic separation, to determine the effect
of metal ions on the chromatographic separation and to identify the components of the sample

using mass spectrometry.

KEYWORDS

natural food dyes, porphyrin dyes, chlorophyll, chlorophyllin, sodium copper chlorophyllin,
liquid chromatography, UV / VIS detection, mass spectrometry
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vysokoucinng kapalinova chromatografie s normélnimi fazemi
refraktometricky detektor

vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi



UvVOD

Porfyrinovéa, neboli tetrapyrrolova barviva, jsou zelena ptirodni barviva, jejichz hlavnim
zastupcem je chlorofyl. Struktura porfyrinu je tvofend Ctyfmi pyrrolovymi skupinami, které jsou
symetricky uspofadany a tvoti tzv. porfyrinovy kruh. Zdrojem chlorofylinu jsou zelené Casti
rostlin, vétS§inou pak razné travy ¢&i vojtéska. Chlorofyl samotny ovSem podléha snadné
degradaci. Z tohoto divodu se vyuziva pro vyrobu chlorofylind, coz jsou kovové komplexy
chlorofylu, které jsou zna¢n¢ stabilngj$i. NejCastéji se vyuzivaji médnaté komplexy chlorofylu.
Lze vSak nalézt také barviva, kde je méd nahrazena jinym kovem, jako napiiklad Zzelezem,
zinkem, ¢i jinymi kovy. K analyze médnatych komplexti chlorofylinu se vyuziva HPLC
s UV/VIS detekci v systému s obracenymi fazemi, nebo analyzy probihaji za vyuziti spojeni
LC-MS.

Tato diplomova prace se zabyva analyzou vzorku barviva sodné soli médnatého
komplexu chlorofylinu pomoci HPLC s UV/VIS detekci. Optimalizace podminek separace
probihaly za vyuziti standardq, jakozto derivati chlorofylinu. Pfi separaci byla jako mobilni faze
pouzita methanol/voda a bylo vyuzito gradientové eluce. Byla zkoumana také aditiva mobilni
faze — kyselina mravendi a octan amonny. Cast této prace byla vénovana vlivu iontd kovi Zeleza
a zinku na chromatografickou separaci standardi. Zarover bylo sledovano, zda tyto ionty dokazi
ze struktury chlorofylinu vytésnit méd’naty iont. Posledni Cast diplomové prace se zabyvala

identifikaci jednotlivych slozek ve vzorku sodné soli chlorofylinu m&d’'natého.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kapalinova chromatografie

Termin chromatografie byl poprvé pouzit v souvislosti s experimenty, provadénymi
v letech 1903 a 190411 U zrodu kapalinové chromatografie (LC) stal v t&chto letech rusky
botanik Tswett. Ten roku 1906 vydal ¢lanek, ve kterém popisoval metodu separace rostlinnych

pigmentii. K nejvétiimu rozmachu chromatografie viak dochazi az od 30. let 20. stoletil?!.

1.1.1 Princip
Chromatografie jako takova patii dnes k jednim z nejmocnéjSich nastroji analytické
chemie. Jedna se o separacni metodu, pfi které jsou jednotlivé slozky smési rozdéleny mezi dveé
faze, stacionarni a mobilni. Separace muze probihat na zakladé adsorpce jednotlivych molekul
na povrch stacionarni faze, nebo mohou byt absorbovany pory stacionarni faze. Dalsi moznosti
je pak vazba na kapalinu zakotvenou na stacionarni fazil!l. Latka prochézejici kolonou, je tedy
rozdélena na zakladé molekularnich sil, existujicich mezi separovanou latkou a jednotlivymi
fazemi. Na zaklade velikosti téchto sil mezi stacionarni fazi a molekulami analytu jsou poté
jednotlivé molekuly zadrzovany na stacionarni fazil’l. Jednotlivé molekuly jsou zadrzovany
na kolon€ po ruzn€ dlouhou dobu. Diasledkem toho separované slozky analytu opoustéji kolonu
v riznych &asech, tyto Gasy nazyvame retenéni ¢asy a jsou kvalitativnim parametrem!!].
Nejzakladnéjsim rozdélenim kapalinové chromatografie je podle uspotadani stacionarni
faze. Podle toho ji délime na papirovou (tenkovrstvou) a kolonovou. Co se tyce kolonové
chromatogratie, mluvime dnes vyhradné o vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC
z ang. High Performance Liquid Chromatography), ktera nabizi lepsi selektivitu a rozliSeni nez

tradi¢ni kolony!*l.

1.1.2 Typy kapalinové chromatografie

Kolonova kapalinova chromatografie se zpravidla déli podle druhu stacionarni
(respektive mobilni) faze. Stacionarni faze jsou stabilni faze a mohou byt kapalné nebo pevné.
V ptipadé kapalnych stacionarnich fazi se jednd bud o nemisitelné kapaliny, kapalné filmy
zakotvené na pevnych nosiCich nebo organické vrstvy chemicky véazané na pevné nosice.
Mluvime-li pak o pevnych fazich, jsou to zpravidla anorganické latky jako oxid kiemicity a oxid
hlinity nebo organické porézni polymery. Mobilni fazi jsou organicka rozpoustédlal

Existuji v8ak také specialni stacionarni faze, které maji adsorpcni charakter. Toho vyuziva
adsorpcni kapalinova chromatografie. Jako stacionarni faze se vyuziva materiald s velkym

specifickym povrchem, jako je silikagel, alumina ¢i oxid hoteCnaty. Diky svému specialnimu
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povrchu je vyuZzivana predevs§im pfi déleni optickych izomert. Touto metodou je mozné rozdelit
latky s molarni hmotnosti do 1000 g/mol!?!>],

Dalsim specifickym pfipadem je rozdé€lovaci kapalinova chromatografie. Jedna se
o chromatografii v systému kapalina-kapalina. Principem je pfitomnost dvou nemisitelnych
kapalin, mezi kterymi probiha distribuce jednotlivych molekul. V chromatografii s normalnimi
fazemi je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni. Stacionarni faze muze byt umisténa
na raznych nosicich, v zavislosti na polarité stacionarni faze (viz kapitola 1.1.3.1). Rozdélovaci
kapalinova chromatografie je vyuzivana pro separaci tepelné citlivych a netékavych latek, jako
jsou napftiklad aminokyseliny. Lze ji také vyuzit pro déleni fad homologi a Ize separovat latky
s molarnimi hmotnostmi v fadech nékolika tisict 261,

Adsorpcni a rozdélovaci chromatografie se jiz ptilis nevyuzivaji, v sou¢asné dob& nabyva

na vyznamu chromatografie s chemicky vazanymi staciondrnimi fazemi.

1.1.3 Kapalinova chromatografie s chemicky vazanou stacionarni fazi

Vétsina aplikaci kolonové LC je provadéna na silikagelu, ktery je chemicky modifikovan.
Tato modifikace spociva v reakci mezi silanolovymi skupinami avazbami chlorsilanu.
Uhlovodikové ¢asti molekul chlorsilanu pak ur€uji charakteristiky stacionarnich fazi. Vyuzivaji
se silany, které obsahuji dlouhé uhlikové fetézce, pocet uhlikl v téchto fetézcich je mezi 8 a 22.
Tato struktura mé hydrofobni charakter, mohou na ni byt v8ak navazany polarngjsi skupiny jako
hydroxylové, aminové nebo kyanoskupiny. Kolony tvoifené naplnémi z dlouhych
uhlovodikovych fetézci se vyuzivaji ve chromatografii s obracenymi fazemi. Naplné
s polarngjsimi  skupinami pak pro systémy s normalnimi fazemi, ale také pro systémy
s obracenymi fazemi. DalSimi typy s chemicky vazanou stacionarni fazi jsou iontova a gelova

chromatografiel*ll’].

1.1.3.1 Chromatografie s normalnimi fazemi
Kapalinova chromatografie s normalnimi fazemi (také normélni LC, NP-HPLC) je

zalozend na klasickych principech kapalinové kolonové chromatografie. Separace probiha mezi
polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi. Jak uz bylo zminé€no, vyuziva kolon tvorenych
silikagelem, nebo kolon s chemicky vézanymi stacionarnimi fdzemi. Tedy kolon, tvofenych
silikagelem nebo aluminou, jejichz alkylové fetézce nesou navazané polarni funkéni skupiny,
jako jsou hydroxyskupiny, aminoskupiny a kyanoskupiny.

Principem separace je deleni slozek smési na zéklad¢ jejich afinit k polarnim skupinam
stacionarni faze. Nejdiive tedy budou eluovany molekuly s nejnizsi polaritou. Elucni sila mobilni
faze se zvysuje s jeji polaritou. Latky jako uhlovodiky maji malou elu¢ni silu. Mezi nejucinngjsi
rozpoustédla, ktera lze pouzit jako mobilni fazi v systému s normalnimi fazemi, jsou

dichlormethan, tetrahydrofuran, acetonitril a popiipadé methanol ",
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1.1.3.2 Chromatografie s obracenymi fazemi
Chromatografie s obracenymi fazemi (také reverzni LC, RP-HPLC) vyuziva k separaci

nepolarni stacionarni a polarni mobilni fazi. Stacionarni faze je tvorena silikagelem s navazanym
dlouhym uhlikatym fetézcem, jako je napiiklad oktadecylsilyl, nebo také homogenni polymery
jako polystyren-divinylbenzen. Mobilni faze je polarni rozpoustédlo. Voda je nejslabsi mobilni
faze aposkytuje nejlep§i retenci. Elu¢ni sila roste pfes methanol, acetonitril

k tetrahydrofuranul#l7,

1.1.3.3 Iontové vyménna chromatografie
Stacionarni faze v chromatografii iontové vymeény je tvofena poréznim materidlem,

na jehoz povrchu jsou navazany skupiny, které obsahuji kationtové nebo aniontové vymeénné
skupiny. Separovat 1ze organické i anorganické latky, které obsahuji ionty. Vyména kationtd
probiha na katexech, vyména aniontd na anexech. Katexy vétSinou obsahuji sulfonatové
vyménné skupiny, anexy pak amoniové vyménné skupiny!®l. Separace zde probiha na zakladé
stupn€ disociace slozek analytu a jeho afinity k iontovym skupindm ptitomnych ve stacionarni

fazi. Mobilni fazi je vétsinou vodny pufr. Separaci 1ze snadno ovlivnit hodnotou pH a teplotou!?!.

1.1.3.4 Gelova chromatografie
Gelova (nékdy také vyluCovaci) chromatografie vyuziva pfi separaci rizné velikosti

molekul analyzované latky. Stacionarni fazi je polymer na bazi gelu, ktery ma razné velké pory.
Mensi molekuly jsou pak zadrzovany na stacionarni fazi déle, nez molekuly velké. Separace
muze probihat ve vodnych systémech, kde jsou separovany molekuly ve vodé rozpustnych
makromolekul, ajednd se o gelovou filtraci. Probiha-li separace v nevodnych systémech,
mluvime o gelové permeacni chromatografii. Tuto metodu 1ze také vyuzit pfi urCovani moléarnich

hmotnosti?l°!,

1.1.3.5 Afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie byla vytvofena za UuCelem zvySeni selektivity jednotlivych

metod. Patii zde iontové vyménnd chromatografie (viz kapitola 1.1.3.3) abioafinitni
chromatografie. Principialné se jedna o adsorp¢ni chromatografii, ktera je zalozena na schopnosti
biologicky aktivnich latek vazat na sebe z analyzovaného vzorku odpovidajici molekuly. Tyto
biologicky aktivni latky nazyvame ligandy a vétSinou to byvaji komplexy enzymu a jejich
inhibitord, substraty, nebo tifeba komplexy nukleovych kyselin. Vyuziva se pro izolaci fady
biomolekul, jako jsou enzymy, jejich inhibitory a kofaktory, polysacharidy, nukleové kyseliny

nebo tieba hormony!?1%,

1.1.3.6 Soucasné trendy v kapalinové chromatografii
V souCasnosti roste snaha zkratit dobu analyzy, a zaroven pfiliS nesnizit u¢innost

chromatografické separace. Toho Ize docilit jak zkracenim kolon, tak zmenSenim ¢astic sorbentu.
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Z puvodnich 25 cm se dnes kolony zkracuji az na 5 cm, dostupné jsou vsak i kolony s délkou
2 cm, pripadné jesté kratSi. Co se tyCe naplni kolon, diive byly dostupné naplné s primérem
Castic 5 um, dnes jsou nejpouzivangj$i Castice o pruméru 3 um, dostupnéjsi se ale stavaji také
Castice s prumérem pod 2 um. Pouzitim kratkych kolon s malymi primeéry Castic 1ze dobu
analyzy zkrétit az na 1-2 min, a to bez ztraty jejich ucinnosti.

Dochazi také ke zmensovani praméru kolon, coz ma za nasledek snizeni mnozstvi pouzité
mobilni faze a vzorku. Proto jsou tyto kolony Setrn&jsi, a to jak ekonomicky, tak ekologicky.
Z uplné pivodnich kolon o priméru 4,6 mm, doslo ke zmenseni na dnes uz komer¢né dostupné
analytické kolony s primérem 1 mm a kapilarni kolony s pruméry v fadech stovek um.

Na zlepseni chromatografickych separaci maji vliv také napln¢ kolon. Vedle klasickych
poréznich ¢astic silikagelu, jsou dnes vyuzivany také Castice neporézni, nebo povrchove porézni.
Neporézni a povrchové porézni staciondrni faze jsou naneseny na povrch neprostupnych
mikrocastic. Jejich pouzitim pfi separaci pak dochazi ke zvySeni rychlosti prenosu hmoty. Vibec
nejlepsi kolonou je kolona monolitickd. Neobsahuje velké mnozstvi zrn, ale je zhotovena
z jednoho kusu porézniho materialu. To této kolon€ dava vyjime¢né vlastnosti, rychlost prenosu
hmoty je velmi vysoka a doba separace je zna¢n¢ kratsi. Z tohoto duvodu se vyuziva tam, kde je
tfeba rychlych separacil'!l.

Chromatografie s obracenymi fazemi je ¢asto vyuzivana k separaci homologickych rad

a latek s nizkou polaritou. Vétsina separaci se dnes provadi v systému s obracenymi fazemil*l.

1.1.4 Instrumentace v kapalinové chromatografii
Kapalinovy chromatograf se v podstaté sklada znasledujicich casti: zafizeni
pro manipulaci s mobilni fazi, davkovaciho systému, kolony (popfipadé systému kolon)

a piistroje pro detekcil?. Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na obrazku 1.
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Obrazek 1 Schéma kapalinového chromatografu
Davkovaci system

Davkovaci systém se sklada ze zdsobniku mobilni faze, filtru a ¢erpadla mobilni faze.
Déavkovaci systémy jsou dnes spolehlivé, jiz plné automatické s moznosti davkovat samostatné
vice vzork({ za sebou. To zarucuje, Ze systémy mohou pracovat i 24 hodin denné[2].

Funkci Cerpadel je Cerpani mobilni faze. VyuZzivaji se Cerpadla pistova ¢i membranova.
Cerpadla pro klasickou kapalinovou chromatografii Gerpaji mobilni fazi pfi tlaku do 40 MPa
a mély by dosahovat pritokd v rozsahu od mikrolitrl po deset mililitrd mobilni faze za minutu.
Zhotoveny jsou pak z nerezové oceli, plastu ¢i keramiky.

Co se tyCe davkovacich zafizeni, v dnesni dobé se jiz upustilo od davkovani klasickou
injekéni stfikaCkou pfimo na kolonu. Eliminovaly se tak problémy s kolisanim tlaku a zanaSenim
necistot pfi davkovani. Klasické injekéni stfikaCky byly nahrazeny Sesticestnym ventilem. Jsou
zhotoveny z inertnich material(, jako je nerezova ocel ¢i polymerni materidaly.

Soucasti chromatografu mUze byt také sméSovaci zafizeni, které umoziiuje ménit slozeni
mobilni faze. Pokud sloZeni mobilni faze z(Ostavd neménné, mluvime o izokratické eluci.
Pro zvySeni Gcinnosti separace je vyhodné meénit sloZzeni mobilni faze v prdbéhu separace.
V takovém pripadé mluvime o gradientové eluci. Lze tedy naprogramovat zafizeni tak, aby se

slozky mobilni faze ménily v rliznych pomérech[12].
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1.1.4.1 Kolony
Separace pak nésledné probiha na kolon€. Aby se zabranilo ptipadnému zaneSeni kolony

neCistotami, maze byt do systému jesté ptipojena predkolonka. Kolony jsou plnény sorbentem,
a jsou tvoreny z odolnych material(i, které odolavaji vysokym tlakéim.!?! Materidlem kolony je
obvykle nerezova ocel. Jak uz bylo zminéno, néplni kolon byva silikagel, alumina, nebo
chemicky modifikované sorbenty.

Pro rizné aplikace lze pak pouzit kolony ruzné délky, priméru a s riznymi sorbenty.
Pro rutinni separace se vyuzivaji klasické kolony s délkou 10-25 cm a pramérem 2-4,6 mm. Pro
urychleni separace jsou pak vyuzivany kolonky kratsi, s délkou 5 cm. Pro zvySeni ucinnosti

separace se vyuzivaji kolony s malym vnitfnim primérem 1-2 mmH1H112)

1.1.4.2 Detektory
Vybér spravného detektoru je pro analyzu velmi dulezity. Detektor by mél byt vysoce

citlivy, selektivni a mél by mit Siroky linearni rozsah. Preferuji se pak nedestruktivni detektory
s malymi detekénimi celami.!?! Klasické detektory pracuji na principu absorpce svétla v UV
a viditelné oblasti, na principu fluorescence, vyuzivaji se detektory diodového pole, nebo se méfi
index lomu. Dnes jsou komercn¢ dostupné také ptistroje s elektrochemickymi detektory a velmi

vyuzivané jsou systémy HPLC spojené s hmotnostnim spektrometrem 1213l

1.1.4.2.1 Spektrofotometricky detektor

Jednim =z nejpouzivangjSich detektord je dnes urcit€ spektrofotometricky UV/VIS
detektor. Ten vykazuje vysokou citlivost pro vétSinu analyzovanych latek, podminkou vsak je
jejich absorpce zateni v UV, poptipadé ve viditelné oblasti. S dneSnimi modernimi technikami
je vSak mozné analyzovat také latky s velmi nizkou absorbanci, stejné tak l1ze stanovovat také
mal4 (stopova) mnozstvi vzorku 4.

Princip UV/VIS detektoru je zalozen na méfeni mnozstvi monochromatického zarent,
které dany analyt absorboval. Na detektoru se tedy méfi ubytek zafeni, zpisobeny absorpci
vzorkem po jeho prichodu chromatografickou kolonou.

UV/VIS detektor se sklada celkem ze tfi Casti. Prvni ¢ast je zdroj monochromatického
zafeni. Zdrojem zafeni je lampa, kterd emituje zéafeni v Sirokém rozsahu vinovych délek.
Monochrométor pak z celého tohoto spektra vybira jednu urcitou vinovou délku.

Dalsi c¢asti detektoru je prutokova cela. Ve vétSiné komer¢nich pfistroji se pouziva
prutokova cela typu ,,.Z“. Jedna se o tenkou trubici s primérem kolem 1 mm a s délkou 1 cm,
jejiz konce jsou opatieny kiemennymi okénky.

Posledni ¢asti je detekeni zafizeni, které mé&fi zmeény intenzity zafeni, vychazejiciho
z prutokové cely. Jedna se bud o fotodiodu, nebo o fotonasobic, jejichz funkci je zaznam signalu.
Ten je posléze zesilen a preveden do zaznamového zafizeni €1 pocitacového integratoru. Schéma

UV/VIS detektoru je uvedeno na obrazku 2.
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Zaznam detektoru se nazyva chromatogram, signél je po integraci zaznamenan ve tvaru
pikd. Piky pak odpovidaji jednotlivym slozkdm vzorku, které byly separovany na koloné.
Z plochy piku (popfipadé vysky piku) lze stanovit mnozstvi jednotlivych slozek ve vzorku[13].

UV/VIS detektor ma Siroké vyuZiti. Velké mnoZstvi slou€enin absorbuje v UV/VIS
oblasti, coZz z néj déla prvni volbu pro vétSinu chromatografickych separaci[2]. Podminkou
absorbance je v3ak pfitomnost absorbujicich funk&nich skupin v molekule. UV/VIS detektor je
spolehlivy a neni pfilis drahy. Je selektivni, avSak ve srovnani s fluorescenénim detektorem méné

citlivy [13].

Obrazek 2 Schéma UV/VIS detektoru
1- Zdroj zéfeni, 2, 3, 4 - monochrométor, 5 - pritokova cela typu ,,Z“, 6 - difrakéni mfizka,

7 - fotodiodové pole

1.1.4.2.1.1 Detektor diodového pole

Detektor diodového pole (DAD-z angl. Diode-array detectors) je dalsim fotometrickym
detektorem. Na rozdil UV/VIS detektoru, kde se voli pouze jedna vinova délka, vyuZiva celé
spektrum vinovych délek. Zareni ze zdroje tedy prochazi pfimo detekéni celou a nasledné je
rozptyleno na difrakéni mfiZzce. Odtud zareni dopada na velké mnozstvi fotodiod, tzv. diodové
pole. To je tvofeno 500-600 citlivymi fotodiodami, umisténymi ve stejnych vzdalenostech
od sebe. Jednotlivé fotodiody pak odpovidaji jednotlivym vinovym délkam. Signély
zjednotlivych fotodiod jsou zaznamenany, anasledné je vygenerovano celé spektrum

analyzované latky najednou [13][14].

1.1.4.2.2 Ostatni typy detektor(

Mezi nejcitlivéjSi detektory, vyuZivané pro HPLC analyzy patfi fluorescencni detektor
(FLD). Jeho princip je zaloZzen na excitaci molekuly a nésledné emisi zareni, které se méri.[15
Emitované zafeni je pak pfes filtr ¢i monochrométor vedeno na fotodiodu. Signél je pak dale

pfeveden do zaznamového zafizeni[15].FLD lze pouZit pro molekuly, které vykazuji fluorescenci.
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U nefluoreskujicich sloucenin 1ze pak vyuzit tvorby jejich fluoreskujicich derivati. Ve srovnani
s UV/VIS detektorem je FLD citlivjsi a také selektivngjsil?l.

Refraktometricky detektor (RI) je nejuniverzaln€jsim detektorem, pouzivanym v HPLC.
Lze jim detekovat jak anorganické, tak organické ionty, a to na zaklad¢ rozdilu indexu lomu mezi
stanovovanou latkou a ¢istou mobilni fazi. Uplatiiuje se také v iontové chromatografiil'*Il'®l. R1
je detektor univerzalni, avSak malo citlivy. Z tohoto divodu se vyuziva na stanoveni téch latek,
které nelze stanovit jinou metodou!?.

Dalsim vyuzivanym detektorem je elektrochemicky detektor (EC). Nejjednodussi
elektrochemické detektory pro HPLC analyzy obsahuji elektrody, zhotovené z uslechtilého kovu.
Obvyklymi pracovnimi elektrodami jsou argentochloridové elektrody (Ag/AgCl), v kombinaci
se standardni vodikovou elektrodou jako srovnavaci a pomocnou elektrodou. Analyzy s EC
detektory dnes nachézi Siroké vyuziti v biochemickych analyzach, napt. analyza indold,

katecholaming a jejich metaboliti2Il17],

1.1.4.2.3 Hmotnostni spektrometr

Spojeni HPLC a hmotnostni spektrometrie (MS) je dnes uz rutinni zélezitosti.
K nejvét§imu rozvoji metody doslo v poslednich dvaceti letech. Nejdrive bylo nutno odstranit
fadu problému, se kterymi se tato metoda potykala. Problémy nastavaly s ionizaci molekul,
obsazenych v eludtu, a jejich naslednym pievedenim do hmotnostniho spektrometru, ktery
pracuje za vysokého vakua. Metoda HPLC-MS vyuziva pfedevs§im dva zpusoby ionizace.
Prvnim je ionizace elektrosprejem (ESI) a druhym je ionizace za atmosférického tlaku (APCI).
Poionizaci jsou ionty prevedeny do hmotnostniho analyzatoru. Tim je obvykle kvadrupodl,
iontova past & analyzator doby letu.l¥! Pro zvyseni selektivity je pak mozno zaradit n&kolik
analyzator(i za sebou. Takova metoda se nazyva tandemova hmotnostni spektrometrie (MS?). MS
je dnes nejvyuzivangj§im detektorem. Je také standardnim detektorem v bioanalytické chemii,
pii sledovani vazeb 1éCiv na biologické organismy a je také nepostradatelny ve strukturni

analyze!l¥.

1.2 Potravinarska barviva

V soucasné dobé¢ je piidavani barviv do jidel zcela béznou zélezitosti. Bylo prokazano,
ze atraktivné barevné potraviny stimuluji chut k jidlu vic, nez ty nebarevné. Existuje také vztah
mezi o¢nimi a chutovymi nervy. Dal§im ucelem potravinaiskych barviv je poskytnout vétsi skalu
produktl, Cehoz se vyuziva predevS§im v cukraiském primyslu. Pouzivani potravinaiskych
barviv ma vSak také sva omezeni. Predevsim nesmi byt barviva pouzivana za u¢elem maskovani
nekvalitnich, ¢i dokonce zkazenych potravin. Dale pak musi byt barviva velmi stabilni. Musi byt

teplotné stala ato jak pii vysokych, tak pfi velmi nizkych teplotach. Musi byt odolna vici
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kyselinam a kysliku, v neposledni fadé pak musi barvivo odolévat také dlouhodobému vystaveni
svétlult®l,

Obecne¢ vSechny pridavné latky nesou oznaCeni E, nasledované trojCislim.

U potravinaiskych barviv je to konkrétn€ E 100 - E 182. Jako ptiklad 1ze uvézt kurkumin (E 100),
chinolinovou zlut' (E 104), chlorofyly a chlorofyliny (E 140), karamel (E 150a) nebo tieba
karoteny (E 160a).

Existuji v8ak potraviny, do kterych se potravinaiska barviva pridavat nesmgji. Jednd se
0 potraviny ur€ené pro vyzivu kojencti, mineralni a pramenité balené vody, mléko, oleje a tuky,
vejce a vajetné produkty, mouky, Skroby, cukry, ovocné a zeleninové §tavy a nektary, maso

a ryby, med a dalsi. Zakazano je taky ptidavani barviv do nezpracovanych potravin!'*!.

1.2.1 Synteticka potravinarska barviva

Syntetickd barviva se vyrab&ji chemickou syntézou. Zvlastni skupinu barviv pak tvoti
anorganické pigmenty (neboli laky). Ty se ziskavaji bud’to synteticky, v tom piipadé se jedna
o oxidy a hydroxidy Zeleza, nebo se ziskavaji z ptirodnich zdroju, jako je vapenec, oxid titaniCity
a dalsi"®l. Synteticka barviva maji hned né&kolik vyhod. Jsou stabilni vi¢i zménam pH, vidi
kysliku i dlouhodobému pusobeni svétla. Jejich barva zistava jednotna, ajsou také vysoce
odolna vaci pusobeni mikrobti. Naklady na syntézu té€chto barviv jsou velmi nizké.

Velkou nevyhodou je pak jejich toxicita. Ta se projevuje hlavné u déti. Mnoho
potravinaiskych barviv je kontrolovano a v nékterych &astech svéta i zakazano!®!. Jako piiklad
syntetickych potravinaiskych barviv lze uvézt Tantrazin (E 102), Zlut' SY (E 110), Camoisin
(E 122), Ponceau 4R (E 124), Cerveii Allura (E 129) nebo Chinolinové zlut' (E 104). P¥i pouziti
zminénych barviv, musi byt na obale pfitomen Stitek, ktery upozorfiuje na nepfiznivé vlivy

na chovani ditéte!20!121]

1.2.2 Ptirodni potravinarska barviva

Spotiebitelé v dnesni dob& preferuji potraviny obsahujici barviva pfirodni, pred témi,
které obsahuji synteticka barviva. Ty mohou mit Skodlivé vedlejsi ucinky pfi jejich konzumaci,
a proto se 1 vyrobci zamétuji na vyrobu potravin, obsahujicich pfirodni barviva. Vzhledem
k tomu, Ze syntéza pfirodnich barviv je slozitd, je 1jejich cena velmi vysokd, ve srovnani
s dostupnymi syntetickymi barvivy. Navic jsou pfirodni barviva relativng nestabilni??. Je tedy
ziejmé, ze nahrazovani syntetickych barviv pfirodnimi neni snadné. Pfirodni barviva nejsou tak
Cistd jako ta synteticka, obsahuji dalsi slozky jako proteiny ¢i cukry. Je tedy potieba vétsi
mnozstvi téchto barviv, coZ ma poté za nasledek zvySeni nakladi anavic muze dochazet
k chemickym, ¢i fyzikalnim zménam kone¢ného produktu. Napftiklad nizké pH barviv muze
zpusobit inverzi cukrt, a to pak vede k lepivosti vyrobkti. Chemické mechanismy u né€kterych

barviv zase zpusobuji blednuti. U karotenoidid dochazi k oxidaci, u antokyanu zase k hydrataci
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a oxidaci. U chlorofyli pak muze dojit k oxidaci iontt kova. VSechny tyto chemické reakce jsou
pak navic umocnovany pusobenim svétla. V soucasné dobé se mnoho studii vénuje zamezeni
dopadu té€chto vlivii na vysledné potravinové produkty. Navzdory vysoké cenné stale roste
poptavka po potravinach, obsahujicich ptirodni barvival?!l,

Co se tyCe vyroby barviv, vyuZzivaji se pfirodni zdroje. NejCastéji jsou barviva extrahovana
z rostlinnych material(, vyuziva se v§ak také extraktil z fas, sinic ¢i hub. Kone¢né 1ze vyuzit pro
extrakci barviv také hmyz. Barviva mohou byt rozpustnd ve vodé ¢i tucich. Pro hydrofilni
barviva se jako rozpoustédla vyuziva voda, nebo nizsi alkoholy. Pro barviva rozpustna v tucich

jsou to pak povolena organicka rozpoustédlal®®!.

1.2.2.1 Rozdéleni barviv
Zdroje pro vyrobu piirodnich barviv jsou velmi rozmanité. Stejné tak je rozmanitd

i struktura jednotlivych barviv. Podle struktury je mizeme rozdélit do nékolika skupin:

e tetrapyrroly

e tetraterpenoidy

e flavonoidy

e antrachinony

e betalainy

Zastupcem tetrapyrrolu je chlorofyl, jehoz zdrojem jsou v§echny vyssi rostliny. Zastupcem

tetraterpenoidd je karotenové barvivo, které je taktéz obsazeno ve vysSich rostlinach. Jeho
zdrojem je také vétSina ovoce. Antokyany jsou zastupci flavonoidu, a jejich zdrojem je vétSina
bobulovitych ploda. Hlavnim zastupcem antrachinont je karmin. Zdrojem barviva betalainu je

Servena fepal?*l.

1.2.2.1.1 Karotenova barviva

Karotenova barviva (neboli karotenoidy) jsou barviva rozpustna v tucich. Jedna se
o Zlutooranzové az Cervené barvivo. Zdrojem karotenoidi jsou v§echny vyssi rostliny. Nejlepsim
zdrojem jsou plody olejovych palem. Do karotenoidu fadime dvé barviva. Prvnim je karoten,
jehoz struktura je tvofena atomy uhliku a vodiku. V rostlinach spolu koexistuje hned nékolik
forem karotenoidt, prevladaji pak karoteny o a B (v poméru 2:3). Struktury a a [ karotenu jsou
uvedeny na obrazku 3. Druhym barvivem je xantofyl, tvofeny atomy uhliku, vodiku, kysliku a je
zluté. Karotenoidy jsou rozsahlou tfidou pfiirodnich barviv, bylo identifikovano pfiblizné

750 strukturt®!,
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Obrazek 3 Struktura a a P karotenu

1.2.2.1.2 Antokyany

Antokyany jsou ve vodé rozpustna barviva. Jako pfirodni potravinarskd barviva maji
obrovsky potencial, vzhledem k jejich rliznorodé barevnosti. Jsou to barviva oranzova, ¢ervena
a fialova. Jak jiz bylo zminéno, patfi do skupiny flavonoidl, coZ jsou slouceniny fenolu.
Konkrétné se pak jedna o glykosidy polyhydroxy - a polymethoxyderivatl
2-fenylbenzopyrylovych soli. NejcennéjSim zdrojem acylovanych antokyan( je Cervené zeli.
Obsahuje az 15 druhl antokyan(, coZ umoziuje pouZiti Siroké barevné Skaly. Typické jsou
odstiny fialové, pfi niz§im pH také odstiny modré. DalSim velmi cenénym zdrojem je Cerna
mrkev. Barviva pfipravovana z extraktu z ¢erné mrkve maji jahodové Cervené odstiny ajsou také
moznou alternativou k barvivu karmin. Na obrdzku 4 je znazornéna struktura antokyanu v ¢erné
mrkvi[2).

Obrazek 4 Struktura barviva atokyanu v ¢erné mrkvi

1.2.2.1.3 Antrachinony

Derivaty antrachinonu patfi do skupiny Zlutych a €ervenych barviv. Jejich zdrojem jsou
obvykle rostliny Celedi mofenovitych, bobovitych, liliovitych a dalSich. Karmin, kteryje hlavnim
zastupcem antrachinond, je komplex kyseliny karminové s rdznymi kovy. Obvyklym kovem je

hlinik. Pomér hliniku ke kyseliné karminové pak tvofi Sirokou Skalu barev od svétle Cervené
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(jahodové) po tmaveé fialovou (Cerny rybiz). Co se tyCe struktury, derivaty antrachinonu jsou
derivaty 9, 10-dioxoantracenu. (obrézek 5) Antrachinony vSak neabsorbuji zafeni, ajsou tedy
nebarevné.  Bavime-li  se o antrachinonovych barvivech, jedna se  konkrétné
0 9, 10-hydroxyantrachinony. Vodiky jsou nahrazeny rlznym poctem hydroxylovych skupin

v rliznych polohach[24].

Obrazek 5 zakladni struktura antrachinonu

1.2.2.1.4 Betalainy

Betalainy jsou pfirodni barviva, jejichZ zdrojem jsou rostliny. Konkrétné jsou to pak
rostliny rodu hvozdikotvarych, Cervend a Zluta fepa, amarant, pichlava hruska a dalSi. Hlavnim
zdrojem je Cervena fepa, kterd obsahuje dva hlavni pigmenty. Prvnim je betanin, coz je Cerveny
betacyanin (obrazek 6), druhym je vulgaxantin, cozZ je Zluty betaxantin (obrazek 7)[27].

Betalainy jsou ve vodé rozpustné dusikaté pigmenty. Podle chemické struktury je lze
rozdélit na dvé hlavni skupiny: Cerveno-fialové betacyaniny, nebo Zluté
betaxanthiny [27][28].Z4kladem struktury betacyanind je kyselina betalamova, jejiz reakci
s aminokyselinou cyklo-DOPA (5, 6-dihydroxyindolin-2-karboxylova kyselina) vznika
betanidinovy aglykon. Ten je obvykle v konjugaci s gluk6zou (nebo také jinym sacharidem)
amulze byt dale modifikovan esterifikaci kyselin. Co se tyCe struktury betaxantin(, jejich

zékladem je také kyselina betalamovad, ktera je v konjugaci s aminokyselinami ¢i aminy[28].

Obréazek 6 Struktura betaninu

24



Obrazek 7 Struktura vulgaxantinu

1.2.2.1.5 Tetrapyrrolova (porfyrinova) barviva

Jak uz bylo zminéno, hlavnim zastupcem tetrapyrrolovych barviv je chlorofyl, aje to
barvivo zelené. Je ale velmi nestaly a podléha tak velmi rychlé degradaci. Z tohoto ddvodu
spadaji do této skupiny barviv také chlorofyliny, cozZ jsou derivaty chlorofylu, které jsou znacné
stabilngjsi[29].

1.2.2.1.5.1 Chlorofyl

Chlorofyl je nejrozSifenéjSim pFirodnim pigmentem. Vyskytuje se v listech a dalSich
¢astech rostlin ajeho hlavni funkci je fotosyntéza. Existuje nékolik typl chlorofylu, z nichz
nejvyznamnéjsi je chlorofyl a a chlorofyl b. V rostlinach koexistuji pfiblizné v poméru 3:1, kdy
chlorofyl a pfevaZzuje. Zarovefl ma modfejSi odstin aje méné stabilni.

Co se tycCe struktury chlorofylu (obrazek 8), jejim zakladem jsou celkem Cty¥i pyrrolové
skupiny. Tyjsou symetricky uspofadany atvofi tzv. porfyrinovy kruh. Natenjsou navazany Ctyfi
péticlenné cykly (A, B, C, D) avznika tzv. formin. Pfipojenim posledniho cyklu (E), nékolika
funk€nich skupin a zavedenim hof¢iku do stfedu struktury vznika chlorofyl. Chlorofyly a a b se
od sebe lisi substituentem, kdy v pfipadé chlorofylu a je substituentem methylovad skupina,

u chlorofylu b formylI[29].
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Obréazek 8 Struktura chlorofylu

Jak jiz bylo zminéno, zdrojem chlorofylu jsou zelené Casti rostlin. Kazdy list vSak
obsahuje pfiblizné jen 0,3 %. Pfi komercni vyrobé je prvni volbou vojtéSka Ci trava. Snadno se
susi, jsou levné, dostupné a maji nizky obsah enzymu chlorofylazy, ktery je pro chlorofyl
destruktivni. Po usuSeni je rostlina vylisovdna do kosticek Ci tablet. Nasledné probiha extrakce
vhodnym, povolenym potravinovym rozpousStédlem, jako je aceton nebo dichlormethan.
Po odstranéni rozpoustédla je ziskan pryskyficovy produkt. Ten obsahuje CéasteCné také tzv.
feofytin, ktery vznika po odstranéni atomu hof¢iku ze struktury chlorofylu. Lze jej vyuZit pro
tvorbu ve vodé rozpustnych chlorofylinl a je také nachylInéjsi ke tvorbé komplexl sjinymi kovy,

napf. s médi, za vzniku modrozeleného barviva[2).

1.2.2.1.5.2 Médnaté komplexy chlorofylu-chlorofyliny

Chlorofylin je derivat chlorofylu. Jeho vyhodou je jeho rozpustnost ve vodé a také jeho
stabilita. Oproti chlorofylu ma pak chlorofylin vyraznéjsi barvu. Komer¢né se pfipravuji
predev§im médnaté komplexy chlorofylu.

Jak jiz bylo zminéno, pfipravuje se z feofytinu, ktery vznika pfi extrakci chlorofylu.
Plsobenim silné alkalie na feofytin dochazi ke vzniku ve vodé rozpustného produktu. Vlivem
alkalie je hydrolyzovdn methylester a odStépen kruh E z molekuly feofytinu. Vznika tak
trikarboxylova kyselina, komeréné znadma jako chlorofylin. Néasledné se pfidaji ionty médi
a dochazi ke vzniku médnatého komplexu. Struktura chlorofylinu je zobrazena na obrazku 9.

Pfidani médi k derivatim chlorofylu je nezbytné pro ziskani silnéjSich odstin barev.

Takto pFipravena barviva nepodléhaji degradaci. Komplexy médi jsou extrémné stabilni,
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nedochazi kuvolfiovani médi pdsobenim télesného metabolismu, ani vlivem kyseliny
chlorovodikové. To dovoluje jejich pouZiti jako potravindfského barviva.

Chlorofylin kone¢né podléha rozsadhlému procesu CiSténi, coz zamezuje pritomnosti
ostatnich pigmentl. Komercné se pak chlorofyliny prodavaji jako pevné latky, v podobé sodnych

¢i draselnych soli. Ty jsou rozpustné ve vodé za vzniku mirné alkalickych roztok( [29)].

Obrazek 9 Struktura médnatého komplexu chlorofylinu

1.2.2.1.5.3 Dalsi metalokomplexy chlorofylu

Vedle médnatych derivatl chlorofylu, jsou dostupné také ve vodé rozpustné chlorofyliny
dalsich kovl. Konkrétné se pak jedna o komplexy kovl zinku, Zeleza, niklu ¢i kobaltu. Tyto
barviva jsou také znalné stabilngjSi neZ chlorofyl. ZineCnaté komplexy se pak komercné
vyuZzivaji pfi konzervovani fazoli, ke zvyraznéni konecné barvy produktu. Své vyuZiti nalézaji
také pri vyrobé zelenych aditiv. Komeréné je vSak stale nejvyuzivanéjsi chlorofylin médnaty,

ktery je dnes uz zcela béznym barvivem v Evropé, Asii i Spojenych statech[3]].
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2 RESERSNI CAST

V nasledujici ¢asti diplomové prace bude reprezentovan prehled praci, které se zabyvaly
analyzou porfyrinovych barviv. Separace byla provedena pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detekci v ultrafialové a viditelné oblasti. Tato reserSe popisuje prace, zabyvajici
se vyuzitim analytickych separaci chlorofylt, pfedevsim ale jejich méd’natych derivata. Jsou zde
také popsany prace, které se zabyvaly analyzou nikelnatych, zineCnatych a zelezitych derivata

chlorofylu.

2.1 Vyuziti analytické separace chlorofyli

Separace chlorofylt byla provadéna vétsinou na kolonach C8 (C18). Jako mobilni faze
byly pouzivany smeési s methanolem, nejCastéji pak methanol voda. Detekce probihala
bud’ pti 400-450 nm, nebo pii vinovych délkach okolo 650 nm. Jako realné vzorky byly pouzity
potraviny obsahujici chlorofyl, napfiklad Spenat, ¢i rizné kosmetické piipravky.

Prvni, ktefi pouzili pro separaci chlorofyld HPLC s UV detekci, byli Kenneth Eskins,
Charles R. Scholfield a Herbert J. Dutton. V roce 1977 zvefejnili studii, kterd se zabyvala
chromatografickou separaci rostlinnych pigmentt (vCetné chlorofylli). Zdrojem pigmentt byl
Spenat, hnéda kiemelina Nitzschia closterium. Chromatograf obsahoval dvé napliiové kolony
srozméry 61x7 mm. Pratok mobilni faze 2,5 nebo 4 ml/min. Absorbance byla méfena
na UV detektoru pii 440 nm. Spenat (16,4 g) a Nitzschia closterium (11 Zivé kultury) byly
extrahovany acetonem. Acetonovy extrakt byl rozpustén ve 100 ml etheru a ziskany roztok byl
Sestkrat extrahovan 10% chloridem sodnym. Etherova vrstva byla ususSena a prevedena do 6 ml
methanolu. Jako mobilni faze byla pouzita smeés methanol-voda. Po zvySeni rozliSeni pomoci
gradientové eluce byly ziskany chromatogramy extrakti $penatu a kfemeliny. Vysledkem bylo
rozdéleni pigmentu na chlorofyly a, b a ¢, rozd&leny byly také karoteny & xantiny!®!l

Roku 1987 publikoval J. W. Wegener a kol studii, kterd se zabyvala stanovenim
organickych barviv v kosmetickych produktech. Bylo zde analyzovano celkem 126 barviv,
vcetne€ 13 organickych za pomoci HPLC-DAD v reverzni fazi. Jako kosmetické vzorky byly
pouzity krém, Sampon, lesk na rty, ocni stiny a dal8i. 0,5 g téchto vzorkt bylo smichano s 10 ml
dimethylformamidu, obsahujiciho 5% koncentrovanou kyselinu fosfore¢nou (DMF/H"). Smés
byla zahtivana pii 60°C po dobu 60 min a filtrovana. K filtratu byl ptidan 0,1 mol/l roztok
tetrabutylamonia v methanolu, a byla provedena extrakce do chloroformu. Po optimalizaci se
ukdézala jako nejvyhodn€jsi kolona s rozméry 100x4,6 mm a ¢asticemi 3 um. Do systému byla
také zafazena piredkolonka pro obohacovani. Detekce probihala v rozsahu vinovych délek
400-600 nm. Prvni sloZzkou mobilni faze byla voda, druhou slozkou byl 0,005 mol/l roztok

tetrabutylamonia v methanolu. Bylo vyuzito gradientové eluce. Tato metoda se ukazala jako
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ucinnd pro vSechny studované kosmetické ptipravky, v nékterych ptipadech vsak bylo nutné
omezit predupravu vzorku na minimum®2.

Nasledujici studie se vénovala separaci a kvantifikaci chlorofyli v syrové a Cerstvé
zelenin€. Tato prace byla publikovana roku 2002 a autory byli V. Gokmen, S. Bahgeci aJ. Acar.
Zdrojem pigmentu chlorofylu byl hrach. Vzorky byly homogenizovany a extrahovany
methanolem v homogenizatoru ve dvou krocich. Postacujici objem vzorku k rozpoustédlu
byl 1:10 (hm/obj). Standardy chlorofylu a a b byly pfipraveny rozpusSténim 1 mg chlorofylu
v 250 Wl methanolu. Nasledn¢ byly ztohoto roztoku pfipraveny pracovni roztoky
o koncentracich 1, 5, 25, 50 a 100 pg/l. Chromatograf obsahoval C8 kolonu s velikosti
Castic 5 um. Jako detektor byl pouzit detektor diodového pole (DAD). Injektovany objem byl
10 pl, prutok mobilni faze 0,75 ml/min. Mobilni fazi byla smés methanol-voda a byla vyuzita
gradientova eluce. Chromatogramy byly zaznamenany pfi vinovych délkach 432, 450, 470, 652
a 666 nm. Vysledkem bylo dosazeni dobré separace chlorofylt a a b. Bylo prokazano, ze tato
metoda je vhodna pro kvantifikaci chlorofylu v jak &erstvém, tak zpracovaném hrachu!®3l,

Roku 2008 byla publikovana studie, ktera se zabyvala chromatografickou analyzou
chlorofylu a jeho derivatu v téstovindch. Autory této prace byli Michele Suman, Roberta De
Maria a Dante Catellani. Zabyvali se také uCinky pasterizace a vlivem rozkladu chlorofylt
na organoleptické vlastnosti. Rozemleté vzorky té€stovin (5 g) byly pii nizké teploté smichany
s N, N—dimethylformamidem a nasledn¢ extrahovany do 50 ml hexanu. Poté byly roztoky
odstfed’ovany po dobu péti minut a odfiltrovany. Standardy chlorofylu a (5 mg) a b (5 mg) byly
rozpustény v 50 mg acetonu. K chromatografické separaci byla pouzita kolona C18 s reverzni
fazi, s rozméry 250x460 mm. Mobilni faze byla tvofena slozkami A, B a C. Slozka A se skladala
z 15% ethylacetatu, 65% methanolu, 20% vody, mobilni faze B z 60% ethylacetatu, 30%
methanolu a 10% vody, mobilni faze C ze 100 % ethylacetatu. Davkovany objem byl 100 pl
a prutok mobilni faze byl 1,5 ml/min. Pfi separaci bylo vyuzito gradientu. Detekce probihala
pii vinové délce 658 nm. Bylo dokazano, ze tato metoda je vyuzitelnd k rozde€leni jednotlivych
typu chlorofyla a jejich derivatl. Zaroven tato studie prokazala, ze k degradaci pigmentt dochazi
b&hem Sestého az sedmého mésice, v této dobé tedy dochazi ke ztraté chutového profilul®*.

Roku 2014 byla vpraci Mikela Latasa vyuzita HPLC analyza pro kvantifikaci
fytoplanktonovych pigmentd. Studie se také zabyvala zvySenim citlivosti metody. Pigmenty byly
extrahovany z hnédé fasy Fucus vesiculos. Ta obsahuje chlorofyly a, ¢; a ¢, ale také beta-karoten
a dalsi pigmenty. 0,5 mg fasy bylo extrahovano do 100 ml roztoku aceton voda, v poméru 90:10
a filtrovano. Pro separaci byla pouzita kolona C8 150x4,6 mm, s prumérem castic 3,5 um.
Dévkovany objem byl 100 ul. Mobilni faze byla tvofena slozkami A, B a C. Mobilni faze A se

sestavala z methanolu, pyridinu a acetonitrilu (50:25:25), B byla tvofena acetonitrilem,
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methanolem a acetonem (60:20:20), mobilni fazi C byl aceton. Detekce probihala pti 454 nm.

Navrzena metoda se ukézala jako levny a snadny zplisob analyzy fytoplanktonul**!.

2.2 Vyuziti analytické separace méd’natych komplexi chlorofylu

K analyze chlorofylinu méd’natého byly pouzity kolony C18. UV/VIS detekce probihala
v rozmezi od 400-600 nm. Jako mobilni faze byly nejcastéji vyuzivany smeési methanol a voda,
velmi Casto pak také smési voda, methanol a octan amonny. Co se ty¢e pouzitych vzorku, jednalo
se o vzorky potravinove, jako naptiklad barvené cukrovinky, olivy ¢i olivovy olej.

Jednim z prvnich, ktefi se zabyvali vytvofenim metody pro stanoveni chlorofylinu
meédnatého byl H. Inoue akol. Roku 1994 zvetejnili studii, ktera popisovala stanoveni
jednotlivych slozek chlorofylinu méd’natého za ucastt RP- HPLC s UV/VIS detekci. Vzorky
komer¢né dostupného sodného chlorofylinu medi byly upraveny nasledujicim zpusobem. 30 mg
chlorofylinu bylo rozpusténo ve 40 ml destilované vody. Hodnota pH byla upravena na 2,3
pomoci 30% HCI, a poté bylo pfidano 40 ml diethyletheru. Smés byla extrahovana tfepanim
a vznikla etherova vrstva byla nésledn¢ pétkrat promyta vodou. Extrakt byl vysuSen a probéhla
separace. Chromatograficka kolona C18 méla rozméry 25x4,6 mm, priutok mobilni faze byl
1,4 ml/min a detekce probihala pfi 423 nm. Jako mobilni faze byla pouzita smés methanol
a voda, v poméru 97:3, kterd obsahovala také 1% kyselinu octovou. Komer¢né dodavana sodna
sul chlorofylinu méd’natého obsahuje celkem Ctyfi slouCeniny meédi. Jedna se o feoforbid
meédnaty, chlorin méd'naty es a es, thodin méd'naty g7. Byly stanoveny jejich detekéni limity:
feoforbid médnaty a (3,5 ng/cm®), chlorin médnaty es (1,4 ng/cm®), chlorin mé&dnaty
es(1,5 ng/cm?) arhodin médnaty g7 (3,3 ng/cm?). Bylo prokazano, Ze tato metoda je pouzitelna
ke stanoveni komerén€ dodavaného chlorofylinu meédnatého, a ze je také pouzitelna pro jeho
stanoveni v potravinaiskych aditivech 3¢,

Roku 2005 byla zvefejnéna autorem Michaelem J. Scotterem a kol. studie, kterd se
vénovala stanoveni chlorofylu méd'natého a chlorofylinu meéd'natého v barvenych potravinach.
Barvivo obsahujici chlorofyly a chlorofyliny médi je oznaCeno E 141 (i1). Jako vzorky potravin
byly pouzity zelé, zelé¢ bonbony, a jiné cukrovinky, matova omacka, matova zmrzlina, suSenky
¢i suSena polévka. Pred extrakci byly vzorky zelé a cukrovinek rozpustény v horké vodé, vzorky
suSenek apolévek byly homogenizovany. 5 gvzorku bylo smichdno s 200 ml interniho
standardu (Solvent Green 3), 15 ml fosfato-citratového pufru a 10 ml smesi ethylacetat-aceton
(5:1). Smés byla odstfedéna a po odstranéni rozpoustédla byl extrakt rozpustén ve 2 ml sméesi
aceton-methanol  (2:1). Poochlazeni na4-5°C afiltraci byla smés nadavkovana
do chromatografu. Standardy (chlorin es, chloin es, feoforbid, chlorofyl a, chlorofyl b, sodna sul
chlorofylinu méd’natého a trisodna sul chlorofylinu méd'natého) byly pfipraveny nasledujicim
zpusobem. 5 mg standardu bylo smichano s pfiblizné 10 mg octanu méd’natého, rozpusténého

v ledové kyselin€ octové (10 ml). Poté bylo pfidano 20 ml chloroformu a smés byla promyta
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destilovanou vodou. Organickd faze byla vysuSena a rozpusténa v 50 ml mobilni faze B
(methanol-aceton, 60:40). Kone¢na koncentrace byla pfiblizné 100 mg/l. Pro kalibraci bylo
pipetovano 0,25, 0.5, 1,0, 1,5 a 2,5 ml jednotlivych standardi do 10 ml odmémé bariky, bylo
ptidano 200 pl vnitiniho standardu a doplnéno roztokem methanolu a fostatového pufru (80:20)
na objem 10 ml a proméfeno. Byla pouzita kolona C18 250x4,6 mm. Mobilni faze byla tvotrena
dvéma slozkami A a B. Slozka A obsahovala methanol a octan amonny (80:20), slozka B
methanol a aceton (60:40). Pti separaci byl pouzit gradient. Davkovany objem byl 50 ml. Detekce
probihala pfi 650 nm. Byly zaznamenany retencni Casy, plochy pikd a absorpni maxima
jednotlivych slozek. Limit kvantifikace byl stanoven na (LOQ) 1 mg/kg a limit detekce (LOD)
0,6 mg/kg. Bylo zjisténo, ze ve vSech analyzovanych potravinach byl obsah chlorofylinu
méd'natého niz&i nez 15 mg/kg (v rozmezi 0,7-13 mg/kg)>".

Nasledujici prace se zabyvala vytvofenim metody pro analyzu falSovaného olivového
oleje, do kterého byla piidavana potravinaiska barviva. Clanek byl zvefejnén roku 2010 a autory
byli Maria Roca, Lourdes Gallardo-Guerrero, Maria Isabel Minguez-Mosquera a Beatriz Gandul
Rojas. Standardy jako chlorofyl a, chlorofyl b, pyrofeofytin a a b, méd’'naté komplexy chlorofylu,
byly rozpu$tény v acetonu a byla k nim pfidana kyselina askorbova. ZfalSovany vzorek byl
ziskan smichanim olivového oleje s komeréné dostupnym potravinaiskym barvivem. Vzorky
olivového oleje byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. 15 g olivového oleje bylo smichano
s N, N-dimethylformamidem (DMF), sycenym MgCO3 a nasledné byl piidan hexan. Lipidy
a karoteny presly do hexanové faze, chlorofyly a jejich derivaty zustaly ve fazi DMF. Do DMF
faze byl ptidan 10% NaCl a smés byla pfevedena do 100 ml roztoku diethylether-hexan (1:1).
Byla ptidana destilovand voda. Vodna vrstva obsahujici polyfenoly a jiné, ve vodé rozpustné,
slouCeniny byla odstranéna. Organicka faze byla zfiltrovana, vysuSena a pted HPLC analyzou
rozpusténa v 1,5 ml acetonu. K separaci byla vyuzita C18 kolona 20x0,4 cm a analyza byla
provadéna za pouziti gradientu. Mobilni faze A se sestdvala z vody, smési tetrabutylamonia
a octanu amonného a methanolu (1:1:8). Mobilni faze B byla tvofena methanolem a acetonem
(1:1). Pratok mobilni faze byl 1,25 ml/min a detekce probihala pii 430 nm. V olivovych olejich
je mozné nalézt derivaty chlorofylu, ne vsak derivaty s obsahem médi. Pokud takové derivaty
jsou nalezeny, indikuje to falSovani oleje. Hlavnim zastupcem médnatych derivati byl v této
studii pyrofeofytin méd’naty a jeho LOD byl stanoven na 6,58 ng/g. Metoda se ukézala jako
G¢inna pii detekci méd’natych komplexti chlorofylu v olivovém oleji®®l.

FalSovanim zelenych stolnich oliv se roku 2011 zabyval Beatriz Gandul-Rojas a kol. Studie
byla zaméfena na vytvoreni metody pro detekci potravinarskych barviv E 141(ii), ve vzorcich
zelenych oliv. Pfidavani potravinaiskych barviv do oliv neni povoleno Evropskou unii. Podobné
jako v predchozim ¢lanku lze fici, ze pfirozeny vyskyt médnatych komplexti v olivach je

nemozny. Standardy byly pfipraveny rozpusténim riznych podild barviva E 141 (ii)
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v deionizované vodé. FalSovany vzorek byl pfipraven ponofenim oliv (200 g) do 2,5% solného
roztoku, ktery obsahoval barvivo, a byl tak ponechan po Ctyfi dny. Poté byly olivy promyty
vodou a vzorky solného roztoku (100 ml) byly smichény s acetonem (100 ml) a diethyletherem
(100 ml). Po promichani bylo pfidano 40 ml 10% vodného roztoku NaCl. Diethyletherova faze
byla nasledné odpafena tak, aby se zmensil jeji objem. K analyze byl odebran mililitrovy podil,
ke kterému byly pfidano 2 ml acetonu, kvili vznikajicimu zakalu. K analyze realnych vzorkt
bylo vybrano Sest druha oliv. 7 g homogenizovaného vzorku oliv bylo pfidano k 50 ml DMF.
Nasledné byla smes odfiltrovana a pevny podil byl opakované pitidavan k DMF, dokud nebyl
vzorek zcela odbarven. Filtraty byly smichany s hexanem, aby doslo k extrakci tukové casti.
Beztukové pigmenty byly pteneseny do 150 ml smési hexanu a diethyletheru (1:1), nasledné bylo
ptidano 400 ml 10% NaCl. Oddélena organicka vrstva byla promyta 2% vodnym roztokem
NaxSO4 anasledné filtrovana pres bezvody Na2SOs4. Roztok byl odpafen do sucha a poté
rozpustén v 1,5 ml acetonu. Po centrifugaci byly vzorky analyzovany pomoci HPLC. HPLC
separace probihala na kolon¢ C18 20x0,46 cm. Davkované objemy byly 5, 20 a 50 ul, pritok
mobilni faze 1,25 ml/min. Mobilni faze A se sestavala z vody, smesi tetrabutylamonia a octanu
amonného a methanolu (1:1:8). Mobilni faze B byla tvofena methanolem a acetonem (1:1). Byl
pouzit elu¢ni gradient. Detekce probihala pfi 410, 630 a 666 nm. Studie prokazala, ze jeden
ze Sesti analyzovanych vzorka skutecné obsahoval ptidané barvivo E 141 (ii). Metoda se ukazala
jako rychla (12 min) aucinna. Je ale také univerzalni alze ji vyuzit pfi analyze jinych
potravinovych vzorkal**!.

Detekci barviva E 141 (i1) v olivach se zabyvali také autofi C. Negro, L. De Bellis, E.
Sabella, E. Nutricati, A. Luvisi a A. Miceli. Studie byla provedena roku 2017 za jinych
podminek, nez za kterych provadél detekci Beatriz Gandul-Rojas a kol. Tato studie se také
zabyvala moznosti ptidavat k olivam roztok siranu méd'natého, ktery by mél zptsobit obnoveni
piirozené zelené barvy tim, ze vytvoii médnaty komplex s chlorofylem. Byly tedy pfipraveny
také fale$né vzorky oliv, které byly pfed analyzou oSetfeny siranem meédnatym. Jako standardy
byly vyuzity komerén€ dodavana barviva E 141(ii), jako realné vzorky pak bylo pouzito 16 druht
italskych zelenych oliv. Bylo odebrano 16 g olivové buni€iny, homogenizovano methanolem
a vodou (80:20) a vznikld pasta byla filtrovana. Tuhy zbytek byl pfidan do 50 ml methanolu
a michan po dobu 1 hodiny. To bylo opakovéano, dokud vzorky neztratily svou barvu. Filtraty
byly poté smichany s hexanem, aby doslo k oddé€leni lipofilnich a hydrofilnich ¢asti. Vodna faze
byla izolovana a odpafena. Zbytek po odpareni byl rozpustén ve 2 ml methanolu a analyzovan.
Separace byla provedena na C30 koloné€ s rozméry 205x4,6 mm. Byl pouzit elu¢ni gradient,
prutok mobilni faze byl 1 ml/min. Mobilni faze A byla tvofena methanolem, destilovanou vodou
a kyselinou octovou (90:10:0,5) amobilni faze B methyl-tercbutyletherem, methanolem

a kyselinou octovou (100:10:0,5). Pro analyzu vzorka oSetfenych CuSO4 byl snizen pratok
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mobilni faze na 0,7 ml/min. Detekce probihala pii 430 a 650 nm. Vysledkem studie bylo
prokazani barviva E 141 (ii) v 8 z 16 analyzovanych vzorku. Pokud se jedna o obnoveni barvy
piidavkem CuSOQs, pfi pouziti 5% a 20% roztoku je barva opravdu vyraznéjsi. Takto oSetfené
olivy pak nachromatogramu vykazuji piky odpovidajici chlorinu médnatému es
a pyrofeoforbidu méd’natému. Tato jednoducha metoda prokazala, ze 50 % vzorkt obsahuje
meédnaté komplexy chlorofylu, jejichz vyskyt je zapti¢inén bud’ pfidavanim barviva E 141 (i1),
nebo pfidavanim siranu meédnatého béhem vyrobniho procesu. Metoda se ukazala jako
univerzalni a uéinna pii analyze vzorkd falsovanych potravin!*l.

Jedna z novéjSich studii byla publikovana roku 2018. Indicky autor Siva Mathiyalagan
a kol. zverejnil studii, ktera se zabyvala stanovenim a kvantifikaci pfirodnich a syntetickych
barviv v barvenych potravindch. Mimo chlorofylinu médnatého byly stanovovany i dalsi
barviva, napiiklad tartrazin karmin ¢&i Sunset Yellow. Jako realné vzorky pro analyzu
chlorofylinu méd’natého byly pouzity cukrovinky jako méekké a tvrdé bonbony a zelatinové
bonbony. Vzorky byly pfipraveny nasledujicim zptsobem. 2 g bonbont byly za tfepani
rozpustény v 10 ml vody. Hodnota pH byla upravena na 2,5 kyselinou chlorovodikovou, poté
byly pfidany 3 ml ethylacetatu a smés byla protifepavana po dobu 10 minut. Vznikl4 organicka
faze byla odstfedéna a vysuSena za pouziti plynného dusiku. Zbytek byl rozpustén ve 2 ml
methanolu a zfiltrovan. Takto pfipraveny vzorek byl davkovan do chromatografu. Standardy
byly pfipraveny rozpusténim 10 mg barviva ve 100 ml destilované vody. Pracovni standardni
roztok byl pfipraven ziedénim tohoto roztoku na vyslednou koncentraci 10 mg/l. Z tohoto
roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada. RP-HPLC analyza probihala za pouziti kolony C18
s rozmé&ry 250x4,6 mm. Davkovany objem byl 20 pl. Mobilni faze A byla tvotfena methanolem a
acetonitrilem (1:1), mobilni faze B se sestavala ze 40 mmol/l roztoku octanu amonného o pH 7,4.
Detekce byla provadéna pomoci UV/VIS detektoru pii vinovych délkach 400 a 600 nm. Touto
metodou byla zjisténa koncentrace chlorofylinu m&dnatého v tvrdych bonbdnech 3,334 mg/kg
a 4,489 mg/kg v mékkych bonbonech. Limit detekce byl stanoven na 3,57 pg/l, limit kvantifikace
na 10,82 ug/l. Tato metoda se ukazala jako ucCinna piistanoveni a kvantifikaci nejen
chlorofylinu, ale také ostatnich barviv, a to s LOD a LOQ v jednotkach pg/l. Celkove je metoda
schopna stanovit syntetick4 i piirodni barviva v jedné analyze a to i v komplexnich matricich 2%,

Dalsi studii publikovanou v roce 2018 je studie autortt Hee Sun Chong a kol., ktera se
zabyvala stanovenim médnatych a zelezitych komplexa chlorofylinu v potravinach. Jako realné
vzorky byly pouzity cukrovinky, konkrétné tvrdé bonbony. Byla vyvinuta metoda pro extrakci
meédnatych a zelezitych komplexti chlorofylinu ze vzorkti potravin. Komercné dostupné
bezbarvé bonbony byly obohaceny o chlorofyliny meédi a zeleza. 5-10 g obohacenych vzorkt
bylo rozdrceno, a bylo pfidano 5 ml kyseliny chlorovodikové. Smés byla michana vlozenim

do ultrazvuku pfi 50°C po dobu 10 min. Bylo pfidano 20 ml methanolu atato smés byla
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promichdna a odstfedéna. Organicka vrstva byla zfiltrovana a nadavkovana do kapalinového
chromatografu. Standardy byly pfipraveny rozpusténim 0,1 g chlorofylind ve vodé a doplnénim
na objem 100 ml. 1 ml tohoto roztoku byl zfedén fostatovym pufrem (1 mol/l) na objem 100 ml.
Kalibracni fada byla pfipravena fedénim methanolem na koncentrace 10, 25, 50, 100, 300
a 500 mg/l. Chromatograficka separace probihala na koloné C18 250x4,6 mm. Mobilni faze A
byla tvorena methanolem a vodou (97:3), obsahujici 1% kyselinu octovou. Mobilni faze B byla
také tvofena methanolem avodou (80:20), obsahujici 1% kyselinu octovou. Byla pouzita
gradientova eluce. Absorbance byla méfena pii 395 nm a pratok mobilni faze byl 1 ml/min.
Pro chlorofylin zelezity byly zjistény LOD 1,2 mg/kg aLOQ 4,1 mg/kg. Pro chlorofylin
méd’naty byl stanoven na LOD 1,4 mg/kg a LOQ na 4,8 mg/kg!*!l.

Vytvotenim metody pro stanoveni barviv v potravinach se zabyval roku 2018 také Julien
Brazeau. Ve své studii se zabyval stanovenim celkem 27 barviv, véetné€ chlorofylinu médnatého.
Pred extrakci byly vzorky oSetfeny a-amylazou, kterd zabrariuje enzymatickému Stépeni
v potravinach, které obsahuji §krob. Extrakce pak probihala ve dvou krocich, kdy v prvnim kroku
byly vzorky extrahovany smési methanolu a octanu amonného (100 mmol/l), v poméru 3:10, ve
druhém kroku pak byl tento pomér 1:20. Vzorky potravin pak byly pfipraveny nasledujicim
zpusobem. Bylo navazeno 10 g kazdého potravinového vzorku, kazdy vzorek byl navazen
dvakrat. VSechny pak byly smichany s 5 ml a-amylazy a 30 ml octanu amonného (100 mmol/l).
Vzorky byly promichany. Poté bylo k prvnimu duplikatu pifidano 5 ml methanolu a 25 ml
100 mmol/l roztoku octanu amonného (extrak¢ni roztok 1) a do druhého duplikatu bylo ptidano
30 ml methanolu a 25 ml 100 mmol/l octanu amonného (extrakéni roztok 2). Extrakty byly
promichdny na ultrazvukové ldzni pii 60°C, nasledné ochlazeny a vlozeny do centrifugy.
Po odstfedéni bylo 25 ul jednotlivych extrakti davkovano do chromatografu. Standardy
jednotlivych barviv byly pfipraveny stejnym zpusobem, bez enzymatického oSetieni
a-amylazou. Separace probihala na koloné¢ C18 100x3 mm. Mobilni faze byla tvofena tfemi
slozkami. Faze A se sestavala ze smési octanu amonného (50 mmol/l), methanolu a acetonitrilu,
okyseleném 1% kyselinou octovou, v celkovém poméru 97:3:0. Faze B byla také slozena ze
smesi octanu amonného (50 mmol/l), methanolu a acetonitrilu, okyseleném 1% kyselinou
octovou, v celkovém poméru 10:3:7. Faze C pak z octanu amonného (1 mol/l), methanolu
a acetonu, v pomeéru 1:5:4. Bylo vyuzito gradientové eluce, pratokova rychlost byla 0,75 ml/min.
Detekce barviv probihala pfi vlnovych délkach 408, 428, 450, 506, 526, 540 a 610 nm
a konkrétné chlorofylin byl detekovan pti vinové délce 408 nm. Pouziti dvou extrakenich roztokt
vedlo k maximalizaci u€innosti, zlepSeni chromatografického rozliSeni a k zajisténi kratké doby
analyzy. LOD se pohybovaly v rozmezi od 0,1 do 0,43 ug/g aLOQ od 0,34 do 1,45 ng/g.

Metoda byla prokazana jako uCinna, citlivd a vhodna pro simultanni kvantifikaci barviv
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v potravinach. Metoda je pouzitelna pro velkou $kalu potravinovych vzorkd, od svého zavedeni

byla pouzita k analyze jiz 3000 vzork!*?.

2.3 Vyuziti analytické separace metalokomplexi chlorofylu

Kromé studii, zabyvajicich se stanovenim chlorofylinu mé&di, byly zvetrejnény také studie
zabyvajici se analyzou dalSich kovokomplext chlorofilu. Jednalo se o komplexy niklu, zeleza
a zinku. Stanoveni chlorofylinu nikelnatého probihalo na koln€ C18, mobilni faze byla tvofena
smési acetonitril/methanol. Detekce probihala pti 420 a 428 nm. Analyza chlorofylinu zZelezitého
probihala na kolon¢ C18, mobilni fazi zde byla smés acetonitrilu a fosfatového pufru a detekce
probihala pi1 vinovych délkach 606, 650 a 646 nm. Stanoveni chlorofylinu zine¢natého probihalo
za vyuziti kolony C18, mobilni fazi byla smés acetonitril/voda/methanol a detekce probihala
pii 656 a 436 nm.

Stanovenim chlorofylovych derivatd niklu se roku 1988 zabyval K. Furuya a kol.
Konkrétné se jednalo o stanoveni feofytinu niklu, ktery vznika nahrazenim hot¢iku ve struktute
feofytinu niklem. Pfiprava derivatu feofytinu nikelnatého a byla provedena nasledujicim
zpusobem. Feofytin a byl misen s chloroformem a nasledné byl pfidan roztok tetrahydratu octanu
nikelnatého v ledové kyselin€ octové. Smeés byla promichavana po 3 hodiny pii 60°C. Feofytin
nikelnaty b byl pfipraven rozpusténim v acetonu a naslednym pfidanim roztoku bezvodého
bromidu nikelnatého v acetonu. Smés byla promichavana po dobu 20 hodin pii 60°C. Separace
byla provedena na koloné C18, 250x4,6 mm. Jako nejvhodnéj$i mobilni faze byla zvolena smés
acetonu a methanolu, v poméru 50:50. Pritok mobilni faze byl 1,4 ml/min a UV/VIS detektor
zaznamenaval spektra pii 420 nebo 428 nm. Detek¢ni limit pro feofytin nikelnaty a byl stanoven
na 28 ng/ml a limit detekce pro feofytin b na 38 ng/m1*3!

Vytvotenim metody pro stanoveni chlorofylinu zelezitého se zabyval Y. Nonomura a kol.
Studie byla zvefejnéna roku 1995 abyla zaméfena na HPLC separaci Zelezitych derivata
chlorofylu, jako soucast potravinarskych barviv. Jako hlavni derivaty chlorofylu zeleza byly
detekovany chlorin zelezity es a es afeoforbid zelezity. VSechny derivaty byly pfipraveny
z chlorofylu a, ziskaného extrakci z listh Spenatu. Standardni roztok feoforbidu Zzelezitého byl
piipraven nasledujicim zpusobem. 2 mg feoforbidu bylo rozpusténo v 5 ml acetonu, bylo ptidano
7,4 mg tetrahydratu chloridu zeleznatého. Nasledné byl pfidan roztok 7,5 mg kyseliny askorbové
v 5ml methanolu. Smé&s byla promichavéana 3,5 hod pii 60°C. Poté bylo pfidano 50 ml
dichlormethanu a smés byla promyta roztokem NaCl a nasledn€ HCI (0,01 mol/l). Organicka
faze byla vysuSena a odpafena dosucha. Chlorin Zzelezity es byl piipraven smichanim
5 mg chlorinu es, 5 ml acetonu 16,8 mg tetrahydratu chloridu Zeleznatého. Nasledn¢ byl pfidan
roztok 18 mg kyseliny askorbové v 5 ml acetonu. Smeés byla promichana a dale zpracovana
stejnym zpusobem jako feoforbid Zelezity. Chlorin es byl pfipraven podobné jako chlorin es.

Separace probihala na C18 kolon€ s rozméry 250x30 mm. Jako nejvhodnéjsi mobilni faze byl
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zvolen acetonitril-fosfatovy pufr (60:40), obsahujici roztok tetramethylamoniumchloridu
o koncentraci 0,01 mol/l. Davkovany objem byl 100 pl, priitok mobilni faze byl 1,4 ml/min. Byly
identifikovany piky chlorinu zelezitého e4 (606 nm), chlorinu zelezité¢ho es (650 nm) a feoforbidu
zelezitého (646 nm)!*4.

Analyzou zine¢natych komplexi chlorofylinu se roku 2007 zabyvali T. Ngo a Y. Zhao.
Konkrétné se zabyvali stanovenim chlorofylovych derivatd v hruskach a vyuzitim zine¢natych
komplexti k obnoveni zelené barvy pfi procesu vareni a konzervovani. Vzorky, obohacené
o zineCnaté ionty, byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. 330 g celych hrusSek (pfedem
zbavenych vosku) a 30 g zmrazenych slupek bylo smichano s horkym roztokem zine¢natych
iontd (11), o koncentracich 0, 1300 nebo 2600 ppm, po dobu 6, 12 nebo 18 minut. Poté byly
konzervovany pii 94°C po dobu 20 min a nésledné zmrazeny pii teplot€¢ -22°C. Pro extrakci
pigmentl byly pouzity slupky hrusek. Ty byly rozemlety na prasek a poté bylo 1,5 g tohoto
prasku smichano s 15 ml 100% ethyletheru. Smés byla vlozena do ultrazvuku, odstiedéna a tuhy
podil byl oddé€len. Extrakce etherem probihala celkem ctyfikrat. Podily poté byly smichany
a prevedeny do 10 ml banky, kterd byla dopln€éna etherem na koneCny objem. 2 g takto
piipraveného vzorku byly vysuSeny. Standardni roztoky zineCnatych komplext byly ziskany
extrakci feofytind a pyrofeofytini ze zeleného Spenatu. Tyto derivaty byly vlozeny do etheru
a vysuSeny v proudu dusiku. Nasledn¢ byl pfidan roztok 3 g chloridu zine¢natého ve 20 ml
acetonu. Poté byly zineCnaté derivaty extrahovany 30 ml etheru a promyty vodou. 1 ml extraktu
byl vysusen a nasledné rozpustén v 0,2 ml acetonu. 20 ul tohoto extraktu bylo nadavkovano
na kolonu C18 150x4,6 mm. Mobilni faze byla tvofend smési ethylacetatu, methanolu a vody,
v poméru 40:54:10. Separace probihala za izokratické eluce. Detekce pigmenti probihala pii 656
a 436 nm. Identifikace byla provedena srovnanim reten¢nich Casu a spektralnich charakteristik
vzorklu se standardy feofytini a pyrofeofytini a jejich komplext zinku, pfipravenych z listd
$penatu, a komer¢éné dostupnym standardem chlorofylu a. Bylo prokazano, ze tepelné zpracovani
hrusek zpusobuje degradaci chlorofyl, za vzniku degrada¢nich produktd jako feofytiny
a pyrofeofytiny, coz vedlo ke ztrat€ zelené barvy. U hrusek, které byly obohaceny o zine¢naté
ionty, nedochazelo ke vzniku degradacnich produktl, vznikal pfedevsim feofytin zinecnaty,
a tedy nedochazelo ani ke ztrat€ zelené barvy. Zaroven nebyla prokdzana zvySena antioxidacni

aktivita ve srovnani s ¢erstvymi, &i konzervovanymi hrugkami!*!.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a zarizeni
e UV-VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2600 (Kyoto, Japonsko)
e Kapalinovy chromatograf Agilent Infinity II (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA), u kterého byly vyuzity nasledujici moduly:
o Binarni ¢erpadlo (1260, G1312B) s tlakovym limitem 60 MPa
o Autosampler (G7114B, Vialsampler) s oddilem pro termostatovani kolon
o Detektor s proménnou vinovou délkou (G7114B)
o Kolona: Kinetex Biphenyl 100 A, velikost ¢astic 2,6 um, rozméry 150 x 3 mm
(Phenomenex, Torrance, CA, USA)
e Spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektrometru
o Kapalinovy chromatograf
» Autosampler SIL-20DXR (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
» SméSovac mobilni faze (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
> Cerpadla mobilni faze LC-20XR (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
» Termostat kolon LCO 102 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
» UV/VIS detektor SPD-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
o Hmotnostni spektrometr

> QTRAP 4500 (ABSCIEX, USA)

Ultrazvukova lazeni (Kraintek 12, Slovensko)

Stolni centrifuga Eppendorf 5424 (Fisherscientific, Pardubice)

Analytické digitalni vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

3.2 Pouzité chemikalie

Methanol (Merck KGaA, Dormstadt, Némecko), Cistota HPLC gradient grade
Acetonitril (Merck KGaA, Dormstadt, Némecko), ¢istota HPLC gradient grade
Kyselina mravenci (Tokyo chemical industry Co., LTD., Kita-Ku, Tokyo, Japonsko)
Octan amonny (Sigma Aldrich, St. Louis), ¢istota p. a

Chlorid Zeleznaty, chlorid zine¢naty (Lach-Ner s.r.o., Ceska republika), &istota p. a.
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3.2.1 PouZité standardy
Chlorin e4 (Frontier Scientific, Inc.)
- Molarni hmotnost: 552, 675 g/mol
- Sumarni vzorec: C33H3N 404

Obrazek 10 Struktura chlorinu e4

Chlorin e6 (Frontier Scientific, Inc.)
- Moléarni hmotnost: 596.684 g/mol
- Sumarni vzorec: C34H36N 406

Obrazek 11 Struktura chlorinu e6
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Feoforbid a (Frontier Scientific, Inc.)
- Molarni hmotnost: 592,680 g/mol
- Sumarni vzorec: C35H3N 405

Obrazek 12 Struktura feoforbidu a

Protoporfyrin IX(Frontier Scientific, Inc.)
- Molarni hmotnost: 562,6581g/mol
- Sumarni vzorec: C34H34N404

Obrazek 13 Struktura protoporfyrinu IX
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3.2.2 Pouzity vzorek

Sodna stl chlorofylinu médnatého (Sigma Aldrich, St. Louis)
- Molarni hmotnost: 724.15 g/mol

- Sumarni vzorec: C34H31CuN4Na306

Obrazek 14 Struktura sodné soli chlorofylinu médnatého

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava roztok( standard(l

Standardni roztoky byly pfipraveny navdZzenim 1mg kazdého standardu do sklenéné
vialky. Bylo pfidano 5 ml acetonitrilu a vody 50:50 (v/v). Takto pFipravené roztoky byly vloZeny
do ultrazvukové 1azné na 10 minut. Nasledné byly pfevedeny do Eppendorfzkumavek a vlozeny
do odstfedivky na 10 minut. K analyze na UV-VIS spektrometru bylo odebrano 300 pl
standardniho roztoku do kyvety a doplnéno na objem 2 ml destilovanou vodou. K analyze
pomoci HPLC a LC-MS bylo odpipetovano 200 pl standardu do sklenéné vialky a bylo pfidano
200 pl destilované vody.

3.3.2 Priprava roztoku vzorku

Roztok vzorku byl pfipraven rozpusténim 1mg chlorofylinu médnatého v 5 mi
acetonitrilu. Roztok byl vloZzen na 10 minut do ultrazvukové lazné, poté byl pfeveden do
Eppendorf zkumavky a odstfedovan po dobu 10 minut. K analyze pomoci HPLC a LC-MS bylo
odpipetovano 200 pl takto pfipraveného roztoku vzorku do sklenéné vialky a bylo pfidano 200 pl
destilované vody.

Pokud byla odezva detektoru nizkda, byl pouzit koncentrovany roztok vzorku. Ten byl

pfipraven navdZzenim 5mg chlorofylinu médnatého do sklenéné vialky a pfidanim 2 ml
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acetonitrilu. K analyze pomoci HPLC a LC-MS bylo odpipetovano 200 ul koncentrovaného

roztoku vzorku do sklenéné vialky a bylo ptidano 200 ul destilované vody.

3.3.3 Priprava standardnich roztoku soli s pfidanymi ionty Zeleza a zinku

Ionty kovi byly ke standardim pfidavany v desetinasobném nadbytku. Roztoky soli kovu
byly pfipraveny navazenim 100 mg chloridu zelezitého a chloridu zine¢natého do sklenéné
vialky. Nasledné byl pfidan 1 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky byly vlozeny na
5 minut do ultrazvuku. Standardni roztoky byly pfipraveny stejné jako v kapitole 3.3.1. Do
sklenéné vialky bylo vlozeno 5 ml standardu a bylo ptidano 100 ul roztoku soli. Takto ptipravené
roztoky byly vlozeny do ultrazvuku na 10 minut. K analyze na UV-VIS spektrometru bylo
odebrano 300 ul roztokd do kyvety a doplnéno na objem 2 ml destilovanou vodou. K analyze
pomoci HPLC a LC-MS bylo odpipetovano 200 ul roztokd do sklenéné vialky a bylo pfidano
200 pl destilované vody.

Byly také ptipraveny roztoky s riznymi koncentracemi ionti kova. Ty byly pfipraveny
navazenim 100 mg chloridu zelezité¢ho a chloridu zine¢natého do sklenéné vialky. Nasledné byl
pfidan 1 ml destilované vody a roztoky byly vlozeny na 5 minut do ultrazvuku. Z takto
pfipravenych roztokd bylo odpipetovano 5, 10, 15 a 20 ul a pfidano k 0,5 ml standardu.
Standardni roztoky byly pfipraveny stejné jako v kapitole 3.3.1. K analyze pomoci HPLC a
LC-MS bylo odpipetovano 200 ul roztokti do sklenéné vialky a bylo ptidano 200 ul destilované
vody.

3.3.4 Podminky méfeni pomoci HPLC

Analyza standard chlorinu es, chlorinu es, feoforbidu a, protoporfyrinu IX a také analyza
vzorku chlorofylinu méd'natého byla provadéna na kapalinovém chromatografu, v systému
s obracenymi fazemi, na kolon€ Kinetex Biphenyl. Jako mobilni faze byla pouzita smes voda (A)
a methanol (B). Byly vyuzity rizné koncentracni gradienty, a to od 10 % do 75 % methanolu.
Pro zlepSeni separace byla k mobilnim fazim piidavana aditiva (kyselina mravenci, octan
amonny). Pratok mobilni faze byl 0,4 ml/min, davkovaci objem 5 pl. Prvni separace probihaly
na koloné vyhtaté na 30 °C, dochazelo vSak k Castému zanaseni kolony. Proto byly dal$i separace
realizovany za teploty 40 °C. Detekce standardii i vzorku probihala pfi vinové délce 400 nm.

Doba analyzy byla 30 minut.

3.3.5 Podminky mé&Feni pomoci LC-MS a MS?

Pro analyzu pomoci LC-MS byla vyuzita stejnd mobilni faze jako pii analyze pomoci
HPLC. Pratok mobilni faze byl 0,2 ml/min, davkovaci objem 1 ul. Bylo vyuzito gradientové
eluce (viz tabulka 1). Detekce na UV detektoru probihala pii 400 nm.

MS spektra byla mefena vrezimu linearni iontové pasti - Enhanced MS. Byly
zaznamenavany kladné i zaporné ionty. Spektra byla zaznamenavana v rozsahu od 50 do
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900 m/z. Parametry zdroje byly nasledujici: CUR (curtain gas) 20 psi, napéti na iontovém spreji
4500/-4500 V, TEM (teplota susiciho plynu) 200 °C, tlak plynt (dusik) GS1 40 psi, GS2 50 psi.

Deklasteracni potencial byl 60/-60 V, vstupni potencial 10/-10 V.

PHi analyze pomoci LC-MS?byly parametry pro kapalinovy chromatograf stejné jako pro

LC-MS. MS? spektra se zaznamenavala v rozsahu 50-900 m/z. Z takto zaznamenanych spekter

byly vybrany tfi nejintenzivnéjsi signaly v rozsahu 450-900 m/z, které piresahovaly intenzitu

3 - 10°. Tyto signaly byly fragmentovany s kolizni energii 25 V a byly zaznamenavany pouze

kladné ionty. Doba analyzy byla 60 minut.

Tabulka 1 Gradient pro LC-MS, LC-MS?

t (min) | Cmethanot (%0)
0 50
30 100
60 100
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Urceni vinové délky pomoci UV-VIS spektrometru

Pro zjisténi vhodné vinové délky pro detekci v HPLC separaci komplext chlorofylint bylo
vyuzito UV-VIS spektrometrie. Standardni roztoky chlorin es, chlorin e, feoforbid «
a protoporfyrin IX byly pfipraveny podle postupu, popsaném v kapitole 3.3.1. Vzorky v kyveté
byly promé&fovany proti srovnavaci kyveté, ktera obsahovala destilovanou vodu. UV/VIS spektra
Cistych standardu jsou uvedeny v priloze GRAFY, UV/VIS spektrum chlorinu e4 (Graf P 1),
chlorinu es (Graf P 2), feoforbidu a (Graf P 3) a spektrum protoporfyrinu IX (Graf P 4).
Absorpéni spektra byla proméfovana v rozmezi vinovych délek 200-800 nm. Absorpéni spektra
derivatl chlorofylind jsou velmi charakteristicka. Vznik spekter je pfisuzovan vlivu porfyrinové
struktury, kterd je tvofena nasobnymi konjugovanymi vazbami. Absorpéni maxima vsech téchto
analyzovanych standardii se pohybovala kolem 400 nm. Mensi pasy byly pak vidét také kolem
600-700 nm. Pro naslednou analyzu pomoci HPLC byla tedy zvolena vinova délka 400 nm.

4.1.1 Vliv p¥idani ionti kovu ke standardim na absorpci

Soucasti této diplomové prace bylo také zjisténi, zda ma piidavek iontd kovlu vliv na
absorpci a nasledné pak také na separaci porfyrinovych barviv. Byla tedy snaha zaclenit do
chlorofylinového komplexu jiny kovovy iont, nez med, jak je tomu u vzorku chlorofylinu
meédnatého. Z tohoto diivodu byly ke standardnim roztoku pfidany ionty Zeleza a zinku, a zprvu
byla sledovana zména absorbance jednotlivych standardi. Ionty kovi byly ke standardim
piidavany v desetinasobném nadbytku. Pfiprava téchto roztokl je popsana v kapitole 3.3.3.
UV/VIS spektra standardi s pfidanymi ionty kovt a Cistych standardi jsou vyobrazeny v grafech
1-4. Absorbance u téchto spekter byla normalizovana (normalizovana A) tak, aby jednotliva

spektra byla ve stejném meftitku.
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Graf 1UV/VIS spektrum chlorinu e4 a chlorinu e4 s pfidanymi ionty Zeleza a zinku

Chlorin e6+Fe, Zn

Standard
chlorinu e6
Chlorin e6 + Fe

Chlorin e6 +2Zn

200 3c6 433 500 600 700 300
A (nm

Graf 2 UV/VIS spektrum chlorinu e6a chlorinu e6 s pfidanymi ionty Zeleza a zinku

Feoforbid o +Fe, Zn

Standard

feoforbidu a
Feoforbid a + Fe

Feoforbid a + Zn

2ccC 300 422 5CC 600 732 sco
A (nm)

Graf 3 UV/VIS spektrum feoforbidu a a feoforbidu a s pfidanymi ionty Zeleza a zinku



Graf 4 UV/VIS spektrum protoporfyrinu IX a protoporfyrinu IX s pfidanymi ionty Zeleza a
zinku

Z grafll je patrné, Ze vlivem iontll kovl dochazi k posunu absorpénich maxim, i
k rozsifeni absorpénich pas. Vlivem pUlsobeni iontl Zeleza na chlorin e4 (Graf 1) doslo
k rozsifeni absorpéniho pasu okolo 400 nm. Plisobenim zine¢natych iontl pak do$lo k mirnému
posunu absorpéniho maxima ze 410 na 420 nm, zaroven také do$lo k narlstu absorpéniho pasu
okolo 650 nm.

Vlivem plsobeni iontll Zeleza na chlorin 6 (Graf 2) do$lo k rozsiteni absorpéniho pasu
okolo 400 nm, a také k posunu absorp&niho maxima ze 407 na 375 nm. Zaroven doSlo k posunu
druhého absorpéniho pasu z 642 na 681 nm. Vlivem plsobeni iontd zinku do$lo k mirnému
posunu absorpéniho maxima ze 407 na 417 nm. Zarovein doslo k narlstu druhého pasu okolo
650 nm.

Plsobenim iontd Zeleza na feoforbid a (Graf 3) doslo k velkému rozsifeni absorpéniho
pasu okolo 400 nm, z&roven pak také k zGZeni druhého péasu v oblasti okolo 600-700 nm. Vlivem
zineCnatych iontd doslo také k rozsifeni absorpéniho pasu okolo 400 nm a k posunu absorpéniho
maxima v této oblasti z 385 na 428 nm. DoSlo také k zGZeni pasu okolo 600-700 nm.

Plsobenim iontl kovid na protoporfyrin 1X (Graf 4) doslo k rozsifeni absorpéniho pasu
v oblasti pod 400 nm, zejména pak u iontd Zeleza.

PfestoZe pfi pfidani iontl Zeleza a zinku do$lo k posunu absorpéniho pasu okolo 400 nm
k vy$§im vinovym délkam, z dlvodu rozsahu instrumentace HPLC byla detekéni vinova délka

ponechana na 400 nm.

4.2 Separace pomoci HPLC

4.2.1 lzokratické eluce
Nejdfive byly standardy chlorin e4, chlorin €6, feoforbid a a protoporfyrin IX proméfeny

za podminek izokratické eluce. Ta byla provedena pfi koncentracich 85, 90 a 95% methanolu
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(B). Jako aditivum zde byla pouzita kyselina mravenci, ktera byla pfidana do methanolu
v koncentraci 0,3 obj. %. Jednotlivé standardy byly promeéteny pii téchto koncentracich. Byly
zaznamenany retencni ¢asy (tr) jednotlivych standardi. Za stejnych podminek byla prométena
také thiomocovina, kterd se na kolon€ nezadrzuje, a byla proto vyuzita pro stanoveni mrtvého
objemu kolony (tum). Z téchto hodnot byl vypocitan retenéni faktor (k) a nasledné byl vytvoren
graf zavislosti logaritmu retekn¢iho faktoru (log k) na koncentracich menthanolu (objemovy
zlomek — @) pro jednotlivé standardy. Reten¢ni faktor byl vypocitan podle vztahu (1). Retencni
Casy a reten¢ni faktory pro jednotlivé koncentrace methanolu jsou uvedeny v pfiloze TABULKY
(Tabulka P 1). Graf zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku methanolu je
uveden v piiloze GRAFY (Graf P 5).

Vzorec pro vypocet retenéniho faktoru:

k= 2-1 (1)

tm
tr - retenéni Cas standardu (min)

tm — retencni ¢as thiomo€oviny - mrtvy objem kolony (min)

Byla zjisténa linearni zavislost logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku
methanolu (Graf P 5). Dale bylo zjisténo, ze s rostouci koncentraci methanolu v mobilni fazi
klesa retence standardt, coz odpovida typickému chovani latek v systému s obracenymi fazemi.
Regresni parametry reten¢niho modelu ukazuji na velice podobnou retenci chlorinu es a
feoforbidu a, které je tedy obtizné rozdélit ve studovaném rozsahu koncentraci methanolu.
Regresni parametry (smérnice piimky) dale indikuji rostouci strmost zavislosti s rostouci molarni
hmotnosti standardl a s poCtem ionizovatelnych skupin (karboxylova kyselina u chlorinu es,
hydroxylova skupina u feoforbidu a), které jsou vSak diky ptitomnosti kyselych aditiv v mobilni

fazi v nedisociovaném stavu.

4.2.2 Gradientova eluce a vliv aditiv mobilni faze na separaci

Standardy, a poté i vzorek, byly separovany pomoci HPLC za vyuziti n¢kolika gradientu.
Rozsah koncentraci pfi gradientech byl 10-75% methanolu. Zaroveni byly tyto gradienty
proménlivé také v ¢ase (10-20 min). Gradienty (Pfiloha TABULKY P 2, P 4, P 6, P 7) jsou
popsany dobou gradientu tg, a strmosti gradientu B. Strmost gradientu byla vypoctena podle
vzorce (2). Prvni separace probihaly za vyuziti kyseliny octové jako aditiva. Pro separaci
v systému HPLC bylo toto aditivum dostacujici. Pro naslednou analyzu standardd, a predev§im
pak vzorku, pomoci hmotnostni spektrometrie se vSak tohle aditivum ukézalo jako ne prili§
vhodné. Proto bylo vyuzito druhého aditiva octanu amonného, ktery se ukazal jako vhodnéjsi.
Také s timto aditivem byly standardy a vzorek proméfeny pii né€kolika profilech gradientd.

Gradienty byly oznaCeny Cisly a indexy pismen a-d. Profily gradientd pouzité pii separaci
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standardd, za vyuziti aditiva kyseliny mravenci, byly oznaCeny 1.-7.. Gradienty pouzité pfi
separaci standardt, za vyuziti aditiva octanu amonného, byly oznaceny 1p-7p. Profily gradientt
pouzité pii separaci vzorku, za vyuziti aditiva kyseliny mravenci, byly oznafeny 1.-8c. Profily
gradientl pouzité pii separaci vzorku, za vyuziti aditiva octanu amonného, byly oznaCeny 14-94.
Neékteré profily gradientt byly shodné pii vSech téchto méfenich (gradient 1a, 1p, 1¢, 14), dalsi
gradienty se pro dand mérent lisily.

Vzorec pro vypocet strmosti gradientu:

Prk— @
=2

)

g

B — strmost gradientu (min)

@k— koncova koncentrace methanolu
pp — pocatecni koncentrace methanolu

tg — doba gradientu (min)

4.2.2.1 Profily gradienta piri HPLC separaci standardu, za vyuziti kyseliny mraven¢i jako
aditiva mobilni faze

Standardy byly separovany pomoci HPLC za vyuziti n€kolika profild gradientové eluce.
Jako aditivum byla nejdiive pouzita kyselina mravenci (0,3 obj. %), kterd byla piidana
k methanolu (B). Rozsah koncentrace methanolu pfii separaci byl od 10 do 75 obj. % methanolu.
Tyto profily, spolu s dobou gradientu (tg) a strmosti gradientu (B), jsou zobrazeny v piiloze
TABULKY (Tabulka P 2). Chromatogramy jednotlivych standarda pfi riznych gradientech byly
porovnany, jejich zdznam je vyobrazen v grafech P 6-P 9, které se nachazi v pfiloze GRAFY.
Nasledné byly zaznamenany reten¢ni Casy standarda v zavislosti na pouzitém profilu gradientu.
Tyto zavislosti jsou zobrazeny v piiloze TABULKY (Tabulka P 3). Gradienty, u kterych byla
vyuzita kyselina mravenci jako aditivum, jsou oznaceny jako gradient ¢. 1a-7.. Pro dalsi analyzu
vlivu kovovych iontl na chromatografickou separaci byl zvolen gradient €. 6a (tg = 15 min,

B = 017 min™!). Tento gradient je zobrazen v tabulce 2.

Tabulka 2 Profil gradientu €. 6., doba gradientu t,, strmost gradientu B

gradient €. 6,
t (Min) | ¢ methanot (%) | Te = 15min
0 75 B =0,017 min’!
15 100
29 100
29.2 75
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4.2.2.2 Profily gradienti pii HPLC separaci standardi, za vyuziti octanu amonného jako
aditiva mobilni faze

Standardy byly separovany za vyuziti nékolika profilt gradientt. Jako aditivum mobilni
faze zde byl pouzit octan amonny. Ten byl pfidan v koncentraci 10 mmol/l jak k methanolu (B),
tak k vod¢ (A). Rozsah koncentraci methanolu byl od 10-70 %. Tyto profily, spolu s dobou
gradientu (tg) a strmosti gradientu (B), jsou zobrazeny v pfiloze TABULKY (Tabulka P 4).
Chromatogramy jednotlivych standardi pii riznych gradientech byly porovnany, jejich zaznam
je vyobrazen v grafech P 10-P 13, ktery se nachazi v pfiloze GRAFY. Nasledné byly
zaznamenany retencni ¢asy standardu v zavislosti na pouzitém profilu gradientu. Tyto zavislosti
jsou zobrazeny v piiloze TABULKY (Tabulka P 5). Gradienty, u kterych byla vyuzita kyselina
mravenci jako aditivum, jsou oznaceny jako gradient €. 1p-7». Pro naslednou analyzu pomoci
LC-MS (MS?) byl zvolen gradient &. 6p (t; = 15 min, B = 0,02 min™!), tento gradient je zobrazen
v Tabulce 3.

Tabulka 3 Profil gradientu €. 6p, doba gradientu te, strmost gradientu B

gradient &. 6,
t (min) | ¢ methanot (%) |« =15 min
0 70 | B = 0,02 min’!
15 100
29 100
292 70

S rostouci strmosti gradientd dochazi k vét§imu rozmyvani pika. Vlivem doby gradientu
pak dochazi k posunu retence k vy$§im hodnotam. Optimaln€ zvoleny gradient je gradient €. 6a
pro aditivum kyseliny mravenéi (to= 15 min, B = 0,02 min™), a 6, pro aditivum octanu amonného
(te= 15 min, B = 0,02 min™). U t&chto gradient(i Ize pozorovat vznik uzkych pikd a niz§i retenci

v porovnani s ostatnimi gradienty.

4.2.2.3 Gradientova eluce HPLC separace vzorku chlorofylinu méd’natého za vyuziti
kyseliny mraven¢i jako aditiva mobilni faze

Vzorek byl promeéten za vyuziti HPLC, bylo vyuzito nékolika profila gradientt. Jako
aditivum mobilni faze zde byla vyuzita kyselina mravendi, kterd byla pfidana k methanolu (B)
v koncentraci 0,3 obj. %. Rozsah koncentrace methanolu pfi separaci byl od 10 do 75 obj. %.
Tyto profily, spolu s dobou gradientu (tg) a strmosti gradientu (B), jsou zobrazeny v piiloze
TABULKY (Tabulka P 6). Chromatogramy vzorku pfi riznych gradientech jsou vyobrazeny
v grafu 5. Vzhledem k moznému zkraceni doby analyzy byl pro dalsi chromatogratické analyzy
zvolen stejny gradient jako pfi analyzach standardd, tedy gradient €. 7 (tg = 15 min,

B =0,017 min!). Gradient je zobrazen v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Gradient €. 7., doba gradientu t,, strmost gradientu B

gradient ¢. 7.

¢as (min) | ¢ methanot (%o) te = 15 min
0 75(B =0,017 min™!
15 100
29 100
292 75




Graf 5 Profily gradientl pfi chromatografické separaci vzorku chlorofylinu médnatého, za vyuZiti kyseliny mravenéi jako aditiva
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4.2.2.4 Gradientova eluce HPLC separace vzorku chlorofylinu méd’natého za vyuziti octanu
amonného jako aditiva mobilni faze

Vzorek chlorofylinu méd’natého byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie. Bylo vyuzito
nékolika profilG gradienti. Jako aditivum mobilni faze zde byl pouzit octan amonny, ktery byl pfidan
k methanolu (B) 1 k vodé€ (A). Koncentrace octanu amonného byla v obou slozkach mobilni faze 10 mmol/l.
Rozsah koncentrace methanolu pfi separaci byl od 10 do 70 obj. %. Profily gradientd, spolu s dobou gradientu
(te) a strmosti gradientu (B), jsou zobrazeny v piiloze TABULKY (Tabulka P 7). Chromatogramy vzorku pfi
riznych gradientech jsou vyobrazeny v grafu 6. Pro dalsi analyzy (LC-MS, LC-MS?) byl zvolen stejny
gradient, jako pii analyzach standardd, tedy gradient &. 74, (te = 15 min, B = 0,02 min™).

Tabulka 5 Gradient €. 74, doba gradientu t., strmost gradientu B

gradient ¢.74
t (min) € methanol (%0) te = 15 min
0 70|B = 0,02 min™!
15 100
29 100
29.2 70
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Graf 6 Profily gradient( pfi chromatografické separaci vzorku chlorofylinu médnatého, za vyuziti octanu amonného jako aditiva
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Pro porovnani vlivu aditiv mobilni faze na separaci byl zvolen nejdfive gradient €. 1¢ (1),
ktery je stejny pro obé aditiva. Tento gradient za¢ina na 10 % (t; = 18 min, B = 0,05 min™}).
Z grafi 5 a 6 je patrné, Ze tato nizka koncentrace vyhovuje spiSe separaci za pouziti kyseliny
mravenci (1¢). Retenni Cas je sice veétsi, nedochazi vSak k driftu nulové linie, jako je tomu
v pfipadé separace s octanem amonnym (1l4). V pfipade€ aditiva octanu amonného nedo$lo
kuplné separaci. Pokud pak srovname chromatogramy s gradienty 7. (tg = 15 min,
B=0,017min"!) a 74 (tg = 15 min, B =0,02 min"!), které zacinaji na 70 a 75 %, zjistime, ze
gradient s takto vysokou koncentraci methanolu vyhovuje spiSe separacim za vyuziti octanu
amonné¢ho jako aditiva (74). Celkova analyza je kratsi, nez je tomu v pfipadé separace s kyselinou
mravenci (7c). Zaroven zde nedochézi ke zvedani nulové linie, coz je mozné pfisuzovat tomu, ze
aditivum bylo pfidano do obou slozek mobilni faze, tedy jak do vody (A), tak do methanolu (B).
Jak jiz bylo zminéno, gradient 7., tedy gradient za pouziti kyseliny mravenci, byl vyuzivan
v pouze chromatografickych analyzach, protoze nebyl pfili§ vhodny pro analyzy pomoci
hmotnostniho spektrometru. K tomuto ucelu byla vytvofena metoda, ktera jako aditivum

vyuzivala octan amonny.

4.2.3 Separace derivatu chlorofylu s pfidanymi ionty kovu

Jak jiz bylo zminéno, soucasti této diplomové prace bylo také sledovani vlivu kovovych
iontt na separaci chlorofylovych derivati. Z UV/VIS spekter bylo zjisté€no, ze absorbance a profil
spektra jednotlivych standardii se ptisobenim iontd kovi meéni. Proto byly tyto standardy, ke
kterym byly pfidany ionty zeleza a zinku, analyzovany pomoci HPLC. Ionty byly pfidavany
v desetinasobném nadbytku a pfiprava t€chto roztoku je popsana v kapitole 3.3.3. K této analyze
byla vyuzita mobilni faze voda/methanol, s pfidanym aditivem kyselinou mravenci (0,3 obj. %).
Separace probihala pii gradientové eluci. Byl pouzit profil gradientu, ktery byl vybran jako
nejvhodnéjsi pii separaci Cistych standardu (gradient €. 7.). Porovnani chromatogramu ¢istych
standardt a standardu s pfidanymi ionty kova je zobrazeno v grafech 7-10. Vlivem pfidani iontd
ke standardum dochazelo k velkému poklesu intenzit absorbance. Z tohoto duavodu byla

absorbance normalizovana tak, aby byly jednotlivé chromatogramy ve stejnych jednotkach.
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Graf 7 Chromatogram ¢istého standardu chlorinu e4a standardu s pfidanymi ionty kovl za
vyuZiti gradientu 7a

Graf 8 Chromatogram ¢istého standardu chlorinu e6a standardu s pfidanymi ionty kovi za
vyuZiti gradientu 7a
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Graf 9 Chromatogram ¢istého standardu feoforbidu a a standardu s pfidanymi ionty kov( za
vyuZiti gradientu 7a

Graf 10 Chromatogram Cistého standardu protoporfyrinu 1X a standardu s pfidanymi ionty
kovi za vyuZiti gradientu 7a

Z chromatogramd je patrné, Ze ionty kovd maji vliv na separaci standardd. U chlorinu e4
(Graf 7) doslo vlivem pfidani Zelezitych iontl ke vzniku dal$iho piku (15,3 min). Vlivem pfidani
zine¢natych iontd pak do$lo k mirné zméné retence, a také ke vzniku mensiho piku (16,0 min).
Vlivem obou iontl pak do$lo ke snizeni intenzity signalu.

Pridanim Zelezitych iontd ke standardu chlorinu e6 (Graf 8), doslo ke zméné retence.
Pfidanim zine€natych iontd doslo ke vzniku nového piku (13,9 min) a k velkému sniZeni piku
chlorinu e6. Zarovern také doslo u obou iontd ke snizeni intenzity signalu.

Vlivem pridani Zelezitych iontl ke standardu feoforbidu a (Graf9), doslo ke snizeni
intenzity piku feoforbidu a, a zaroven doslo ke vzniku dvou novych pikd v ¢asech 16,4 a
16,9 min. Vlivem pisobeni zine¢natych iontd také doslo ke sniZeni intenzity piku feoforbidu a,

a zaroven doslo ke vzniku novych, mensich pikl v ¢asech 11,9, 12,7 a 1,03,2 min.
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Z grafu 10 je patrné, ze puisobeni iontd Zeleza a zinku na standard protoporfyrinu mélo za
nasledek ztratu signalu. Z tohoto duvodu byly dalsi experimenty provadény pouze s predeslymi

tremi standardy.

4.2.3.1 Vliv raznych koncentraci ionta kovu na separaci derivatu chlorofylu
V nasledujicim experimentu byl zjistovan vliv rostoucich koncentraci iontd kovd na

chromatografickou separaci chlorofylinovych derivatd. K experimentu bylo vyuzito standarda
chlorinu e4, chlorinu e¢ a feoforbidu a. Byly pfipraveny standardy, ke kterym byly pridavany
ionty kovd v péti-, deseti-, patnacti- a dvacetinasobném nadbytku. Pfiprava téchto roztoku je
uvedena v kapitole 3.3.3. K této analyze byla vyuzita mobilni faize voda/methanol, s pfidanym
aditivem kyselinou mravenci (0,3 obj. %). Separace probihala pfi gradientové eluci. Byl pouzit
profil gradientu, ktery byl vybran jako nejvhodné&jsi pfi separaci Cistych standardi (gradient
€. 7a). Chromatogramy jednotlivych standardi s pfidanymi ionty Zeleza a zinku o rdznych
koncentracich jsou vyobrazeny v piiloze GRAFY (Graf P 14 — P 19). Vlivem pfidani iontd ke
standardim dochazelo k velkému poklesu intenzit absorbance. Z tohoto divodu byla absorbance
normalizovana tak, aby byly jednotlivé chromatogramy ve stejnych jednotkéch, pficemz pomér
mezi jednotlivymi koncentracemi piidavanych kovovych iontt zistal zachovan.

Z chromatogramu standardu chlorinu e4 s pfidanymi ionty zeleza (Graf P 14) je patrné,
ze doslo ke vzniku dalsiho piku (15,3 min). Tento pik rostl zaroven s rostouci koncentraci
zelezitych iontl ve standardu. Zaroven srostouci koncentraci zelezitych iontd doslo
k postupnému poklesu piku chlorinu es. Graf P 15 pak zobrazuje standard chlorinu e4 s pfidanymi
zineCnatymi ionty. Zde doSlo k mirnému posunu retence, zaroven pak s rostouci koncentraci
iontu zinku dochazelo ke snizovani piku standardu chlorinu e4. U obou iontd doslo k poklesu
intenzity signalu.

Pridanim Zzelezitych iontd o riznych koncentracich ke standardu chlorinu es (Graf P 16)
doslo k posunu retence, tento pik se dale snizoval s rostouci koncentraci zelezitych iontt. Vlivem
zineCnatych iontd (Graf P 17) doslo ke vzniku nového piku (13,9 min), ktery rostl s rostouci
koncentraci iontd zinku. Zaroven doslo k velkému snizeni piku standardu chlorinu es.

Na chromatogramu standardu feoforbidu a s pfidanymi Zzelezitymi ionty o riznych
koncentracich (Graf P 18) Ize vidét dva nové piky (16,4 a 16,9 min). Tyto piky rostou s rostouci
koncentraci Zzelezitych iontd. Pik feoforbidu a pak stouto rostouci koncentraci klesal.
Z Grafu P 19 je patrné, Ze vlivem zine¢natych iontd na feoforbid a doslo ke vzniku tfech novych
pika v ¢asech 11,9, 12,7 a 13,2 min, které rostly s rostouci koncentraci standardu. Pik standardu
feoforbidu a pak s touto rostouci koncentraci klesal.

Vytvofeni komplexii mezi analyzovanymi standardy bylo v dalSich experimentech

ové&fovana pomoci analyzy LC-MS, a MSZ2.
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4.3 Identifikace latek ve vzorku chlorofylinu méd’natého pomoci LC-MS
a MS?
4.3.1 Analyza standardi pomoci LC-MS a MS?

Nasledujici cast diplomové prace se zabyvala identifikaci latek ve vzorku pomoci
hmotnostni spektrometrie. Podminky méfeni jsou popsany v kapitole 3.3.5. Nejdiive byly
proméfeny standardy chlorin es4, chlorin es a feoforbid a. U protoporfyrinu IX nebyl
v hmotnostnim spektru zaznamenan zadny signal. Soucasti hmotnostniho spektrometru byl také
UV-VIS detektor, na kterém vsak také zadny signal nebyl nalezen. Absence signalu mohla byt
zpusobena bud’ kratkou detekéni celou, popfipad€ pak nizkou ioniza¢ni G¢innosti, nebo malou
rozpustnosti vzorku. Z tohoto divodu dalsi analyzy tohoto standardu nebyly provadény. Vzorky
standardud chlorinu e4, chlorinu es a feoforbidu a byly pfipraveny zpisobem popsanym v odstavci
3.3.1. Analyza probihala za gradientové eluce. Profil tohoto gradientu je vyobrazen v Tabulce 1.
Byla pouzita mobilni faze methanol/voda, jako aditivum byl pouzit octan amonny (10 mmol/1),
ktery byl ptidan k obéma slozkam mobilni faze. Byla provedena analyza pomoci LC-MS a MSZ.
Byly zaznamenany retenc¢ni Casy (tr) a m/z jednotlivych standardd. Byly také popsany
fragmentové ionty (ztraty). Timto zpisobem byl proveden zaznam kladnych i zapornych iontt
(MS", MS"). Stejnym zptisobem byl proveden ziznam kladnych iontl pti mé&Feni pomoci MS?".
Tento zaznam je zobrazen v Tabulce 6. MS spektra jednotlivych standardd jsou zobrazeny

v pfiloze GRAFY (Grafy P 20 — P 22).

Tabulka 6 Zaznam retencnich Casq, ztrat a m/z nalezenych v hmotnostnich spektrech
jednotlivych standardt

tr tr
sumarni |M (min) | (min) | m/z nalezenav | m/z nalezena v m/z nalezena v MS,,
Standard | vzorec (g/mol) |MS |[MS*> |MS", ztraty MS?", ztraty ztraty
553.2 553.2 550.8
Chlorin es |CyHieN4O4|552264 | 23,9 22.8|[M+H]* [M+H]* [M-HJ
506.9
nefragmentuje [M-H-CO:]
1102.7
[2M-H[
5512 551,2 548.9
Chlorin es | Cs4HsN4Os | 596,264 | 33.0| 32,9| [M+H-HCOOH]* | [M+H-HCOOH[* |[M-H-HCOOH[
11012 1098.7
[2M+H-HCOOH]" | nefragmentuje [2M-H-HCOOH]
460,9
[M-H-HCOOH-2CO,]
593.2 5933 590.8
Feoforbid a | C3sH3eN4Os [ 592,269 | 32.7| 32,7 | [M+H]* [M+H]* [M-HJ
11852 533.2 1182.7
[2M+H]* [M+H-CH;COOH[* | [2M-H]-

Poté co byly zaznamenany m/z pro kazdy standard, byly sledovany dalsi potencialni

fragmentové ionty. U standardu chlorinu e4 byl v €ase 23,9 min v hmotnostnim spektru nalezen

pik, ktery odpovidal monoizotopické hmotnosti chlorinu e4, 0 m/z 553,2. Tento pik byl nalezen
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také v spektru MS?2 Dalsi fragmentové ionty nebyly pozorovany, pravdépodobné vlivem nizké
kolizni energie. Fragmentové ionty se projevily v zaznamu zapornych iont. U deprotonované
molekuly doslo k dekarboxylaci.

U standardu chlorinu es byl v ¢ase 33 minut v hmotnostnim spektru zaznamenan pik, o
m/z 551,2 ktery neodpovidd monoizotopické hmotnosti chlorinu es (596,264 g/mol). Tento pik
pravdépodobné odpovida fragmentovému iontu zpusobenému ztratou kyseliny mravendi.
Projevil se také ve spektru MS? dalsi fragmentové ionty nebyly pozorovany. Fragmentové ionty
se opét projevily v zaznamu zapornych iontd. Byl nalezen pik odpovidajici dekarboxylaci a ztraté
kyseliny mravendi.

V hmotnostnim spektru standardu feoforbidu a byl v ¢ase 32,7 min nalezen pik,
odpovidajici monoizotopické hmotnosti feoforbidu a, 0 m/z 593,2. Tento pik byl nalezen také ve
spektru MS2. Pfi analyze pomoci MS? doslo k fragmentaci molekuly za vzniku fragmentového
iontu, jenz odpovidal ztraté kyseliny octové. V zaznamu kladnych i zapornych iontd byl pak

nalezen pik, odpovidajici protonované, respektive deprotonované molekule.

4.3.2 Identifikace jednotlivych slozek vzorku méd’natého komplexu chlorofylinu
pomoci LC-MS aMS$?

Analyza vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie probihala pfi stejnych podminkach
meéfeni jako analyza standardt (viz kapitola 3.3.5.). Také zde bylo vyuzito gradientové eluce (viz
Tabulka 1). Byla pouzita mobilni faze methanol/voda, jako aditivum byl k obéma slozkam
mobilni faze pfidan octan amonny (10 mmol/l). Identifikace slozek vzorku probihala na zakladé
srovnani s publikovanymi daty (MORTENSEN, A. a kol. 2007)1*!. Byla provedena LC-MS a
MS? analyza vzorku chlorofylinu médnatého barvivo E 141 (ii). Identifikace prob&hla na zakladé
pouzitych standardi a pomoci srovnani publikovanych m/z jednotlivych méd’natych komplexa
chlorofylinu s experimentalné ziskanymi daty z hmotnostnich spekter. V MS spektru byly
nalezeny jednotlivé m/z a byly zaznamenany jejich retencni Casy - tr (MS). Stejné m/z byly
nasledné hledany také ve spektru MS2 V Tabulce 7 jsou zaznamenany retendni &asy
experimentalné nalezenych méd’natych komplexa chlorofylinu ve spektru MS, retencni Casy ve

spektru MS? - tg (MS?), publikované m/z a m/z nalezené ve spektru MSZ.

58



Tabulka 7 Reten¢ni ¢asy a m/z jednotlivych slozek vzorku

tr (min) |tg (min)

MS MS? m/z | m/z nalezena v MS? | poznamka
Cu chlorin ¢s 31,14 31,29 657 656,6
Cu chlorin ps 30,86 20,64 | 643 643,7 | nizka intenzita
Cu rhodin 35,90 37,981 667 6688 | nizka intenzita
Cu purpurin 7, 31,13 31,20 627 626,5
Cu rhodin g7
Cu Chlorin e,
Cu isochlorin ¢4 30,81 2897|614 6144
Cu pyrofeoforbid a 40,44 - 595 - nenalezen v MS?
Cu porfyrin 30,80 31,37] 583 582.4 | nizka intenzita
Cu porfyrin chlorinu s 32,16 31,291 655 656.6

Z patnacti hlavnich slozek sodné soli chlorofylinu médnatého, které byly publikovany,
bylo ve vzorku nalezeno celkem devét komplext (Cu chlorin es, Cu chlorin ps, Cu rhodin, Cu
purpurin 7, Cu rhodin g7, Cu chlorin e4, Cu isochlorin e4, Cu pyrofeoforbid a, Cu porfyrin a Cu
porfyrin chlorinu €6). AvSak Cu purpurin 7 a Cu rhodin g7 nelze rozlisit, protoze maji stejné m/z.
Stejné je tomu u Cu Chlorinu e4, Cu isochlorinu es. VSechny m/z té€chto slozek byly nalezeny ve
hmotnostnim spektru. Kromé& Cu pyrofeoforbidu a, byla pfitomnost vSech dalSich slozek
potvrzena také pomoci MS2. N&které ionty se pak v MS? vyskytovaly s malou intenzitou. Jako
piiklad jsou v piiloze GRAFY uvedeny dvé MS? spektra, a sice Cu chlorinu es (Graf P 23) a
Cu purpurinu 7/Cu rhodinu g7 (Graf P 24).

4.3.3 Identifikace komplexu chlorofylinu s ionty Zeleza a zinku pomoci LC-MS
a MS?

Ke vzorku chlorofylinu méd'natého byly pifidany ionty zeleza a zinku. Bylo zjistovano,
zda tyto dva ionty dokazi nahradit m&d'naty iont ve struktufe chlorofylinu. Analyza pomoci
hmotnostni spektrometrie probihala za stejnych podminek jako analyza ¢istého vzorku (viz
kapitola 3.3.5.). Také zde bylo vyuzito gradientové eluce (viz Tabulka 1). Byla pouzita mobilni
taze methanol/voda, jako aditivum byl k obéma slozkam mobilni faze pfidan octan amonny
(10 mmol/l). Roztok vzorku byl pfipraven rozpusténim 1 mg chlorofylinu meédnatého v 5 ml
acetonitrilu, poté byl vlozen na 10 minut do ultrazvukové lazn€. Vzorek byl pfeveden do
Eppendorf zkumavky a odstfed'ovan po dobu 10 minut. Ke vzorku byl pfidan roztok zelezité a
zineCnaté soli. Roztoky iontd kovi byly pfipraveny stejn€, jako pfi analyze standardd (viz
kapitola 3.3.3.), ionty kova byly pfidany v desetinasobném nadbytku. Nasledné byla provedena
analyza pomoci LC-MS a MS?. Byly sledovany monoizotopické hmotnosti, které odpovidaly
jednotlivym slozkam cistého vzorku chlorofylinu méd'natého (viz kapitola 4.3.2.). Od teéchto
hodnot byla odectena monoizotopickd hmotnost médi (62,930 g/mol), poté k nim byla pfictena
monoizotopickd hmotnost zeleza (55,935 g/mol) a zinku (63,929 g/mol). Nalezené m/z, retenéni

asy pro MS a MS? spektra jsou zobrazeny v Tabulkach 8 (pro ionty zeleza) a 9 (pro ionty zinku).
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Tabulka 8 Zaznam m/z a tr jednotlivych komplext chlorofylinu, s ptidanymi ionty Zeleza

tr tr
m/z m/z (min) |(min) |m/z nalezena
Vzorek + Fe (vzorek) | (vzorek-Cu+Fe) | MS MS? |v MS? poznamka
nenalezen v
chlorin ¢ 657 650,005 | - - - MS MS?
chlorin ps 643 636,005 24,6 24,56 636,1 | nizka intenzita
rhodin 667 660,005 32,31 - - nenalezen v MS?
purpurin 7 627 620,005 40,5| 414 619,2
rhodin g;
chlorin e4
isochlorin ¢4 614 607,005 413| 42,58 606.5
nenalezen v MS,
pyrofeoforbid a 595 588,005 - - - MS?
porfyrin 583 576,005 34,6| 34,64 5776
porfyrin e 655 648.005 49.5 - - nenalezen v MS?

Tabulka 9 Zaznam m/z a tr jednotlivych komplexua chlorofylinu, s pfidanymi ionty zinku

tr tr m/z
Vzorek +Zn ?\lzizorek) ?vlz/:rek-Cu +Zn) (;\n/[lsn) (;\n/[lsnz) 3?\1/;;51131 poznamka
chlorin e 657 6579995 31,11| 31,16 6565
chlorin ps 643 643,9995| 25,60 25,93 6445 | nizka intenzita
rhodin 667 667,9995| 34.86 - - nenalezen v MS?
purpurin 7 627 627,9995| 31,04 31,15 6262
thodin g;
chlorin e4
1sochlorin e4 614 614,9995 - - - nenalezen v MS, MS?
pyrofeoforbid a 595 595,9995| 31,54| 29,21 5954
porfyrin 583 583,9995| 26,49 26,78 584 4
porfyrin e 655 6559995 31,16 314 6565

Po pfidani iontu zeleza ke komplexu chlorofylinu, byly ve spektru hledany m/z
odpovidajici zelezitému komplexu chlorofylinu. Byly nalezeny signély chlorinu ps, purpurinu 7
(rhodinu g7), chlorinu e4 (isochlorinu es4) a porfyrinu. Komplexy chlorin ps a pyrofeoforbid a
nebyly nalezeny ve spektru MS ani MS? Komplexy rhodin a porfyrin es byly nalezeny
v hmotnostnim spektru, nebyly ale nalezeny ve spektru MS2.

Po pfidani iontu zinku ke komplexu chlorofylinu, byly ve spektru hledany m/z
odpovidajici zine¢natému komplexu chlorofylinu. Byly nalezeny signaly odpovidajici
chlorinu es, chlorinu ps, purpurinu 7 (thodinu g7), pyrofeoforbidu a, porfyrinu a porfyrinu es.
Chlorin es (isochlorin e4) nebyly nalezeny ani ve spektru MS, ani ve spektru MS? Komplex
rhodinu nebyl nalezen ve spektru MS?.

Z dat uvedenych v Tabulce 8 je patrné, ze pravdépodobné doslo k nahradé iontu médi za
iont Zeleza, a to jak na zakladé srovnani hmotnostnich spekter, tak i retencnich ¢ast pfi porovnani

s Tabulkou 7. Pro experimenty s pfidanymi ionty zinku (Tabulka 9) diky podobné atomové
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hmotnosti médi a zinku nebylo mozné jednoznacné potvrdit, ze doslo k vymeéné iontd
v molekulach chlorofylinti. U n€kterych chlorofylint (chlorin ps, porfyrin) doslo k vyrazngjsimu

posunu reten¢nich ¢ast, u ostatnich chlorofylint byly zmeény v reten¢nich Casech malé.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky chromatografické separace pro
analyzu vzorku barviva sodné soli chlorofylinu méd'natého. Separace probihala za vyuziti
mobilni faze voda (A) a methanol (B) a bylo vyuzito gradientové eluce. Optimalizovany byly
jednotlivé profily gradientu. Dalsi optimalizace se tykala aditiv mobilni faze. Byla vyuzita dvé
aditiva, a to kyselina mravenci a octan amonny. Byl sledovan vliv aditiv na separaci standardud a
vzorku pfi riznych profilech gradientu. Pii vyuziti aditiva kyseliny mravenci se ukazal jako
optimalni gradient &. 6,, (to=15 min, B=017 min™!). Tento gradient za¢inal na 75% B,
v 15 minuté€ vzrostl na 100 % B a ve 29,2 minut€ klesl na 75% B. Celkova doba analyzy byla 30
minut. Jako optimalni profil gradientu pro analyzu za pouziti octanu amonného jako aditiva se
ukdézal gradient €. 6, (t = 15 min, B = 0,02 min1). Tento gradient za¢inal na 70% B, v 15 minuté
vzrostl na 100 % B a ve 29,2 minut€ klesl na 70% B.

Dalsi soucasti této prace bylo zkoumani vlivu ionti kovl Zeleza na chromatografickou
separaci. Bylo zjisténo, ze pfidanim zeleznatych a zineCnatych iontl ke standardim chlorinu es,
chlorinu es, feoforbidu a a protoporfyrinu IX, dochazi ke snizeni intenzity signala jednotlivych
standardii, zaroven také ke zméné retence a vzniku novych pikt. S rostouci koncentraci iontd
kovt pak byly tyto zmény vétsi.

Dalsim cilem této prace byla identifikace jednotlivych komplext chlorofylinu méd'natého
ve vzorku. Tato analyza probihala za vyuziti LC-MS a MS?. Ve vzorku byly nalezeny komplexy
Cu chlorin es, Cu chlorin ps, Cu rhodin, Cu purpurin 7, Cu rhodin g7, Cu chlorin e4, Cu isochlorin
es4, Cu pyrofeoforbid a, Cu porfyrin a Cu porfyrin chlorinu €6, Cu purpurin 7, (Cu rhodin g7), Cu
chlorin e4 (Cu isochlorin es).

V navaznosti na to, ze ionty kovi mély vliv na chromatografickou separaci standardi, byla
provedena analyza pomoci hmotnostni spektrometrie. Bylo zjistovano, zda dojde v komplexech
chlorofylinu médnatého k vytésnéni médnatého iontu ze struktury komplexu a jeho nahrazeni
jinym kovem. Ve spektrech vzorku chlorofylinu s pfidanymi zelezitymi ionty byly nalezeny
signaly chlorinu ps, purpurinu 7 (thodinu g7), chlorinu e4 (isochlorinu e4), porfyrinu, rhodinu a
porfyrinu es. Ze ziskanych dat je patrné, ze pravdépodobné doslo k ndhrad€ iontu meédi za iont
zeleza, a to jak na zaklade€ srovnani hmotnostnich spekter, tak i retencnich €asti. Pro experimenty
s pfidanymi ionty zinku diky podobné molarni hmotnosti médi a zinku nebylo mozné
jednoznacn€ potvrdit, ze doSlo k vyméné€ iontd v molekulach chlorofylind. U nékterych
chlorofylinti (chlorin ps, porfyrin) doslo k vyrazng€jsimu posunu retencnich Casii, u ostatnich

chlorofylinti byly zmény v reten¢nich ¢asech malé.
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Graf P 2 UV/VIS spektrum chlorinu e6

Graf P 3 UV/VIS spektrum feoforbidu a
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Graf P 5 Zavislost reten€niho faktoru na objemovém zlomku pro standardy

~(methanol)
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Graf P 6 Zavislost absorbance na Case standardniho roztoku chlorofylinu e4 pro gradienty €. la

7a, za pouZziti aditiva kyseliny mravenci
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Graf P 7 Zavislost absorbance na ¢ase standardniho roztoku chlorofylinu €6 pro gradienty €. 1a
7a, za pouZiti aditiva kyseliny mravenci
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Graf P 8 Zavislost absorbance na ¢ase standardniho roztoku feoforbidu a pro gradienty €. 1a-7a,
za pouziti aditiva kyseliny mravenci
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Graf P 9 Zavislost absorbance na Case standardniho roztoku protoporfyrinu IX pro gradienty
€. la-7a, za pouZiti aditiva kyseliny mravenci

Graf P 10 Zavislost absorbance na ¢ase standardniho roztoku chlorinu e4 pro gradienty €. 1b-7h,
za pouziti aditiva octanu amonného
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Graf P 11 Zavislost absorbance na Case standardniho roztoku chlorinu e6 pro gradienty ¢. 1b-7b,
za pouziti aditiva octanu amonného

0 5 10 15 2 t(min) 25 0

Graf P 12 Zavislost absorbance na €ase standardniho roztoku feoforbidu a pro gradienty €. 1b-
7b, za pouZiti aditiva octanu amonného
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Graf P 13 Zavislost absorbance na €ase standardniho roztoku protoporfyrinu IX pro gradienty

€. 1b-7b, za pouZiti aditiva octanu amonného
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Graf P 14 Chromatogram porovnani ¢istého standardu chlorinu e4 a chlorinu e4 s pfidanym
Zelezitym iontem o riznych koncentracich za vyuziti gradientu 7a
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Graf P 15 Chromatogram porovnani ¢istého standardu chlorinu e4 a chlorinu e4 s pfidanym
zine¢natym iontem o rliznych koncentracich za vyuziti gradientu 7a
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Graf P 16 Chromatogram porovnani Cistého standardu chlorinu e6 a chlorinu €6 s pfidanym
Zelezitym iontem o rznych koncentracich za vyuziti gradientu 7a
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Graf P 17 Chromatogram porovnani Cistého standardu chlorinu e6 a chlorinu e6 s pfidanym
zine€natym iontem o rdiznych koncentracich za vyuziti gradientu 7a
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Graf P 18 Chromatogram porovnani Cistého standardu feoforbidu a a feoforbidu a s pfidanym
Zelezitym iontem o rdznych koncentracich za vyuZiti gradientu 7a
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Graf P 19 Chromatogram porovnani Cistého standardu feoforbidu a a feoforbidu a s pfidanym
zine¢natym iontem o rliznych koncentracich za vyuZiti gradientu 7a
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Graf P 21 MS spektrum standardniho roztoku chlorinu e6

Graf P 22 MS spektrum standardniho roztoku feoforbidu a
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Graf P 23 MS2spektrum Cu chlorinu €6

603.4
\\ i
600 650 700 750 800

+EP (626.69) Charge (+0) CE (25) FT (48.5909): Exp 2, 31.213 min from Sample 4 (MS2 Vzorek) of Karin_20200526.wiff (Turbo Spra...

3.7e4,

3.6e4-
3.4e4-
3.2e4-
3.034-
28e4-
26e4-
2 4e4-

Q 22s4-

>, 2 0fe4-

1.8e4-

1.6e4-

1l4e4-

1.2e4-

1.0e4-

8000.0 -

6000.0 -

4000.0-

2000.0-

50

00

150

912

200

3011

3589 4172 4354

m/z Da

626.5

6095

600 650 700 750 800

Graf P 24 MS2 spektrum Cu purpurinu 7(Cu rhodinu g7)

850 900

Max 3.7e4 cps

80



81



Priloha TABULKY
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Tabulka P 1 Retencni Casy a retencni faktory standardu pii riznych koncentracich methanolu

85% methanol |twm tr: (min) | tg2 (min) | trpram (min) | k

chlorin ¢6 1,83 238,80 28,93 28,87 14,77
chlorin ¢4 1,83 8,99 9,01 9,00 3,92
feoforbid a 1,83 27,68 27,65 27,66 14,11
protoporfyrin IX 1,83 16,37 16,36 16,36 | 7,94
90% methanol |twm tr1 (min) | tg2 (min) | trpram (min) | k

chlorin ¢6 1,83 13,74 13,73 13,74 6,49
chlorin ¢4 1,83 5,82 5,83 5,83 2,18
feoforbid a 1,83 13,19 13,16 13,18 6,19
protoporfyrin IX 1,83 8,83 8,82 8,83 3.82
95% methanol | twm tr1 (min) | tg2 (min) | trpram (min) | k

chlorin ¢6 1,85 7,35 7.34 7,34 297
chlorin ¢4 1,8 4,57 4,58 458 147
feoforbid a 1,85 7,02 7,04 7,03 2,80
protoporfyrin IX 1,85 5,65 5,66 5,65 2,06

Tabulka P 2 Profily gradientt pro chromatografickou separaci standard(, za vyuziti kyseliny

mravenci jako aditiva

gradient . 1,
t (Min) | ¢ methano (%0) |tz = 18 min
0 10| B = 0,05 min™!
18 100
29 100
292 10
gradient &. 2,
t (Min) | ¢ methanot (%o) |tz = 18 min
0 40 | B = 0,033 min’!
18 100
29 100
292 40
gradient . 3,
t (Min) | ¢ methanot (%0) |tz = 18 min
0 60| B = 0,022 min!
18 100
29 100
292 60
gradient ¢.4,
t (min) | ¢ methanot (%) |tz = 60 min
0 60 | B = 0,04 min™!
10 100
29 100
292 60
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gradient &. 5,
t (min) | ¢ methanot (%0) |tz = 18 min
0 75| B =0,014 min!
18 100
29 100
29.2 75
gradient &. 6,
t (Min) | ¢ methanot (%) | fe = 15min
0 75 B =0,017 min’!
15 100
29 100
29.2 75
gradient &. 7,
t (min) | ¢ methanat (%0) |tz =20 min
0 75| B =0,0166 min!
20 100
29 100
29.2 75

Tabulka P 3 Prehled zavislosti retencnich Cast jednotlivych standarda na profilu gradientu

gradient | gradient | gradient | gradient | gradient | gradient | gradient

o €. 2a €. 3a ¢ 4a €. 5a €. 6a €. 7a
tr chlorin ey 23,206| 20,858| 18,770 13,499| 22,501| 12,508 14,048
tr chlorin es 25,545 24,081| 22771 16,460| 26,502] 17,501| 20,616
tr feoforbid a 25,117 23845| 22579 16,198| 24,725| 17,338 20,358
tr protoporfyrin IX | 25,109| 29.670| 29,897| 15,144| 23429| 15,536| 17,767

Tabulka P 4 Profily gradientt pro chromatografickou separaci, za vyuZiti octanu amonného

jako aditiva

gradient &. 1y
t (min) | ¢ methanat (%0) |tz = 18 min
0 10 | B =0,05 min’!
18 100
29 100
29.2 10
gradient &. 2,
t (Min) | ¢ methanat (%) |tz = 18 min
0 40 |B =0,033 min’!
18 100
29 100
29.2 40
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gradient ¢. 3p
t (Min) | ¢ methanat (%0) |tz = 18 min
0 60 | B = 0,022 min’!
18 100
29 100
29,2 60
gradient &. 4y
t (Min) | ¢ methanot (%0) |tz = 10 min
0 60 | B = 0,04 min!
10 100
29 100
29,2 60
gradient &. 5p
t (Min) | ¢ methana (%) |1z = 18 min
0 70 |B =0,017 min’!
18 100
29 100
29,2 70
gradient ¢&. 6,
t (Min) | ¢ methanot (%0) |tz = 15 min
0 70| B = 0,02 min!
15 100
29 100
29,2 70
gradient &. 7y
t (min) | ¢ methanot (%) |tz = 10 min
0 70 |B = 0,03 min’!
10 100
29 100
29,2 70

Tabulka P 5 Prehled zavislosti reten¢nich Cast jednotlivych standardu na profilu gradientu

gradient | gradient | gradient | gradient | gradient | gradient | gradient

¢. 1p €. 2 ¢. 3b ¢. 4 €. Sp €. 6b ¢. v
tr chlorin ey 17,608 14,89 10,572 8,343 6,483 6,078 5,852
tr chlorin es 21,277 20,153| 18,115 12,732 15.385| 13,780 11,404
tr feoforbid a 21,168 20,096 17.434| 12,744 15488| 14,162 11,386
tr protoporfyrin IX 18,837 18,026 14,725| 10,958| 12,501| 11,056 9,416
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Tabulka P 6 Profily gradientt pro chromatografickou separaci vzorku, za vyuziti kyseliny

mravenci jako aditiva

gradient ¢&.

1

&as (Min) | ¢ methanot (%) [t = 18 min
0 10| B = 0,05 min™!
18 100
29 100
292 10
gradient ¢&. 2.
&as (Min) | ¢ methanot (%) |t = 18 min
0 60 | B = 0,022 min’!
18 100
29 100
292 60
gradient ¢. 3.
Eas (min) | ¢ memanat (%) |tz = 10 min
0 60| B = 0,04 min’!
10 100
29 100
292 60
gradient ¢. 4.
Eas (min) | ¢ metanat (%) |1z = 18 Min
0 75| B = 0,014 min™!
18 100
29 100
292 75
gradient ¢. 5.
Eas (Min) | ¢ metanot (%) |t =20 min
0 60 | B = 0,02 min’!
20 100
29 100
292 60
gradient ¢. 6 .
¢as (min) | ¢ methanot (%0) t: = 0,015 min
0 70| B = 20 min’!
20 100
29 100
292 70
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gradient ¢. 7.
gas (min) | € methanot (%) |t = 15 min
0 75|B =0,017 min™!
15 100
29 100
292 75
gradient ¢. 8 .
Eas (min) ¢ methanol te = 20 min
(%)
0 75 (B =0,0125 min’!
20 100
29 100
292 75

Tabulka P 7 Profily gradientt pro chromatografickou separaci vzorku, za vyuziti octanu

amonné¢ho jako aditiva

gradient ¢.14

t(min) | ¢ methanot (%) [te= 18 min
0 10| B = 0,05 min’!
18 100
29 100
292 10
gradient ¢.24
t (min) C methanol (%0) [tz = 18 min
0 60| B = 0,022 min!
18 100
29 100
292 60
gradient €. 34
t (min) C methanol (%0) |tz = 10 min
0 60| B = 0,04min!
10 100
29 100
292 60
gradient €. 44
t (min) C methanol (%0) [tz = 18 min
0 70|B = 0,017 min™
18 100
29 100
292 70
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gradient ¢.54

t (min) € methanol (%0) t; = 15 min
0 60|B = 0,027 min’!
15 100
29 100
29.2 60
gradient ¢.64
t (min) € methanol (%0) tg = 10 min
0 70| B = 0,03 min!
10 100
29 100
29,2 70
gradient ¢.74
t (min) € methanol (%0) te = 15 min
0 70|B = 0,02 min™
15 100
29 100
29.2 70
gradient ¢.84
t (min) € methanol (%0) te = 15 min
0 50|B = 0,033 min"
15 100
29 100
29.2 50
gradient .94
t (min) € methanol (%0) te = 18 min
0 50|B = 0,028 min
18 100
29 100
29.2 50
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