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Anotace

Diplomova prace se zabyva stanovenim obsahu necistot v Cerveném pigmentu P.R.177 a
toxikologickym hodnocenim identifikovanych necistot tohoto pigmentu. Byl optimalizovan postup
extrakce necistot z pigmentu, nejlepsich vysledkli bylo dosazeno ultrazvukovou extrakei pomoci
DMSO po dobu 60 minut pii 80 °C s velikosti navazky 1 g pigmentu. Extrakt byl analyzovéan
kapalinovou chromatografii a jako hlavni necistoty byly identifikovany dosud znamé ASK,
AHASK, BAK, DADADSK, 1-AA a AHAQ. Pomoci hmotnostni spektrometrie byla
identifikovana dalsi necistota DADASK. Genotoxické vlastnosti t€chto necistot byly testovany na
kmenech Salmonelly typhimurium, his- TA 98 a TA 100. Zatimco na kmeni Salmonelly
typhimurium, his- TA 98 nebyla prokazana mutagenita zadnych testovanych necistot, na kmeni
Salmonelly tyhphimurium, his- TA 100 byla indikovana mutagenita AHASK, ASK a 1-AA pfii

jejich nékterych koncentracnich hladinach.

Kli¢ova slova

P.R. 177, extrakce, antrachinonové pigmenty, kapalinova chromatografie, Ames test, genotoxicita



Title
Analytical and toxicological evaluation of the quality of the red pigment P.R.177
Annotation

In this diploma thesis, determination of impurities in red pigment P.R.177 is described and
toxicological evaluation of identified impurities of this pigment is given. The extraction protocol
of impurities was optimized, the best results were achieved using the extraction of 1 g of pigment
in ultrasonic bath with DMSO as the extraction solvent for 60 minutes at 80 °C. Extracts of
pigments samples were analyzed by HPLC and so far known impurities ASK, AHASK, BAK,
DADADSK, 1-AA a AHAQ were found. Another impurity DADASK was identified in the extract
and its structure was elucidated by the LC/MS experiment. Genotoxicity of these impurities were
tested on Salmonella typhimurium TA 98 and Salmonella typhimurium TA 100 strains. While no
of tested impurities were mutagenic on the TA 98 strain, mutagenicity of AHASK, ASK and 1-AA
at particular concentration level was indicated on the TA 100 strain.
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Uvod

Historie pigmentd a barviv je doloZena jiz v dobé kamenné, kdy byl pro estetické a ritualni
ucely vyuzivan grafit, ¢i rizné zbarvené hliny. Velky nartist pouzivani pigmentQ a barviv nastal ve
starovéku, nejvice vyuzivany byl asfalt, kiida ¢i malachit. V 19. stoleti nastal nejvétsi rozvoj
V oblasti pigmentd a barviv. Historicky nejpouzivanéj$im organickym barvivem bylo indigo, které
se ziskavalo z rostlin rodu Indigofera. Dal§im velmi vyuzivanym barvivem byl purpur ziskavany
z mofiskych plzi. Prvni syntetické barvivo — mauvein, bylo syntetizovano v roce1856, ale zdaleka

vvvvvv

syntetickych barviv a pigment.

Pigmenty a barviva hraji ditlezitou roli v kazdodennim zivoté, z hlediska jejich plisobeni na
lidsky organismus. Kazdy den se s nimi setkdvame v potravinaistvi, barvenych plastech,
malifskych barvach, automobilovém priamyslu a v mnoha dal$ich vyrobcich véetné jejich aplikace
ve farmacii €1 kosmetice. Svétova spotieba pigmentl a barviv nestale nariista, a proto je otdzka

kontroly jejich kvality a dopadu na lidské zdravi a Zivotni prostiedi velmi dilezita.

Néplni této diplomové prace je analytické a toxikologické hodnoceni kvality ¢erveného
pigmentu Pigment Red 177, ktery patii do skupiny polycyklickych antrachinonovych pigmentt.
Tento pigment se pouziva hlavné pro barveni plasti, pro natérové hmoty a pro tiskové barvy.
Neékteré necistoty, respektive vedlejsi produkty vznikajici pfi syntéze tohoto pigmentu mohou byt
zdravotné zavadné, proto je nutné mit k dispozici vhodnou analytickou metodu, kterou Ize stanovit
obsah té€chto kontaminantii ve findlnim vyrobku. Zarovenl je zadouci charakterizovat moznou
genotoxicitu téchto kontaminantd. Na obé dvé tyto otazky se snazi najit odpoveéd’ tato diplomova

prace
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Obecné pojmy

Koloranty se rozd€luji na pigmenty nebo barviva. Pigmenty jsou latky takika nerozpustné
v daném médiu, anorganické nebo organické povahy, barevné, ¢erné nebo bilé [1]. Jedna se
0 materidl, ktery méni barvu odrazeného svétla, coz je zptisobeno absorpci urcitych vinovych
délek. Vysledna barva je dana spektrem odrazenych vinovych délek svétla. Organické pigmenty
jsou témet vSechny syntetické, zatimco anorganické pigmenty lze délit na pfirodni (napi. grafit,
kaolin), syntetické, kovové — jemné mleté kovy (napt. Al, Cu). Anorganické pigmenty maji lepsi
tepelnou stabilitu nez pigmenty organické. Struktura pigmentu je pro snadnou identifikaci

charakterizovana pomoci C.I. (Colour Index) [2,3].

Barviva jsou latky rozpustné v daném médiu. Béhem jejich aplikace ztraceji krystalickou

strukturu. Rozdil mezi pigmenty a barvivy je V jejich fyzikalnich a chemickych vlastnostech [2,3].

1.1.1. Colour index
Colour Index pouziva dualni klasifikaéni systém skladajici se z Colour Index Generic Name
(GIGN) a Colour Index Constutition Number (CICN). CIGN je snadno zapamatovatelny, CICN je

¢islo barevného indexu, které je spojeno s chemickou strukturou [4].

1.1.2. Fyzikalni a chemické vlastnosti pigmenti
Mezi hlavni fyzikalni vlastnosti pigmentd patii krystalova modifikace, velikost povrchu,
distribuce velikosti €astic a tvar ¢astic. Velikost ¢astic je vétSinou mensi nez 1 um. Pigmenty tvofi
primarni a sekundarni ¢astice. Primérni ¢astice se stabilizuji tvorbou ¢astic sekundarnich. Vznik
sekundarnich ¢astic je spojen se stabilizovanim jejich povrchové energie. Mezi sekundarni ¢astice
patii aglomeraty a agregaty. Agregaty vznikaji spojenim ploch €astic, aglomeraty jsou skupiny
jednotlivych krystalti nebo agregatti vznikajici spojenim hran ¢astic. Agregaty neni mozné rozdélit

dispergaci, zatimco aglomeraty ano [2,3].

Vlastnosti pigmentu jsou uréeny chemickou strukturou, ktera nasledné ovliviiuje fyzikalni

vlastnosti krystalové struktury. Chemickd struktura ma vliv na barvu pigmentu a souvisi
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s ptitomnosti chromofor v molekule. Jedna se o konjugovany systém dvojnych vazeb, ktery je
zodpovédny za absorpci viditelného zareni. Auxochrom je funk¢ni skupina, kterd méni (zvysuje)
ucinek chromoforu, zplisobuje posun vinovych délek absorpénich maxim chromoforti a zvysuje

intenzitu past. Mize dochazet k nasledujicim efekttim:

e Bathochromni (Cerveny) posun — k delSim A
e Hypsochromni (modry) posun — ke kratSim A
e Hyperchromicky efekt — zvyseni intenzity absorpce

e Hypochromni efekt — sniZeni intenzity absorpce [5]

Barevnost molekuly je ovlivnéna absorpci elektromagnetického zéateni. Elektromagnetické
zateni zpusobuje excitaci molekuly pigmentu, vysledny odstin také ovliviiuje pomér absorpce

a odrazu svétla [2,3].

1.2. Organické pigmenty
Organické pigmenty jsou pievazné syntetické neboli uméle vyrobené pigmenty. V porovnani
S anorganickymi pigmenty maji mensi hustotu, vétsi povrch, jsou vice transparentni, maji vetsi
barvici silu. Mezi dalsi vyznamné fyzikalni a chemické vlastnosti patii tepelna stabilita a stalost
v organickych rozpoustédlech. Syntetické pigmenty pokryvaji celé spektrum barev, pficemz

vétsina z nich jsou azopigmenty, které jsou zluté, oranzové nebo Cervené [3,6].

Organické pigmenty mohou byt i ptirodni, ziskavané z zivo¢isnych nebo rostlinnych zdroja,
napf. morenova cerven ziskana z kofene moteny barviiské nebo koSenila z ¢ervce nopalového

[3,6].

Vyuziti pigmenti je velice Siroké, naptiklad pro natérové hmoty, tiskové barvy, plasty, textilni

aplikace a automobilovy pramysl [3].
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1.2.1. Rozdéleni organickych pigmenti
Organické pigmenty se déli na azopigmenty a polycyklické pigmenty, které se dale deli na
ftalocyaninové pigmenty, chinakridony, peryleny, dioxaziny, diketopyrrolo-pyrrolové pigmenty,

chinoftalony, trialkylkarboniové pigmenty a derivaty antrachinonu [7].

Azo pigmenty maji zluty az Cerveny odstin. DEli se na monoazo a diazo pigmenty obsahujici-
jednu, respektive dvé —N=N- skupiny. Nizka termostabilita monoazo pigmentli omezuje jejich
vyuziti pti vyrob€ plasti. Naopak vysoka termostabilita a chemickd odolnost je u diazo pigmenti.

Az0 pigmenty jsou Zluté az Cervené [8].

Polycyklické pigmenty neobsahuji azoskupinu, ale obsahuji linearné-kondenzované
aromatické jadro nebo cyklické fragmenty obsahujici heteroatomy. Vykazuji dobrou svétlostalost
a jsou odolné vici migraci a rozpoustédlim. Polycyklické pigmenty se vyskytuji v Siroké skale
barevnych odstinti. Do této skupiny se fadi dioxazinové pigmenty Vykazujici vynikajici
svétlostalost, niz§i termostabilitu, dobrou odolnost vii¢i rozpoustédlim a migraci. Barevné se jedna
o fialové pigmenty. Trialkylkarbonové pigmenty charakterizuje nizkd svétlostalost a nizka
odolnost vii¢i rozpoustédlim. Jsou pouZivany pro jejich vybornou barevnou brilantnost a jasnost
modrého odstinu. Chinoftalonové pigmenty maji strukturu tvofenou z ftalanhydridu a

a- methylchinolinu. Jsou velmi termostabilni. Barevny odstin téchto sloucenin je zluty.

Mezi polycyklické pigmenty se také fadi i skupiny pigmentd, ktera vyuziva antrachinon jako

vstupni komponentou pro jejich syntézu. Jedna se o flavantrony, indatrony ¢i antantrony [3].

1.2.2. Antrachinonové koloranty

Antrachinonové pigmenty jsou derivaty antracenu. Antrachinony obsahuji systém tii
linearnich fuzovanych SestiCetnych kruhtli, ve kterych jsou karbonylové skupiny umistény na
centralnim kruhu a zbylé dva kruhy jsou zcela aromatické. Jsou to silné, transparentni a svétlostalé
pigmenty zastupujici zluté az Cervené odstiny. Antrachinonové pigmenty se déli na 4 skupiny:
aminoantrachinonové  pigmenty,  hydroxyantrachinonové  pigmenty,  heterocyklické
antrachinonové pigmenty a polykarbocyklické antrachinonové pigmenty. Mezi heterocyklické
antrachinonové pigmenty patii i pigmenty odvozené od 1,9-antrapyrimidinu [9]. Do této skupiny

pigmentt patii i Cerveny pigment P.R.177, kterym se zabyva tato diplomova prace.
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1.2.2.1. Antrachinon
Antrachinon neboli antracen 9,10-dion (obrazek 1) je organicka aromaticka sloucenina, zluty
az Sedo zluty krystalicky praSek. Antrachinon je obtizné rozpustny ve vod¢, ale rozpustny
v alkoholech. Hlavni vyuziti antrachinonu je vyroba barviv a pigmentd, napf. alizarinu. Vyroba
antrachinonu ma né€kolik moznosti: oxidaci antracenu, kondenzaci benzenu s ftalanhydridem za
ptitomnosti AICIz (tzv. Friedel-Craftsova reakce) ¢i z 1,4-naftochinonu a 1,3-butadienu [3].
Pfirodni antrachinony se ziskavaji z nékterych rostlin ¢i hub (napf. aloe, rebarbora) a vyuzivaji se

jako laxativa [10].

o)

Obrazek 1: Struktura antrachinonu

Molekulova hmotnost (g/mol) 208,21
Sumarni vzorec C14Hs0O2
Odstin Zluty
CAS Number 84-65-1 [20]
Bod tani (°C) 286 °C
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1.2.2.2. Aminoantrachinonové koloranty
Vychozi surovinou pro vyrobu antrachinonych kolorantt je 1-aminoantrachinon (1-AA). Muze
byt vyrabén nitraci antrachinonu a naslednou redukci vzniklého 1-nitroantrachinonu sulfidem

sodnym, dal$im zpﬁsobem V}'froby 1-AA je postup pies 1-sulfoantrachinon (obrazek 3), ktera je ale

ptipraven Indantron (Plgment Blue 60) [3].

o O3y
nitrace
> + derivaty
NO,"
O
o) NH,
redukce
O
Na,S
@]
(|3H
O 0=8= 0 NH,
sulfonace
20% oleum
Hg**
0 O

Obrazek 2: Vyroba 1-aminoantrachinonu

Do této skupiny pigmentt patii také antrachinonové azo pigmenty, Které se pfipravuji diazotaci
1-aminoantrachinonu [3] a antrachinonové pigmenty pfipravené Ullmanovou kondenzaci, mimo
jiné i cerveny pigment P.R.177, ktery je charakterizovan z analytického a toxikologického hlediska

dale v diplomové préci.
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1.2.2.3. Hydroxyantrachinonové koloranty
Purpurin neboli 1,2,4-trihydroxyantrachinon (obrazek 3) je pevna krystalicka latka, Zluto -
Cervené barvy. Krystaly tvofi jehlice, které maji oranzové zbarveni, zluté zbarveni se objevi, pokud
je purpurin rozpustén ve vrouci vodé¢ s alkaliemi, naopak Cervené zabarveni je typické po
rozpusténi v ethanolu. K oddéleni od alizarinu se vyuZzivd rozpustnost purpurinu ve vroucim
roztoku siranu hlinitého, ze kterého se vysrazi kyselinou. Purpurin se vyuziva jako barvivo pro

bavinu [11,12].

@ oH
‘O E
o  OH

Obrdzek 3: Struktura purpurinu

Molekulova hmotnost (g/mol) 256,29
Sumarni vzorec C14HsOs
Odstin Zluto-&erveny
CAS Number 81-54-9
Bod tani (°C) 259 °C

Alizarin neboli 1,2-dihydroxyantrachinon (obrazek 4) je vyrazné ¢ervené barvivo, které si diive
vyuzivalo k barveni textilii. Hlavni vyuziti alizarinu je v pigmentech do malifskych barev nebo
Vv biologickém pramyslu jako barvici ¢inidlo pro vapnik [13]. Barevnost alizarinu se méni
v zavislosti na pH. Pti pH 10 je roztok fialovy, pfi pH 7 je roztok Cerveny a pii pH 5 je roztok
oranzovy. Alizarin byl poprvé syntetizovan v roce 1868, kdy tato syntéza vyznamné nahradila

vyuzivani ptirodniho alizarinu, ktery se ziskaval z moteny barvitské [14].
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Obrazek 4: Struktura alizarinu

Molekulova hmotnost (g/mol) 240,21
Sumarni vzorec C14HgO4
Odstin Cerveny

CAS Number 72-48-0

Bod tani (°C) 279 °C

Chinizarin, neboli 1,4-dihydroxyantrachinon (obrazek 5) je oranzovo Cerveny prasek,
odvozeny od antrachinonu nahradou dvou vodikovych atomil za hydroxy skupiny. V pfirod¢ se
nachazi v kofenech moteny barvifské. Chinizarin je levné barvivo, které se vyuZziva k barveni
benzinu. Dalsi vyuZiti je jako meziprodukt pro syntézu barviv odvozenych od alizarinu. Nahrazeni

OH skupiny bromem poskytuje dalsi barviva [14].

Q9  OH

O OH

Obrazek 5: Struktura chinizarinu
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Molekulova hmotnost (g/mol) 240,21
Sumarni vzorec C14HsO4
Odstin Oranzovo-Cerveny
CAS Number 81-64-1
Bod tani (°C) 198 °C

Emodin neboli 6-methyl-1,3,8-trihydroxyantrachinon (obrazek 6) je latka vyskytujici se
v nékterych rostlindich a houbdch. Emodin omezuje plsobeni glukokortikoidi a také bylo

prokazano, ze emodin izolovany z rebarbory ma protirakovinné ucinky na urcité druhy rakoviny

[15, 16].

OH ©  oH

HsC OH
O
Obrazek 6: Struktura emodinu

Molekulova hmotnost (g/mol) 270,24
Sumadrni vzorec C15H1005

Odstin Zluty
CAS Number 518-82-1

Bod tani (°C) 256 °C

Kosenila neboli karmin (obrazek 7) je ptirodni ¢ervené barvivo, které se ziskava ze susenych
tél samicek Cervce nopdlového. Hlavnim barvivem, které samicky obsahuji je kyselina karminova.
Kyselina karminova je kapalina rozpustna ve vod¢. Barevny odstin roztoku zavisi na pH, pro pH 3
je oranzovy, pro pH 5,5 Cerveny a pro pH 7 purpurovy. Kyselinu karminovou najdeme také pod
oznacenim E120, kdy se vyuziva jako potravinaiské barvivo. Dalsi vyuziti E120 je ve

farmaceutickém, kosmetickém ¢i textilnim pramyslu. Kyselina karminovd miZze zplsobovat
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alergické reakce. Strukturni nazev kyseliny karminové. Pfijatelna denni davka v potravinach je 0

— 5 mg/kg télesné hmotnosti [17].

HO

Obrazek 7: Struktura kyseliny karminové

Molekulova hmotnost (g/mol) 492,39
Sumarni vzorec C22H20013
Odstin Oranzovy
CAS Number 1260-17-9

Bod tani (°C) 120 °C

1.3. Vyroba pigmentu v Synthesia, a.s.
1.3.1. Spole¢nost Synthesia, a.s.
Synthesia, a.s. je moderni chemicka firma se sidlem v Semtin¢, je soucasti koncernu Agrofert.
Spole¢nost uz 95 let tspésné dodava vyrobky kvalifikované chemie v riiznych odvétvich chemické
vyroby. Produkce spolecnosti je uréena jak pro domaci trh, tak i pro export na evropské trhy

a do zamofi, kam sméfuje vice nez tii tvrtiny vybory [18].
Spole¢nost je rozdélena do ¢tyt SBU (strategic business units):

e SBU Pigmenty a barviva

o Pigmenty — barveni plastii a vlaken, vyroba natérovych hmot, tiskovych barev
o Barviva—barveni a potisk textilnich materiald, dfeva

e SBU Organicka chemie

o Farmacie — jediny evropsky vyrobce vitaminu D2
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o Pesticidy — vyroba herbicidi
o Zékaznické syntézy — zalozené na fosgenaci, hydrogenaci a nitraci
o Polotovary — pro vyrobu kontrastnich latek

e SBU Energetika

o Energetika — vyroba a distribuce horké pary a tepla pro areal Synthesia a.s.

e SBU Nitrocelul6za

o Pramyslova nitrocelul6za — natérové hmoty a laky
o Energeticka nitroceluléza — stfelné prachy a primyslové trhaviny
o Anorganické kyseliny a soli — vyuziti v dal§im provozu Synthesie

o Oxyceluléza — chirurgické aplikace

Vyzkumu a vyvoji je ve spolecnosti Synthesia, a.s. vénovana velka pozornost. Vysoky inova¢ni
potencidl je disledkem vysokého poctu odbornikl z oblasti kvalifikované chemie. Nedilné misto
Vv oblasti inovace technickych a technologickych feseni v aplikované chemii zaujima spolecnost
Vyzkumny ustav organickych syntéz (VUOS), ktera je dcefinou spoleénosti firmy Sythesia, a.s.
[19].

1.3.2. Pigmenty vyrabéné spolecnosti Synthesia, a.s.
Spolec¢nost Synthesia, a.s. vyrabi vysoce jakostni organické pigmenty pro barveni plasti,
vlaken nebo pro vyrobu natérovych hmot. Na trh dodava klasické azopigmenty, ale i vysoce

jakostni HP (High Performance) pigmenty.

e Piiklady pigmentu vyrabénych pro tiskové barvy:

o Monoazo pigmenty: P.Y. 3, P.Y. 74
o Disazo kondenza¢ni pigmenty: P.Y. 93, P.Y. 95, P.R. 166, P.R. 242
o Benzimidazolonové pigmenty: P.Y. 181, P.R. 176
o Bisacetoacetarylidové pigmenty: P.Y. 155
e Priklady pigmenth vyrdbénych pro natérové hmoty:
o Monoazo pigmenty: P.Y. 1, P.Y.3,P.Y. 74
o Disazo kondenzac¢ni pigmenty: P.Y. 93, P.Y. 95, P.Y. 128, P.R. 166

o Isoindolinové pigmenty: P.Y. 139
o Benzimidazolonové pigmenty: P.Y. 151, P.Y. 154, P.O. 36
o Bisacetoacetarylidové pigmenty: P.Y. 155
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o P —naftolové pigmenty: P.R. 4
o Antrachinonové pigmenty: P.R. 177
e Priklady pigmentt vyrabénych pro plasty:
o Disazo kondenzaéni pigmenty: P.Y. 95, P.R. 166, P.R. 214

o Isoindolinové pigmenty: P.Y. 139
o Antrachinonové pigmenty: P.R. 177

e Ptiklady preparace:

o Vodou feditelné — pro natérové hmoty

o Masterbatch-pro plasty [20]

1.4. Ullmannova reakce

Ullmannova reakce byla poprvé popsana némeckym chemikem v roce 1901. Pti klasickém
uspofadani Ullmannovy reakce (obrazek 8) spolu reaguji 2 stejné molekuly arylhalogenidu za
piitomnosti médi [21]. Ullmannova reakce (oznaCovana také jako Ullmannova kondenzace ¢i
Ullmann coupling) je kondenzaéni reakci. Mezi molekulami arylhalogenidu vznika vazba C-C a
dochazi k odsStépeni piislusného halogenidu médného. Nejvyssi reaktivitu poskytuji jod —
a bromderivaty, nejméné reaktivni jsou chlorované aromaty, fluorované aromaty reaktivitu
nevykazuji. Pro piivodni Ullmannovu reakci je potifebna vysoka teplota (100-360 °C), respektive

pouziti vysokovroucich organickych rozpoustédlech [22].

Nov¢jsi postupy Ullmannovy reakce vyuzivaji dalsi kovy jako nikl nebo paladium

a umoziuji provadét reakci za podstatné mirnéjSich podminek, v¢etné heterokondenzaci [2].

Ullmannova reakce se také vyuziva pii vyrob¢ organickych pigmentti. Nékteré priklady

takto vyrabénych pigmentl jsou uvedeny v tabulce 1.

R
2 X 4+ 2 Cu —» @ Q + 2 CuX
R

Obrazek 8: Obecné schéma Ullmanovy reakce
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Tabulka 1: Piiklady pigmentl vyrabénych Ullmannovou reakci (podle [23])

Pokracovani tabulky 1 na strané 27

28
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Vzorec Sumarni
Nazev Cl Pouziti
vzorec
I
“ Jiz se
Orange 40 O CsoHuO, | 59700 | nevyrdbi.
Pro
natérové
Red 177 CosH1sN204 65300 hmoty,
barveni
olefinu.
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1.5. Pigment Red 177

Pigment Red 177 (obrazek 9) patii do skupiny antrachinonovych pigmenti. Systematicky
nazev je 4,4°-diamino-1,1‘-diantrachinon, zkracené P.R. 177. Difrakéni analyza tohoto pigmentu
ukazala, ze dva antrachinonové celky jsou pootoceny o 75°. Toto optimalni prostorové uspotradani
umoziuje tvorbu intermolekularni vodikové vazby [3]. Zakladni fyzikalni vlastnosti uvadi tabulka
2. P.R. 177 je vhodny pro barveni natérovych hmot, pro tiskové barvy, barveni plastia [24].
Vybarveni P.R.177 ve smési s TiO2 je ukazano na obrazku 10.

Tabulka 2: Vlastnosti P.R.177 [25]

Molekulova hmotnost (g/mol) 444,45

Sumarni vzorec C2sH16N204
Cislo CAS 4051-63-2

C.L Pigment Red 177
C.1 Cislo 56298

EU No. 223-754-4
Odstin modravé Cerveny
Hustota (g/cm?®) 1,488

pH 7-8

Tepelna stabilita (°C) 5 min 230

Bod tani (°C) 5 min 356-358

Obsah tekavych latek pti 105 °C (%) max. 2,5
Chemicka tiida Antrachinon
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Obrazek 9: Struktura pigmentu P.R.177

TiO, 1:1 TiO5 1:10

Obrazek 10: Vybarveni P.R.177 ve smési s TiO2 [24]

1.5.1. Vyroba P.R. 177 ve spole¢nosti Synthesia, a.s.
15.1.1. Princip vyroby
4,4¢-diamino-1,1¢-diantrachinon lze =ziskat reakci sodné soli 1-amino-4-bromo-
2- anthrachinonsulfonové kyseliny (BAK) s kovovou médi nebo oxidem médi ve vodném, slabé
kyselém prostiedi, kdy reakce probihd za zvySené teploty. Izolaci meziproduktu disodné soli
4,4°- diamin-1,1°- diantrachinon-3,3‘- disulfonové kyseliny (DADADSK) a desulfonaci
Vv prostiedi zfedéné kyseliny sirové ziskame finalni pigment. Schéma vyroby P.R.177 je na obrazku
11. Po ukonceni syntézy dochazi k izolaci pigmentu z reak¢ni smési a jeho ¢isténi. Dale dochazi

ke zpracovani odpadnich kalti obsahujicich bromid méd’ny [26].
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NH, O NH
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Obrazek 11: Schéma vyroby P.R.177
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1.5.1.2. Syntéza DADADSK
Pii syntéze meziproduktu DADADSK Ullmanovou kondenzaci ze sodné soli 1-amino-
4- bromo-2-anthrachinon-2-sulfonové kyseliny vznikaji vedle DADADSK dalsi vedlejsi produkty:
sodna sal 1-aminoantrachinon-2-sulfonova kyselina (ASK) a sodna sal 1-amino-
4- hydroxyantrachinon-2-sulfonova kyselina (AHASK). ASK je produktem dehalogenace, kdy se
odstépuje HBr. AHASK vznika nukleofilni ndhradou bromu v BAK za hydroxylovou skupinu
(obrazek 12) [27].

NH; SO,Na
O‘O .
+ 2 CuBr
H+
(BAK)
NH, O
(DADADSK)
NH
> SO,Na
- HBr
(ASK)
NH2 SO.Na
— *
(AHASK)

Obrazek 12: Reakce BAK za vzniku DADADSK, ASK, AHASK
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1.6. Chromatografie
Chromatografie je analyticka separa¢ni metoda vhodna pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
smeési. Jedna se o fyzikalné — chemickou separacni techniku vyuzivajici déleni slozek smési mezi
dvé vzajemné nemisitelné faze, fazi staciondrni a mobilni. Stacionarni faze je nepohybliva, mobilni
faze je pohybliva, postupuje loZem staciondrni faze. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi
mobilni a stacionarni fazi, pfi¢emz Cas, ktery analyt stravi v jedné ¢i druhé fazi zavisi na jeho afinité

ke kazdé z nich. Zakladni princip separace je uveden na obrazku 13.

Cilem separace je identifikace a stanoveni obsahu jedné nebo vice slozek vzorku, nebo zvyseni

koncentrace jedné slozky vzorku vzhledem k ostatnim pro ziskani ¢isté slozky.

mobilni faze

vzorek A
D{,g! 'ED%
Ty
& & v =1-
2ogel oo slozka B

o9 slozka A

Vl! detekce

Obrazek 13: Chromatograficky proces, popis distribuce slozek [28]

Dalsim hlediskem pfi d€leni chromatografickych technik muze byt jejich uspofadani. Z tohoto
pohledu lze hovofit o chromatografii v ploSném uspofddani (papirovd a tenkovrstva
chromatografie), o chromatografii v kolonovém uspoiadani (sloupec stacionarni faze je uvnitf
kolony) a o kapilarni chromatografii, kdy staciondrni faze je zakotvena na vnitinim povrchu

kapilarni kolony.

Dle velikosti separovaného vzorku mizeme hovofit o chromatografii v analytickém méfitku,

kdy je separovdno malé mnozstvi vzorku a nedochazi k ptetizeni separacniho systému (linedrni
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oblast sorpéni izotermy) a o preparativni chromatografii vyuzivané pro separaci, respektive

ptrecistovani vétsiho mnozstvi vzorku [29,30].

1.6.1. Rozdéleni chromatografickych technik
V tabulce 3 je uvedeno zakladni rozdéleni chromatografickych technik podle povahy mobilni

a stacionarni faze.

Tabulka 3: Rozdéleni chromatografickych technik podle fazovych systémti [28,29]

Mobilni faze Stacionarni faze Nazev
[ tuhd faze adsorpcni
Plynova chromatografie Plyn kapalina rozdilovaci
Kapalinova chromatografie kapalina tuha f_aze adscv)rpcnlr
kapalina rozdélovaci
Superkritika ﬂu.ldm nadkriticka tekutina tuha faze superkriticka fluidni
chromatografie
1.6.2. Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii dochazi k rozdélovéani latek mezi stacionarni fdzi umisténou
Vv kolon€ a mobilni fazi, kterd je kapalna. V soucasnosti je vlastni staciondrni faze nejCastéji
navazana na vhodny nosi¢ (silikagel, oxid hlinity, organicky polymer ¢i uhlik) [31,32]. Podle
polarity stacionarni a pouzité mobilni faze 1ze nejCastéji pouzivané separacni systémy v kapalinové

chromatografii rozdélit na:

e Systémy s normalnimi fazemi (NP)
V tomto piipad¢ je staciondrni faze vysoce polarni (Cisty silikagel, polarni chemicky vdzané
staciondrni fadze) a mobilni faze je méné€ polarni (nepolarni uhlovodik + polarni organické

rozpoustédlo). Pievazujicim mechanismem separace je adsorpce.

e Systémy s obracenymi fazemi (RP)
Staciondrni faze je nepolarni povahy (nej¢astéji se jednéd o chemicky navézané dlouhé alifatické

fetézce — C18 ¢i C8 —na vhodnou matrici — silikagel) a mobilni faze je naopak smési vody a s vodou
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misitelného poldrniho organického rozpoustédla. Prevazujicim mechanismem separace je

rozdélovani mezi dvé nemisitelné faze [33].

e HILIC chromatografie

Jednd se o chromatografii hydrofilnich interakci na polarnich sorbentech v prostfedi vodné —
organické mobilni faze. Tato technika kombinuje principy NP a RP kapalinové chromatografie, je
vhodna na polarni latky rozpustné ve vodé. Separacni poradi latek v HILIC chromatografii je
opacné ve srovnani se separacemi v systémech s obracenymi fazemi. Jako sorbenty se vyuzivaji
polarni chemicky véazané stacionarni fiaze a mobilni fidze je nejCastéji smés acetonitrilu

¢i methanolu s vodou (obsah vody do 40 %) s ptidavkem vhodného pufru [32].

Vedle téchto nejéastéji pouzivanych separa¢nich systémti mohou byt k separacim vyuzity i
mechanismy iontové vymeény (ionto — vyménné chromatografie) ¢i sitovy efekt (gelova permeacni

chromatografie) [34].

Podle casové zmény sloZeni mobilni faze rozliSujeme eluci gradientovou ¢i izokratickou. Pii
izokratické eluci je sloZzeni mobilni faze po celou dobu separace konstantni. Vyhodou izokratické
eluce je stabilni zékladni linie chromatogramu, ale nevyhodou je rozmyvani pikd pozdé&ji se
elujicich latek. Pokud se slozeni mobilni faze béhem separace méni, jedna se o gradientovou eluci.
Vyhodou pouziti gradientu elu¢ni sily mobilni faze je urychleni eluce silné se zadrzujicich slozek
Vv koloné. Piky takto separovanych latek jsou vlivem samozaostiujiciho efektu uzsi a ostiejsi nez
V nékterych piipadech muize dochazet k driftu zakladni linie chromatogramu vlivem zmény

slozeni mobilni faze [28,32].

1.6.2.1. Instrumentace HPLC
Kapalinovy chromatograf se sklada ze ¢ty zakladnich ¢asti: cerpadlo, davkovaé vzorku,

kolona se stacionarni fazi a detektor (obrazek 14).

Vysokotlaké ¢erpadlo ¢erpd mobilni fazi celym systémem kapalinového chromatografu.
Vzhledem k zna¢nému hydrodynamickému odporu kolony, ktera je plnéna Casticemi stacionarni

faze o malém pruméru, musi byt cerpadlo pro analytickou kapalinovou chromatografii schopné

36



dodavat pratok 0,1 — 10 ml pii pracovnim tlaku az do 100 MPa. Soucasn¢ je vyzadovana minimalni
fluktuace a dobrd reprodukovatelnost nastaveného pratoku. Tyto naroky spliuji vysokotlaka

pistova Cerpadla s dvéma Cerpacimi hlavami s malym pracovnim objemem.

Déavkovac vzorki musi umoziovat vneseni analyzovanych latek do systému bez preruseni
toku mobilni faze. Nejcastéji se k tomu vyuziva Sesticestny davkovaci ventil s manuadlnim

ovladanim nebo je tento ventil soucasti pocitacove fizeného autosampleru.

Kolona je trubice vyrobena z vhodného inertniho materialu (nerez, titan, specialni plasty)
a opatfend koncovymi koncovkami pro jeji zapojeni do systému. Jeji konstrukce musi odolavat
pracovnim tlakiim dosahovanym v systému. V soucasnosti se délka kolony pro analytickou HPLC
pohybuje od 30 do 150 (250) mm, jeji vnitini primér byva 2 az 4,6 mm. Kolona je naplnéna
stacionarni fazi, b&zny primér Eastic stacionarni faze je od 1,7 do 3 (5) um. Castice stacionarni

faze mohou byt plné porézni ¢i povrchové porézni [31,32].

K detekci v kapalinové chromatografii lze vyuzit riznych fyzikalné¢ — chemickych principt.

Nejcastéji pouzivané typy detektort jsou:

Sbér a vyhodnoceni
dat

HPLC kolona

Mobilni faze | Odpad/sbér frakci

Obrazek 14: Schéma kapalinového chromatografu [35]

37



Detektory HPLC

e Fotometricky detektor pracujici v UV/VIS oblasti zafeni
- odezva je detektoru je dand absorpci zafeni analyzovanou latkou proti Cisté mobilni
fazi.
- Mozno pracovat pfi fixni ¢i monochromatorem nastavitelné vinové délce.
- Nejcast&ji pouzivany typ detektoru
- Specialnim ptipadem tohoto detektoru je detektor s diodovym polem (obrazek 15),
ktery umoziuje kontinudlni snimani celych UV/VIS spekter (Ci jejich casti) eluatu

vychazejiciho z kolony. Tento typ detektoru miize napomoci s identifikaci nezndmych

latek [36]
Diode Array Detector
: : Grating
Acernmatlc BT Dgtll.'f[al
- i Flow Cell T
/g..}.. T | . . ,
== Halmium
YIS Lamp UY Larmip Filter ,

Obrdzek 15: Schéma detektoru s diodovym polem [37]

¢ Fluorimetricky detektor
- Mefi pfirozenou fluorescenci analyzovanych latek, respektive fluorescenci
fluoreskujicich separovanych derivatl ptipravenych z analyzovanych latek

- Vysoce citlivy, vysoce selektivni

e Refraktometricky detektor

- Meéii rozdil index lomu ¢istého eluatu a eludtu s analyzovanou latkou
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- Univerzélni, avS§ak malo citlivy ve srovnéni s ostatnimi detektory

- Nevhodny pro pouziti s gradientovou eluci

e Elektrochemicky detektor
- pro elektrochemicky aktivni latky
- m¢éfi se proud mezi pracovni (polarizovatelnou) a pomocnou elektrodou v zavislosti na
vloZzeném napéti

- vysoce selektivni

e Vodivostni detektor
- vhodny pouze pro detekci iontovych latek
- méfi elektrickou vodivost eluatu mezi 2 elektrodami, které jsou umisténé v detekéni

pratokové cele

e Hmotnostni detektor
- hmotnostni spektrometr zapojeny online s kapalinovym chromatografem
- identifikace latek ve slozitych smésich, uréeni struktury neznamych latek
- vsoucCasné¢ dob¢ jiz vyfeSeno robustni spojeni kapalinového chromatografu a
hmotnostniho spektrometru pro rizné zplsoby ionizace

- moznost selektivni i univerzalni detekce [28,32]

1.6.2.2. Vyhodnoceni dat
Casovym zaznamem odezvy detektoru je chromatogram (obrazek 16). Kvalitativni veli¢inou
analyzované latky je jeji retencni Cas tr (i jeji retencni objem VRr). Retencni Cas je ¢as mezi
okamzikem nastiiku a ¢asem maxima piku. Mrtvy Cas tm (¢i mrtvy objem V) charakterizuje
vlastnosti separa¢ni kolony. Kvantitativni charakteristikou je velikost plochy pod pikem dané latky
[28].
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Obrazek 16: Vyhodnoceni chromatografu [28]

1.7. Sublimace
Sublimace je Cistici metoda, kterd vyuziva piimy piechod krystalické latky z pevného
skupenstvi na skupenstvi plynné. Pti zpétné kondenzaci par vznika Cista krystalicka latka, ktera je
zbavena necistot a pfimé&si. Velkou vyhodou této metody je, ze pii sublimaci neni dosaZeno teploty
tani a tlak nasycené pary sublimujici latky je v rovnovaze s tlakem okoli pii nizsi teploté, nez je

teplota tani. Vyuziti sublimace je vedle vyuziti v analytické chemii i v tiskafskych technikach. [38]

1.8. Amesiuv test mutagenity

Amesiv test je zakladni test pro hodnoceni genotoxickych (mutagennich) ucinki

chemickych latek. Tento test byl poprvé popsan v roce 1971 Brucem Amesem [39].

18.1. Princip testu
Principem Amesova testu je detekce bodové reverzni mutace geneticky modifikované
bakterie. Pro testovani se pouzivaji kmeny bakterie Salmonella typhimurium, his-, ktera nese
mutace v genech tcastnicich se syntézy aminokyseliny histidinu. Neschopnost kmenu Salmonella
typhimurium syntetizovat histidin je zptisobena mutaci v histidinovém operonu, kdy mutované

kmeny nemaji schopnost syntetizovat histidin, a proto vyzaduji jeho externi zdroj v médiu. Pti
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testovani se sleduje schopnost dané latky zpiisobit reverzni mutaci a obnovit riist bakterie v médiu

bez histidinu.

Nekteré latky nejsou mutagenni samy o sobé, ale mutagenni jsou az jejich metabolity, proto
se pro stimulaci metabolismu ptidava homogenat z krysich jater. Kultivace bakterii se provadi na
agaru s malym mnozstvim histidinu, ktery nastartuje riist bakterii. Po spotfebovani histidinu, ktery
schopny autonomni syntézy histidinu. Po 48 hodinach se stanovi mutagenni potencial latky na
zakladé poctu pozorovanych revertujicich kolonii. Za podminek testu je pocet samovolné
revertujicich kolonii je pro kazdy kmen konstantni. Pro indikatorovy kmen Salmonella
typhimurium, his- TA 98 je ofekavany pocet spontannich revertant 20-50, pro kmen Salmonella
typhimurium, his- TA 100 je ocekavany pocet spontannich revertant 100-200. Specifita DNA
sekvenci jednotlivych kment je vypsana v tabulce 4[40,41,42].

Tabulka 4: Specifita DNA sekvenci jednotlivych kmenti

Kmen Typ mutace Detail zmény
TA100 transice AT—GC CTC, CCC

TA98 posunova mutace -1 -C-G-C-G-

TA97 posunova mutace +4 opal
TA102 transverze GC—AT ochre
TA1535 transice AT—GC CTC, CCC
TA1537 posunova +1 -C-C-C-
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Schéma provedeni Amesova testu mutagenity je znazornéno na obrazku 17.

\'-\."\‘\ ////
O Ratliver
Experimental N ¥ extract Experimental plate
Sample 1%’ B e \_ o
=Tt N V% N
o P - ’/ '
Suspected - S N /) z \ /
mutagen \E-:_':':——- = ifuiecon §I.’I_‘jj ‘—_""--../-‘//
T Media lacking histidine
Cultures of Colonies of
histidine-dependent revertant
Salmonella bacteria
Control //
(No Suspected | &
Mutagen , — Rat liver
Added) cth extract
.1? =] o et SR 2)
} = = o
\\\\ o Incubation o
— Control plate
Obrazek 17: Amesiv test mutagenity [43]
1.8.2. Genotoxicita antrachinonovych barviv

Mutace je dédicna zména genotypu, kterd miize byt indukovana ¢i spontanni. Spontanni mutace
jsou zpusobeny chybou v replika¢nim ¢i repara¢nim mechanismu DNA. Indukované mutace jsou

uméle vyvolané G¢inkem uréitého mutagenu [44].

Antrachinony byly studovany pro jejich inhibi¢ni ucinek na proliferaci malignich —
rakovinovych bunkéach vajeniku, prsu, prostaty, tlustého stfeva a pankreatu. Antrachinony
izolované zrojoku barvifského (Morinda elliptica) mezi které patii naptiklad 3-hydroxy-
1- methoxyanthrachinon-2-aldehyd, 1,3-dihydroxy-9,10-dioxoantracen-2-karbaldehyd, rubiadin
(1,3-dihydroxy-2-methyl-9,10-anthrachinon) nebo 1,3-dihydroxy-2-methoxymethylantrachinon
vykazovaly silnou cytotoxicitu vici bunikach karcinomu prsu a leukémie [45]. Naopak emodin
vykazuje anti-mutagenni G¢inek pro buiiky karcinomu tlustého stfeva. Mezi dal$i protinadorové
antrachinony patii aloe-emodin (obrazek 18) ptitomny v listech Aloe vera, ktery vyrazné inhibuje
rist bunék karcinomu kize a leukémie [45]. Chryzofanol (1,8-dihydroxy-3-methylantrachinon)

a rhein (1,8-dihydroxy-3-karboxyl-9,10-antrachinon) jsou dal$imi protinadorovymi latkami z fad

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223-Hydroxy-1-methoxyanthraquinone-2-aldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%202948%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223-Hydroxy-1-methoxyanthraquinone-2-aldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%202948%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-dihydroxy-9%2C10-dioxoanthracene-2-carbaldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20160712%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-dihydroxy-2-methyl-9%2C10-anthraquinone%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20124062%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-Dihydroxy-2-methoxymethylanthraquinone%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20149782%5BStandardizedCID%5D

antrachinonii. Jejich mechanismus plisobeni spociva v inhibici poskozené DNA, které je

zprostiedkovana benzo-pyrenem v bunééné hepatomové linii [46].

Hlavnimi metabolity antrachinonu jsou 1-hydroxyantrachinon a 2-hydroxyantrachinon. Tyto
dv¢ slouCeniny byly testovany na genotoxicitu pomoci Ames testu na kmeni Salmonella
typhimurium TA 98 a kmeni Salmonella typhimurium TA100. 1- hydroxyantrachinon je dle studie
negativni, avSak pfi opakovaném podéani 1 % 1- hydroxyantrachinonu byly zjiStény tumory jater,
zaludku a tlustého stieva u potkand. 2- hydroxyantrachinon v Amesové testu pozitivni pro dva
kmeny Salmonelly s metabolickou aktivaci. Pro kmen Salmonella typhimurium TA 98 je Ames test
pro 2-hydroxyantrachinon pozitivni, zatimco pro kmen Salmonella typhimurium TA 100 je test
pozitivni pouze po metabolické aktivaci. Ze studie bylo potvrzeno, ze obé testované slouceniny

potiebuji metabolickou aktivaci, aby byly vysledky testu na genotoxicitu pozitivni [47].

Mezi dalsi antrachinonové koloranty, které byly testovany na genotoxicitu patii metabolity
emodinu, v-hydroxyemodin a 2-hydroxyemodin. 2-hydroxyemodin je mutagenem pro kmen
Salmonelly typhimurium TA1537. V mikronukleonovém testu na mysich bunkach L5178Y ma
2- hydroxyemodin daleko vy$$i hodnoty mikronuklearni frekvence neZ emodin, zatimco
V- hydroxyemodin mé hodnoty niz$i. Studie prokazala, ze hladina cytochrom P450 zavisi na
biotransformaci emodinu a to muze vést k bioaktivaci ¢i detoxikaci. 2-hydroxyemodin podléha

bioaktivaéni reakci, ale u v-hydroxyemodinu se jedna o jeho detoxikaci [48,49].

Antrachinonové barvivo Disperze Blue 3 (DB 3) je mutagenni na kmenech salmonely TA98 1
pro niz§i koncentrace po metabolické aktivaci. Vyrazna mutace DB3 je popsana pro kmen
Salmonelly typhimurium YG1041 a YG1042, kdy je zvySeni az 17-ti nasobné. Remazol Briliant
Blue R (RBBR) je mutagenni na kmenech Salmonelly typhimurium TA 98 a TA 100, kdy
mutagenita roste linearné s koncentraci. RBBR je méné mutagenni nez DB 3, kdy pocet
revertujicich kolonii je dvojnasobny. Kmeny Salmonelly typhimurium TA 100 a YG1042 ukazuji

detekci substituovanych mutaci a kmeny TA 98 a YG1041 ukazuji na posunové mutace [50].
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Obrazek 18: Struktura aloe emodinu

Dulezitou roli v inhibici ristu sav¢ich nadorovych buné€k hraje pocet hydroxylovych skupin
na antrachinonovém jadfe. Antrachinony se dvéma nebo tfemi hydroxy — skupinami byly G¢inné;si
nez antrachinony bez hydroxylovych skupin. Antrachinony se dvéma meta-hydroxylovymi

skupinami vykazuji silnou cytotoxicitu proti karcinomu prsu a leukémii [44].
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2. Experimentalni cast

2.1. Seznam chemikalii

Chemikalie Cistota Vyrobce
Acetonitril pro HPLC Fisher Scientifics
Dimethylformamid pro HPLC Lach-Ner, s.r.o.
Dioxan Pro HPLC J.T.Baker
Dimethylsulfoxid Pro HPLC Avantor
Methanol pro HPLC Fisher Scientifics
Tetrahydrofuran pro HPLC Lach-Ner, s.r.o.
Octan amonny p.a. Lach-Ner, s.r.o.
1-AA 97 % Sigma Aldrich

ASK ve formé sodné soli

Cistota ovéfena
dodavatelem

Synthesia, a.s.

AHASK ve formé sodné soli

Cistota ovéfena
dodavatelem

Synthesia, a.s.

BAK ve formé sodné soli

Cistota ovéfena
dodavatelem

Synthesia, a.s.

DADADSK ve formé
disodné soli

Cistota ovéfena
dodavatelem

Synthesia, a.s.

AHAQ

96 %

Alfa Aesar
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2.2.  Seznam pouZitych pristroji

Typ pristroje Nazev pristroje Vyrobce
Analytické vahy AE 200 Mettler Toledo
Hmotnostni spektrometr Qtrap 4500 AB Sciex
Kapalinovy chromatograf Infinity 1260 Agilent
Odstredivka E-18 K Sigma
Odstredivka EBA 200 Hetttrick Zentrifugen
pH-metr 340i WTW
Ultrazvukova lazen RK 103 H Bandelin
Sublimac¢ni aparatura Dye sublimation unit CreaPhys GmbH
DSU 303

2.3. Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity

Pouzity kapalinovy chromatograf (obrazek 19) byl sestaven z téchto jednotlivych ¢asti:

éerpadlo

- Dvojice sérioveé zapojenych pisti s plynule proménnym zdvihem a aktivnim vstupnim
ventilem, kompenzace stlacitelnosti kapaliny
- Nastavitelny pratok do 10 ml/min pii maximalnim tlaku 60 MPa

- Moznost tvorby nizkotlakého gradientu az ze 4 slozek
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Autosampler

- Kapacita az 100 uzaviratelnych nadobek na vzorek o objemu 1,8 ml

- Rozsah davkovanych objema 0,1-100 ul

% Agilent Technologies

e

Obrazek 19: Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity

Kolonovy termostat

- Umoznuje nastaveni konstantni teploty od 10-80 °C
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Detektor

- detektor s diodového polem a rozsahem vinovych délek od 190-950 nm

- MozZnost soucasného zaznamu analyzy az pii 8 vlnovych délkach véetné zaznamu 3 D
spekter

- Pocet diod: 1024, rozliSeni: 0,74 nm

2.4. Podminky analyzy extraktu kapalinovou chromatografii
- Kolona: Kinetex C18 5um, 100 A, 150 x 4,6 mm (Phenomenex)
- Pratok: Iml/min
- Nasttik: Spl
- Mobilni faze: octan amonny
- Detekce UV: 254 nm

- Teplota laboratorni

Optimalizované podminky gradientové eluce:
Slozka A: 1 g/l octan amonny ve vodé

Slozka B: Acetonitril

Casovy priibéh gradientu:
Cas [min] Slozka A [%] Slozka B [%]
0 75 25
20 20 80
22 0 100
22,1 75 25
30 75 25

2.5. Analyza s vyuzitim hmotnostniho spektrometru
2.5.1. Podminky analyzy s pFimym vstupem vzorku
- zaznam spekter s linearni iontovou pasti v rezimu Enhanced MS, pozitiv/negativ,
skenovaci rychlost 10000 Da/s, rozsah m/z 50-1000, podminky na zdroji Curtain Gas 30
psi, Gas 1 — 50 psi, Gas 2 — 60 psi, teplota 350 °C, ion spray voltage 4500/-4500 V,
declustering potential 70/-70 V, entrance potential 10/-10 V, collision energy 10/-10 V
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- Pro dva nejintenzivngjsi signaly v kazdém spektru (pozitiv/negativ) v rozsahu m/z
200- 800 jejichz intenzita ptekrocila 1E+5 byla nasledné provedena MS/MS analyza
s kolizni energii 30/-30 V

2.5.2. HPLC analyza
- Kinetex C18 2,6 um, 100 x 3.0 mm
- Pritok 0,28 ml/min,
- Mobilni faze: acetonitril/ octan amonny 12mM,
- Prutok 0,28 ml/min,
- Teplota 40 °C,
- Nastiik: 1 pl vzorku
- Detekce UV: 254 nm

Optimalizované podminky gradientové eluce:

Slozka A: 12mM octan amonny

Slozka B: Acetonitril

Casovy pribéh gradientu:

Cas [min] Slozka A [%] Slozka B [%]
0 75 25
20 20 80
22 0 100
22,1 75 25
30 75 25

2.6. Podminky analyzy pigmentu sublimaci
- Ttizonovy vyhfev — nastaveni teplot T1 = 320 °C, T2 =250 °C, T3 = 150 °C
- Vakuum 10-5 — 10-6 mbar

- Na obrazku 20 je ukazana pouzita sublimacni aparatura
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Obrazek 20: Sublimacni aparatura

2.7. Syntéza DADADSK
V 500 ml destila¢ni bafice bylo smichdno 25 g BAK a 75 ml destilované vody. Za stalého
michani na elektromagnetickém michadle byla suspenze vyhiata na 80 °C a poté pii této teploté
udrzovéna po dobu 1 hodiny. Déle byla suspenze dohtata na 98 °C a upraveno pH= 2,8 pomoci
kyseliny sirové. Po Gpravé pH byl pfidana praskova méd’, destilovana voda, kyselina sirova a smes
vyhtata na 95°C. Vznikla smés byla pfi této teploté udrzovana 30 minut. Po ukonceni kondenzace

byl odebran vzorek a analyzovan pomoci HPLC.

Po kondenzaci byla suspenze v 2000 ml kadince doplnéna na objem 1200 ml a dohfata na
teplotu 98 °C. Pfi této teploté byla zfiltrovana ptes pfedehiatou Biichnerovu nalevku a promyta
100 ml horké vody. Kleraty byly pfevedeny do kadinky o objemu 2000 ml a doplnény objem 1500
ml. Za michani byla suspenze vyhiata na 80 °C a bylo upraveno pH na hodnotu 2,75. Déle bylo
provedeno vysoleni pii 80 °C 30 g NaCl.

Dale bylo v kadince o objemu 2000ml vyhiato na 80 °C 500 ml vody. Do vyhtaté vody byla
vnesena pasta DADADSK, ktera byla zhomogenizovana a bylo upraveno pH na 7,9 zfedénym
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NaOH. Nasledné byly vneseny 2 g kiemeliny a 4 g karborafinu. Tato suspenze byla michana pfi
95-98 °C po dobu 1 hodiny. Po zhomogenizovani byla provedena klerace pii 98 °C, bez promyti
kolace. Kleraty byly pirevedeny do 2000 ml kadinky a doplnény na V=1500 ml. Poté bylo za stalého
michani na elektrickém michadle upraveno pH na 2,75. Po tpravé pH byla suspenze za stalého
michani vyhtata na 80 °C a pfi této teploté bylo provedeno vysoleni 30 g NaCl. Suspenze byla za
stalého michani samovolné ochlazena na 60 °C a poté opét vyhtata na 80 °C. Dale byla suspenze
za stalého michéni samovoln¢ chlazena a byla provedena kontrola tplnosti vysoleni (kapkou na
filtracnim papiru). Po vyhovujicim vysoleni byla suspenze filtrovana pies Blichnerovu nalevku
a poté byl filtracni kola¢ promyt roztokem NaCl (15 g NaCl + 900 ml H20). ziskand pasta byla

ususena pii 160 °C a podrobena analyze na HPLC.

Do 500 ml destila¢ni batiky byla navazena vodna pasta DADADSK (33,6 g). K pasté bylo
ptilito 8,1 ml H20 a 115 ml 98 % H>SO4. Pasta s kyselinou byla fadné promichéana a nasledovalo
postupné vyhtati na 171 °C. Na této teploté se smés drzela 2 hodiny. Po této teploté byl odebran
vzorek smési. Dale byla provedena tenkovrstva chromatografie — soustava: 4 ml octanu
ethylnatého, 1,5 ml ethanolu a 1 ml ¢pavku. Chromatogram se posuzuje za mokra, vyhovujici musi

byt Cisty bez ptitomnosti vychozi DADADSK.

Po vyhovujici desulfonaci se smés ochladila na 135 °C a nasledné vysraZela do destilované
vody pod vakuem na laboratornim srazedle. Vysrazena smés se nafilmovala a promyla roztokem
Na:HCO3 (4 g NaHCOz do 200 ml H20) a horkou vodou do neutralni reakce na kongo papirek.
Ziskana pasta se zvazila a usuSila do druhého dne v laboratorni susarn¢ vyhtaté na 100 °C. UsuSeny

pigment byl umlety na laboratornim mlynku a vyhodnocen.

Pasta z desulfonace se vnesla za michani do 500 ml sulfonacni banky, kde bylo piedlozeno 300
ml destilované vody. Po homogenizaci bylo upraveno pH na hodnotu 9-11. po ustaleni pH
se piidalo 40 ml H202 1:3 a zacalo se vyhtivat na 80 °C. na této teploté se reakéni smés drzela 2
hodiny. Nasledné se smés zfiltrovala pfes Blichnerovu nélevku a promyla destilovanou vodou.

Pasta se ususila v laboratorni suSarné vyhiaté na 100 °C.
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2.8. Priprava kalibra¢nich standardu
1-aminoantrachinon (1-AA)

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0091 g 1-aminoantrachinonu. Navazka byla
pfevedena do 250 ml odmérné barky a byl pfidén roztok dimethylsulfoxidu. Barika byla vlozena
do ultrazvukové lazn€ na 5 minut a poté doplnéna roztokem rozpoustédla po rysku. Dale bylo
Z banky odpipetovano 0,1; 1,08; 2,04; 2,53 a 3,01 ml roztoku do 10 ml ban¢k a baiky byly
doplnény po rysku roztokem DMSO. Poté byla ¢ast pievedena do nadobek pro autosampler HPLC.

1-amino-2-hydroxyantrachinon (AHAQ)

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0035 g 1-amino-2-hydroxyantrachinon. Navazka
byla pievedena do 250 ml odmérné baiky a byl pfidan roztok dimethylsulfoxidu. Banka byla
vlozena do ultrazvukové 1azné na 5 minut a poté doplnéna roztokem rozpoustédla po rysku. Dale
bylo z banky odpipetovano 0,1; 0,59; 1,08; 1,56 a 2,04 ml roztoku do 10 ml ban¢k a barnky byly
doplnény po rysku roztokem DMSO. Poté byla ¢ast pievedena do nadobek pro autosampler HPLC.

Sodna siil 1-amino-4-hydroxyantrachinon-2-sulfonové kyseliny (AHASK)

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0055g sodné soli 1-amino-4-hydroxyantrachinon-
2-sulfonové kyseliny. NavaZzka byla pfevedena do 50 ml odmérné baiiky a byl pfidan roztok
dimethylsulfoxidu. Barka byla vloZena do ultrazvukové 14zné na 5 minut a poté doplnéna roztokem
rozpoustédla po rysku. Dale bylo z banky odpipetovano 0,05; 0,100; 0,150; 0,200 a 0,300 ml
roztoku do 10 ml ban€k a banky byly doplnény po rysku roztokem DMSO. Poté byla ¢ast

ptrevedena do nadobek pro autosampler HPLC.
Sodna siil 1-amino-4-bromo-2-anthrachinonsulfonové kyseliny (BAK)

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0028 g sodné soli 1-amino-4-bromo-2-
anthrachinon-2-sulfonové kyseliny. Navazka byla pfevedena do 50 ml odmérné banky a byl pfidan
roztok dimethylsulfoxidu. Barka byla vlozena do ultrazvukové 1azn€ na 5 minut a poté doplnéna
roztokem rozpoustédla po rysku. Dale bylo z banky odpipetovano 0,2; 2,56; 5,1; 7,56 a 10 ml
roztoku do 10 ml ban¢k a banky byly doplnény po rysku roztokem DMSO. Poté byla Cast

prevedena do nadobek pro autosampler HPLC.
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Sodna sil 1-aminoantrachinon-2-sulfonové kyseliny (AHASK)

Na analytickych vahach bylo navéazeno 0,0043 g sodné soli 1l-aminoantrachinon-2-
sulfonova kyseliny. Navazka byla ptevedena do 50 ml odmérné baiky a byl pfidan roztok
dimethylsulfoxidu. Barika byla vlozena do ultrazvukové 1azn€ na 5 minut a poté doplnéna roztokem
rozpoustédla po rysku. Dale bylo z banky odpipetovano 0,05; 0,100; 0,150; 0,200 a 0,300 ml
roztoku do 10 ml ban€k a banky byly doplnény po rysku roztokem DMSO. Poté byla cast

prevedena do nadobek pro autosampler HPLC.
Disodna sil 4,4¢-diamin-1,1¢-diantrachinon-3,3¢-disulfonové kyseliny (DADADSK)

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0041 g disodné soli 4,4‘-diamin-
1,1¢- diantrachinon-3,3¢-disulfonové kyseliny. Navazka byla pfevedena do 50 ml odmérné banky
a byl ptidan roztok dimethylsulfoxidu. Banka byla vlozena do ultrazvukové 1azné€ na 5 minut a poté
doplnéna roztokem rozpoustédla po rysku. Déle bylo z batiky odpipetovano 0,05; 0,500; 1,200;
2,100 a 4,080 ml roztoku do 10 ml ban¢k a banky byly doplnény po rysku roztokem DMSO. Poté

byla ¢ast prevedena do nadobek pro autosampler HPLC.

2.9. Analyzované vzorky
Pro potieby diplomové prace poskytla spolecnost Synthesia, a.s. pro méteni tii vzorky
pigmentu P.R. 177. Vzorky jsou oznaceny jako A, B, C a pochazeji z procesu vyroby. Ve vSech

trech piipadech se nejedna o vzorky urcené pro komercni tcely.

Vsechny vzorky jsou sloZzenim Cerveny sypky prasek, bez zapachu (obrazek 21).

Obrazek 21: VVzorky pigmentu P.R. 177
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2.9.1. Obecny postup pripravy vzorku k analyze

Do plastovych zkumavek o objemu 12 ml byl na analytickych vahach navazen 1 g vzorku

pigmentu P.R. 177. Ke vzorku bylo ptfiddno vhodného rozpoustédlo a vzorek byl vlozen do

ultrazvukové lazn¢ vyhiaté na danou teplotu po urCitou dobu. Poté byl vzorek doplnén

rozpoustédlem na objem 10 ml a vloZen do odstfedivky, kde byl odstied’ovan 5 minut pii 5000

otackach za minutu. Po odstfedéni byl supernatan prefiltrovan do sklenénych nadobek pro HPLC.

K filtrovani byly pouzity 0,2 um stiikackové filtry vhodné pro dané rozpoustédlo.

2.10. Amesuv test

2.10.1. Piiprava vzorki a médii pro Amesiv test

Minimalni glukosové médium (tuha puda):

Zasobni roztoky:

Roztok A: 30 g Noble agaru + 1000 ml destilované vody, pH 6,8 - 7,2

Roztok B: 798 ml destilované vody

Roztok C: 10 % glukosa (100 ml)

Roztok D: 20 % MgSOs - 7H20 (2 ml)

Roztok E: VB soli

105,0 g K2HPO4

45,0 g KH2POq4 Doplnéno destilovanou vodou na
10,0 g (NH4)2S04 objem 500 ml

5,50 pentahydrat citronanu sodného

Roztoky A—E byly sterilizovany autoklavem 121 °C, 0,1 MPa, 20 minut

Priprava misek

K roztoku B sterilné pfidano 100 ml roztoku C, 2 ml roztoku D a 100 ml roztoku E, poté

smichano s roztokem A, poté rozlito na misky.
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TOP Agar

30 Noble agar }
2,59 NaCl Doplnéno destilovanou vodou (pH 6,8-7,2) na objem 500 ml

Sterilizace byla provedena autoklavem 121 °C, 0,1 MPa, 20 minut

Minimalni roztok histidinu a biotinu (His/Bio min)

L-histidin x HCI 9,6 mg / 100 ml destilované vody
D-biotin 12,36 mg / 100 ml destilované vody

Sterilizace byla provedena autokldvem

0.2M fosfatovy pufr (pH 7.4 + 0.2)

15,6 g NaH2PO4- 2H20 / 100 ml destilované vody

35,8 g Na2HPO4- 12H,0 / 100 ml destilované vody

Roztoky byly smichany: 19 ml roztoku NaH2PO4- 2H>0 a 81 ml roztoku NazHPO4- 12H>0.
Uprava roztoku na hodnotu pH 7,4 + 0,2 byla provedena roztokem Na;HPO. Sterilizace

byla provedena autoklavem. Roztok byl uchovavan pti 4°C.

S9 smés pro metabolickou aktivaci

S9 smés obsahuje jaterni homogenat z potkana kmene Wistar o obsahu proteini

26,20 mg/ml a byl ziskan z laboratofe Vyzkumného ustavu organickych syntéz a.s., Centrum

ekologie, toxikologie a analytiky, Pardubice. Byl uchovavan pfi teploté -80°C.

Roztok kofaktoru na 10 ml S9 smési (mnoZstvi postacujici pro 20 misek)

30,64 mg NADP

15,20 mg glukosa-6-fosfat

0,20 ml roztok MgCl,/KCI

(61,5 g KCl a 40,7 g MgCl2 x 6H20 do 500 ml deionizované vody, autoklavovat)
5,0 ml fosfatovy pufr (pH 7,4)

4,61 ml sterilni destilovana voda

0,19 ml jaterni homogenat

Pfipravenou smés je nutno uchovavat na ledu v lednici.
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Roztoky antibiotik

zasobni roztok ampicilinu 2,5 mg/1 ml destilované vody

- Sterilizace byla provedena pomoci mikrobialnich filtrti 0,2 pm.

Priprava vzorku a medii

Ze zasobnich roztokl byly pfipraveny 4 roztoky (navazenim 0,005 g do 1 ml DMSO,
vlozeny do ultrazvukové lazné¢ na 20 minut) od kazdé testované latky, podle potifebnych
koncentraci. Zasobni roztok byl fedén DMSO. Vsechny roztoky byly piipravovany pseudosterilng.
Dale byl ptipraven TOP agar s minimalnim mnozstvim histidinu a biotinu, se kterym byl smichan

v poméru 9:1 (TOP agar: Histidin/Biotin).

Priprava kmenu Salmonella typhimurium his-

Do 10 ml Noble media v 50 ml zkumavce bylo zaockovano 30 pl testovaného kmene
a pridano 100 p zésobniho roztoku ampicilinu pro TA kmeny. Poté nédsledovala kultivace pies noc
pii 37 °C. Narostla kultura byla odstfedéna (4 °C, 10 minut, 5000 rpm) a peleta byla
resuspendovana v 5 ml fyziologického roztoku, poté byla nafedéna fyziologickym roztokem na

ODsg0= 0,4.

2.10.2. Provedeni méreni
Vzorky byly testovany na kmenech Salmonella typhimurium his- TA 98 a TA 100. Test
byl proveden bez i s metabolickou aktivaci.

Ve vodni lazni vyhtaté na 50 °C byly umistény zkumavky s 2 ml TOP agaru s His/Bio min
(9:1), 0,1 ml nafedéného kmene Salmonella typhimurium his-, 0,1 ml testovaného vzorku a 0,5 ml

fosfatového pufru (pH 7,2) pro méfeni bez aktivace nebo 0,1 ml S9 smési pro méfeni s aktivaci.

Po promichéani byla zkumavka vylita na Petriho misku s pevnym glukosovym médiem.
Negativni kontrola byla provedena bez pfidani vzorku. Pozitivni kontrola (tabulka 5) obsahovala
misto testovaného vzorku 100 pul mutagenu. Po zatuhnuti agaru byly misky kultivovany v zadvésu
pii 37 °C, 78 hodin, ve tmé¢. Po kultivaci byl spocitan pocet revertujicich kolonii pomoci spocitan

rucné.
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Tabulka 5: Mutageny pouzité pro pozitivni kontrolu

Indikatorovy kmen

Bez metabolické aktivace

S metabolickou aktivaci

TA 98

daunomycin (1 pg/misku)

2- aminofluoren (5 pg/misku)

TA 100

azid sodny (3 pg/misku)

2- aminofluoren (5 pg/misku)
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

S ptihlédnutim k reakénimu mechanismu pro vyrobu pigmentu P.R.177, uvedeného
v kapitole 1.5.1. byly vytypovany nasledujici latky, které se v pigmentu mohou nachazet jako
necistoty. Jedna se o ASK, AHASK, BAK, DADADSK, 1-AA a AHAQ. Analyzou pigmentu
pomoci dosud pouzivanym postupem ve spoleCnosti Synthesia, a.s. (navdzeni 1 g pigmentu
a doplnéni do10 ml DMSO, vloZeni na 20 minut do ultrazvukové lazn¢ pii laboratorni teploté,
odstfedéni 5 minut pii 5000 otackach a prefiltrovani pomoci stiikackovych filtrG do sklenénych
nadobek) byla potvrzena ptitomnost téchto necistot ve vzorcich ¢erveného pigmentu 177. Protoze
bylo zjisténo, Ze dosud pouzivana metoda neposkytuje dostacujici tidaje o kvantitativnim obsahu
necistot v pigmentu, bylo cilem prace optimalizovat podminky pro pfipravu vzorku pigmentu
k analyze s dirazem na maximalni vytéznost extrakéniho postupu. Dale bylo nutné se zabyvat
genotoxickymi vlastnostmi uvedenych necistot v pigmentu, nebot’ jejich pfitomnost ma vliv na

toxikologické hodnoceni pigmentu.

3.1. Kalibra¢ni méreni

Podle postupu uvedeného v kapitole 2.8. byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky znamych
necistot, které pokryvaly ptfedpoklddany rozsah obsahu necistot podle ptfedbéZznych orientacnich
analyz vzorku pigmentu. Z dat naméfenych pomoci HPLC byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti
(zé&vislost ploch pikii na koncentraci danych latek) a tyto zavislosti byly proloZeny linearni regresni
kiivkou. Déle byly vypocitany meze detekce a meze kvantifikace. S vyuZitim analyzy rozptylu
byly vypocitany meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé standardy necistot. Souhrnné
jsou tyto parametry uvedeny v tabulce 6. Odpovidajici kalibra¢ni pfimky jsou na obrazcich 22-27.
V tabulce la-le v ptiloze jsou uvedena kalibraéni data pro kazdou z analyzovanych necistot.

Analyza kazdého standardu byla opakovana ttikrat.
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Obrazek 22: Kalibra¢ni pfimka sodné soli 1-aminoantrachinon-2-sulfonové kyseliny (ASK)
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Obrazek 23: Kalibra¢ni piimka disodné soli 4,4°-diamin-1,1‘-diantrachinon-3,3‘-disulfonové kyseliny
(DADADSK)
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Obrazek 24: Kalibra¢ni piimka sodné soli 1-amino-4-hydroxyantrachinon-2-sulfonové kyseliny
(AHASK)
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Obrazek 25: Kalibra¢ni pfimka sodné soli 1-amino-4-bromo-2-antrachinon-2-sulfonové kyseliny (BAK)
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Obrazek 26: Kalibra¢ni pfimka 1-aminoantrachinonu (1-AA)
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Obrazek 27: Kalibra¢ni piimka 1-amino-2-hydroxyantrachinonu (AHAQ)
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Tabulka 6: Mez detekce a mez kvantifikace

Standard Kon;::;:';race Rovnice regrese [nl;g;l?g] [rlr;;;I?g 1
ASK 0,086 y= 16056x - 0,3154; R?= 0,999 0,195 0,650
DADADSK 0,082 y=25678x + 1,0011; R?>= 1 0,192 0,641
AHASK 0,110 y= 18045x + 2,4493; R?= 0,9995 0,087 0,290
BAK 0,056 y= 18664x + 2,0535; R?= 0,9994 0,073 0,243
1-AA 0,034 y=24290x + 1,74; R?>= 0,9998 0,364 0,167
AHAQ 0,014 y=19459x - 0,7211; R?>= 1 0,050 0,167

Na obrazku 28 je ukazka analyzy smési kalibracnich standardti sulfonovanych latek

obsahujicich 0,086 g/l ASK, 0,082g/I| DADADSK, 0,011 g/l AHASK a 0,056 g/l BAK.

Analyza kalibra¢nich standardd nesulfonovanych latek je uvedena na obrazku 29 (0,036 g/l
1-AA a 0,014 g/l AHAQ). Na zaznamu analyz nejsou krom¢& hlavnich pikt analyzovanych standarda
a minoritnich pika pfislusejicich pouzitému DMSO (r= 1,4, 1,6, 4,1 a 5,1 minuty), lze tedy

povazovat pouZzité standardy necistot za dostatecné Cisté.

4004 DADAI::;K 2
3501 > “aHASK
300 | o=

ASK }
—, 250
| i
vy dc L _
T T T T T T T T T T T T T T
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100+ R
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K
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=], 434

Obrazek 28: Chromatogram kalibra¢niho roztoku sulfonovanych necistot obsahujici 0,086 g/l ASK,
0,082g/ DADADSK, 0,011 g/l AHASK a 0,056 g/l BAK

- Podminky analyzy jsou uvedeny v Kapitole 2.4
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Obrazek 29: Chromatogram kalibra¢niho roztoku nesulfonovanych necistot obsahujici 0,036 g/l
1-AA a 0,014 g/l AHAQ

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4

3.2. Optimalizace extrakce necistot z pigmentu P.R.177

3.2.1. Vybér vhodného rozpoustédla pro extrakci

Vybér vhodného rozpoustédla je hlavnim parametrem pro G¢innou extrakci. Rozpoustédlo by
nem¢lo reagovat s necistotami ani s Matrici pigmentu a mélo by zaroven vyextrahovat co nejvice
necistot. Pro extrakci necistot z pigmentu bylo vybrano 5 rozpoustédel: acetonitril, tetrahydrofuran,
dioxan, dimethylformamid a dimethylsulfoxid.

Pro extrakci byl pouzit postup piipravy vzorku uvedeny v kapitole 2.8.1. Vybér rozpoustédel

byl testovan na vzorku A, kde bylo o¢ekdvano nejveétsi mnozstvi necistot.

Extrakce acetonitrilem

Po extrakci a piefiltrovani se stiikackovym filtrem byl filtrat nartzovély. Na obrazku 30 je HPLC
zaznam extrakce necistot uvedenym rozpousStédlem. Ze zdznamu je patrné, Ze pouZitim
acetonitrilu, bylo vyextrahovano 7 necistot, coZ je vyrazné men$i mnoZzstvi nez pii extrakcich

provadénych podle dosavadni metodiky spolecnosti Synthesia, a.s.
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Obrdazek 30: Extrakce vzorku A acetonitrilem

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4,

Extrakce tetrahydrofuranem

Po extrakei a prefiltrovani se stiikatkovym filtrem byl filtrat narzovéely. Z HPLC zaznamu je vidét
14 necistot vyextrahovanych pouzitim tetrahydrofuranu (obrazek 31), coz je vice nez pii pouziti
acetonitrilu, ale stale méné nez pti extrakcich provadénych podle dosavadni metodiky spole¢nosti

Synthesia, a.s.
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Obrazek 31: Extrakce vzorku A tetrahydrofuranem

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.
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Extrakce dioxanem

Po extrakci a piefiltrovani se stiikackovym filtrem byl filtrat nartzovély. Z HPLC zdznamu

je vidét, ze pouzitim dioxanu bylo vyextrahovano 17 neéistot (obrazek 32). Mnozstvi necistot je

zhruba srovnatelné jako pii extrakci tetrahydrofuranem.
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Obrazek 32: Extrakce vzorku A dioxanem

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.

Extrakce dimethylformamidem

Po extrakci a prefiltrovani byl filtrdt rizovy. Pomoci dimethylformamidu bylo

vyextrahovano 29 necistot, coZ je vyrazné vétsi pocet nez pii pouZziti acetonitrilu, tetrahydrofuranu

¢i dioxanu (obrazek 33). Zaroven je z odezvy na zaznamu vidét, Ze mnozstvi jednotlivych

vyextrahovanych necistot bylo podstatné vétSi nez u dosud testovanych rozpoustédel. Pocet

vyextrahovanych necistot je porovnatelny s dosud pouzivanym postupem ve spole¢nosti Synthesia,

a.s.
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Obrazek 33: Extrakce vzorku A dimethylformamidem

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.

Extrakce dimethylsulfoxidem

Po extrakci a prefiltrovani byl filtrat rizovy. Pomoci dimethysulfoxidu bylo vyextrahovano
27 necistot, coze je vé&tsi pocet nez pii pouziti acetonitrilu, tetrahydrofuranu ¢i dioxanu
a porovnatelny s extrakci dimethylformamidem (obrazek 34). Ze zaznamu analyzy vyplyva, ze
pomoci dimethylsulfoxidu bylo vyextrahovano porovnatelné mnozstvi necistot jako s pouzitim
dimethylformamidu. Vzhledem Kk naslednému testovani vzorkli na genotoxicitu, pii které
se pouziva jako rozpoustédlo dimethylsulfoxid, byl dimethylsulfoxid vybran jako nejvhodné&;jsi

rozpoustédlo pro nasledné experimenty.
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Obrazek 34: Extrakce vzorku A dimethylsulfoxidem

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.
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3.2.2. Vliv doby extrakce v ultrazvukové lazni na vytéZek

Dals§im parametrem, ktery byl optimalizovan, byla doba extrakce vzorku v ultrazvukové lazni.
Vzorek ptipraveny v DMSO byl extrahovan 10, 20, 30, 45 a 60 minut v ultrazvukové lazni pii
laboratorni teploté, nasledné odstfedén, piefiltrovan a analyzovan HPLC dle postupu uvedeného
v kapitole 2.8.1. Vliv doby extrakce byl testovan na v§ech tiech analyzovanych vzorcich pigmentu.

Vysledky pfepocitané na mg vyextrahovanych necistot vztazené 1 kg pigmentu jsou uvedeny
v tabulkach 7-9. Z nich lze pozorovat, ze trend vzristajiciho vytézku v zavislosti na prodluzovani
doby extrakce neni pfili§ patrny, nejvétsi vliv ma doba extrakce na vytézek AHASK u vzorku B

a 1-AA uvzorkl A a C. Proto byla vybrana pro dalsi experimenty doba extrakce 60 minut.

Tabulka 7: Hmotnostni obsah necistot ve vzorku A extrahovaném s ruznou dobu v ultrazvukové 14zni

Extrakce 10 minut 20 minut 30 minut 45 minut 60 minut
ASK 17,8 16,4 16,8 16,8 17,2 15,2 15,8 19,4 19,3 18,7
DADADSK 58,3 54,2 54,7 54,2 54,3 46,5 47,6 58,7 57,4 54,6
AHASK 130,9 126,7 1254 122,7 128,0 110,6 116,7 @ 140,7 1439 135,7

1-AA 31,6 32,4 32,4 32,2 35,9 33,6 38,6 37,3 56,9 43,7

Tabulka 8: Hmotnostni obsah neéistot ve vzorku B extrahovaném s riznou dobu v ultrazvukové 14zni

Extrakce 10 minut 20 minut 30 minut 45 minut 60 minut
ASK 14,7 17,8 14,4 15,6 12,8 15,0 13,0 16,1 16,88 15,8
DADADSK 57,7 71,1 56,5 61,9 48,7 58,1 49,7 61,6 61,74 59,3
AHASK 368,1 446,7 358,33 3929 3189 3754 3242 3994 414,72 396,6

1-AA 21,5 25,3 20,0 21,1 20,6 22,6 22,0 23,7 24,28 25,3
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Tabulka 9: Hmotnostni obsah necistot ve vzorku C extrahovaném s riznou dobu v ultrazvukové 1azni

Extrakce 10 minut 20 minut 30 minut 45 minut 60 minut
ASK 20,7 20,9 21,0 19,6 21,3 20,5 22,4 20,4 20,3 19,7
DADADSK  126,6 127,9 129,0 119,5 128,8 124,6 130,7 120,12 116,0 118,44
AHASK 230,0 238,2  232,3 2203 2364 2330 250,0 228,8 @ 226,0 226,5

1-AA 45,1 47,3 43,8 45,2 48,5 48,0 52,6 51,6 54,7 44,8

3.2.3. Vliv teploty ultrazvukové lazné na extrakci

Ttetim optimalizovanym parametrem byla teplota ultrazvukové lazné. Teplota extrakce byla
nastavena na 20 °C, 40 °C, 60 °C a 80 °C. Pro vybér optimalni teploty byly pouzity vSechny 3
vzorky, které byly piipraveny dle postupu v kapitole 2.9.1.,, s DMSO jako extrakénim
rozpoustédlem. Doba extrakce byla vzorku v ultrazvukové lazni byla 60 minut.

Vysledky extrakei pfi rizné teploté jsou uvedeny v tabulkach 10-12. Z nich vyplyva, ze
nejvyssi extrakéni vytézek pro vSechny necistoty byl pii 80 °C. Nejvétsi vliv teploty na vytézek

extrakce byl pozorovan u AHASK a 1-AA.

Tabulka 10: Hmotnostni obsah necistot ve vzorku A vyextrahovaném s riznou teplotou ultrazvukové 1azné

Extrakce 20 °C 40 °C 60 °C 80 °C
ASK 16,8 16,6 16,8 16,0 16,4 16,0 17,8 17,5
DADADSK 50,7 51,2 50,7 44,9 50,6 50,9 49,1 48,4

AHASK 110,9 113,5 110,9 105,8 106,7 106,6 1211 121,7
1-AA 32,8 34,6 32,8 49,2 45,5 21,7 64,3 65,4

AHAQ - - - 6,6 - - 8,1 7,65
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Tabulka 11: Hmotnostni obsah necistot ve vzorku B vyextrahovaném s riznou teplotou ultrazvukové 1azné

Extrakce 20 °C 40 °C 60 °C 80 °C
ASK 13,89 14,7 15,29 15,27 13,87 13,5 16,99 16,4
DADADSK 52,35 56,6 56,94 56,94 50,37 48,5 55,56 49,7
AHASK 342,64 368,7 376,39 380,27 334,54 332,9 423,71 413,1

1-AA 21,28 22,3 25,69 28,24 12,89 14,7 53,89 49,2

Tabulka 12: Hmotnostni obsah necistot ve vzorku C vyextrahovaném s rtiznou teplotou ultrazvukové lazné

Extrakce 20 °C 40 °C 60 °C 80 °C
ASK 19,9 19,5 22,7 21,1 19,9 18,3 22,3 22,3
DADADSK 117,8 117,6 128,8 123,6 110,5 103,8 117,8 118,5
AHASK 224 225 252,8 238,9 217,5 202,1 250 252,7

1-AA 50,1 49,3 66,5 59,1 30,8 31,3 103 89,8

Z tabulek 7-12 vyplyva, ze nejvEtsi vliv teploty a doby extrakce na vytézek necistot u vSech
analyzovanych pigmenti je hlavné pro 1-AA a pro AHASK. Z nutnosti pouzit dlouhou dobu

extrakce a pfi vysoké teplote 1ze usuzovat na velice pevnou vazbu necistot ve struktute pigmentu.

3.2.4. Vliv navazky pigmentu na extrakci
Poslednim optimalizovanym parametrem byl vliv navazky pigmentu na vytézek extrakce.
Navazka byla zvolenana 0,59, 1 g, 1,59 a 2 g. VSechny tfi vzorky byly zpracovany extrakci 60
minut v ultrazvuku pfi teploté 80 °C. Pii filtrovani odstfedénych extrakti pies 0,2 um filtry urené
pro DMSO bylo zjisténo, Ze extrakt z navazky 2 g neni mozné piefiltrovat z divodu nedostatecného

odstedéni, kdy nedoSlo k oddéleni odstfedéného pigmentu a supernatantu a tim k okamzitému
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ucpani stiikackového filtru pfi ndsledné filtraci do nddobky pro autosampler. Navazku 1,5 g byla
na hranici zpracovatelnosti odstfedénim, proto byla jako optimalni navazka zvolen 1 g pigmentu.
Diivodem snahy pouZit co nejvétsi navazku pigmentu pro extrakci byla moznost snizeni detekéniho
limitu necistot v analyzovanych pigmentech. Pro navazku 1 g bylo ocekdvano vyextrahovani
zhruba dvojnasobného hmotnostniho obsahu znamych latek nez pro navazku 0,5 g. Toto bylo
splnéno pro latky obsahujici-SO3 skupinu, kde je dobfe patrny trend mezi vyextrahovanym
mnozstvim necistot a velikosti navazky. Pro latky ze skupiny nesulfonovanych antrachinont je vliv
navazky na vyextrahované mnozstvi téchto necistot maly, dokonce byl pozorovan pokles
vyextrahovaného mnozstvi ne€istot pii zvySené navazce pigmentu (tabulky 13-15). Tento jev mize

byt zptisoben obtiznou rozpustnosti v extrakénim rozpoustédle.

Tabulka 13: Koncentrace necistot v mg/kg pigmentu v zavislosti na velikosti zpracovavané navazky pro
vzorek A

Extrakce 0,5g 1g 15¢g
ASK 9,8 10,3 22,7 18,1 33,7 31,3
DADADSK 26,1 27,8 61,7 50,7 92,0 86,0
AHASK 62,6 68,6 148,8 119,3 222,2 207,0
1-AA 47,5 78,4 35,7 64,2 79,5 76,2
AHAQ 9,8 9,6 9,3 8,1 9,7 9,5
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Tabulka 14: Koncentrace neéistot v mg/kg pigmentu v zavislosti na velikosti zpracovavané navazky pro
vzorek B

Extrakce 0,5g 1g 15¢g
ASK 7,3 8,0 16,1 15,5 28,4 25,4
DADADSK 21,3 25,8 56,9 53,8 94,4 89,5
AHASK 181,9 198,4 406,4 3924 723,2 649,1
1-AA 181,9 70,3 406,4 43,6 723,2 35,9
AHAQ 8,9 8,9 - - - -

Tabulka 15: Koncentrace necistot v mg/kg pigmentu v zavislosti na velikosti zpracovavané navazky pro

vzorek C
Extrakce 0,5g 1g 15g
ASK - - 23,4 - - -
DADADSK 45,7 72,5 122,5 171,6 192,5 279,4
AHASK 104,4 72,6 264,5 154,3 390,6 246,2
1-AA 92,5 114,7 85,6 87,4 52,8 66,1
AHAQ 8,9 51 8,8 - - -
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3.2.5.

Extrakce vzorki za optimalizovanych podminek

Vzorky A, B, C byly extrahovany za optimalizovanych podminek — navazenim 1 g

pigmentu do 12 ml zkumavky, doplnénim do 10 ml DMSO, vlozeny na 60 minut do ultrazvukové

lazn¢ vyhtaté na 80 °C a poté odstiedény 5 minut pii 5000 otackach. Nasledné byly vzorky

prefiltrovany pies 0,2 um stiikackové filtry pro DMSO a analyzovany na HPLC. Chromatogramy

ziskanych extrakti jednotlivych vzorkt jsou na obrazcich 35-37.
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Obrazek 35: Analyza extraktu vzorku A ziskaného za optimalizovanych podminek extrakce

Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.
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Obrazek 36: Analyza extraktu vzorku B ziskaného za optimalizovanych podminek extrakce

Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.
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Obrazek 37: Analyza extraktu vzorku C ziskaného za optimalizovanych podminek extrakce

- Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4,

Pouzitim optimalizovanych podminek extrakce bylo pro vzorek A, bylo vyextrahovano 29
necistot, z toho 5 necistot (ASK, AHASK, DADADSK, 1-AA, AHAQ), pro které byly k dispozici
standardy a tudiz bylo mozné stanovit jejich mnozstvi v jednotlivych vzorcich. Pro vzorek B bylo
vyextrahovdno 15 necistot, Z nichz 5 lze kvantifikovat (ASK, AHASK, DADADSK, 1-AA,

AHAQ). Stejnym zptusobem bylo ve vzorku C nalezeno celkem 20 necistot, ztoho 5
kvantifikovatelnych.

Na chromatogramech extraktti ze vSech vzorkt se vyskytoval velice intenzivni pik v r=7,7
minut, kterému neodpovidala Zddnd znama necistota. Proto byly vzorky nésledné analyzovany
kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni detekci za ucelem identifikace dalSich
necistot. Experimentalni podminky téchto analyz jsou uvedeny v kapitole2.5. Interpretaci MS™
a MS spekter tohoto piku byla navrZzena struktura necistoty uvedena na obrazku 38. Protoze k této

latce nebyl k dispozici standard, proto nebylo mozné stanovit jeji mnozstvi ve vzorcich.
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Obrazek 38: Struktura DADASK

3.3. Vicenasobna extrakce necistot z pigmentu P.R.177

Vzhledem k oc¢ekavané nizké rozpustnosti nékterych necistot v extrakénich rozpoustédlech
byl ovéten vliv vicenasobné extrakce na velikost vytézku neéistot z pigmentu. Pro vicenasobnou
extrakci necistot z pigmentu byly pouzity dvé rozpoustédla — dimethylsulfoxid a tetrahydrofuran.
V piipadé extrakce pomoci DMSO byl optimalizovany postup extrakce necistot z pigmentu byl
upraven kvuli nedokonalému odstfedéni; bylo pouzito 17 000 otacek po dobu 22 minut. Timto
zpusobem byla extrakce kazdého vzorku provedena celkem tiikrat po sobé vzdy s novym podilem

extrak¢niho rozpoustédla a kazdy extrakt byl analyzovan samostatn¢.

Nalezend mnoZzstvi vyextrahovanych necistot vicenasobnou extrakci jednotlivych vzorkl
pomoci DMSO jsou uvedena v tabulkach 16-18 a na obrazcich 39-43. Z téchto experimenti
vyplyva, ze latky obsahujici sulfo skupinu se extrahuji DMSO z pigmentu velice snadno a nejvétsi
podil (vice nez 75 %) necistot je vyextrahovan jiz béhem prvni extrakce. Naopak malo polarni
necistoty (1-AA a AHAQ) jsou velice pevné navazany ve struktufe pigmentu (intramolekularni
vazby), a proto je kvantitativni vyextrahovani téchto necistot z pigmentu velice obtizné a jak je
vidét z odpovidajicich dat, ani po tfeti opakované extrakci nedochazi k poklesu vyextrahovaného
podilu necistot. Jednou z moznych pficin tohoto jevu muze byt velice pomala Kinetika extrakce

téchto necistot z diivodu jejich pevné vazby ve struktufe pigmentu.
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Vysledky vicenasobné extrakce tetrahydrofuranem jsou uvedeny v tabulkach 19-21 a na
obrazcich 44-46. Z nich vyplyva, ze tetrahydrofuranem byly vyextrahovany pouze necistoty 1-AA
a AHAQ, pfiCemZ trend zavislosti vyextrahovaného mnozstvi na poctu opakovani extrakce je
podobny jako v piipadé DMSO. Z dalSich necistot byla tetrahydrofuranem vyextrahovéna pouze
AHASK ze vzorku A. Ztoho vyplyva, ze tetrahydrofuran neni vhodnym extrakénim
rozpoustédlem pro latky obsahujici sulfoskupinu, coz je v souladu s experimenty provadénymi

v kapitole 3.2.1. pfi hledani nejlepsiho extrakéniho rozpoustédla.

Tabulka 16: Hmotnostni obsah necistot ziskany vicenasobnou extrakci vzorku A v DMSO

Extrakce DMSO 1.extrakce 2.extrakce 3.extrakce % l.extrakce %.2.extrakce % 3.extrake

ASK 18,9 4,9 - 79,4 20,6 -
DADADSK 50,1 9,1 2,5 81,1 14,8 4,1
AHASK 128,2 31,8 2,8 78,7 19,5 1,7
1-AA 74,4 101,1 102,7 26,7 36,3 36,9
AHAQ 8,6 12,4 14,0 24,6 35,4 39,9

Tabulka 17: Hmotnostni obsah necistot ziskany vicenasobnou extrakei vzorku B v DMSO

Extrakce DMSO 1.extrakce 2.extrakce 3.extrakce % l.extrakce %.2.extrakce % 3.extrakce

ASK 23,0 - - 100,00 - -
DADADSK 59,1 10,8 = 84,6 15,4 =
AHASK 417,0 88,9 12,4 80,4 17,2 2,4
1-AA 52,3 72,5 82,4 25,3 35,0 39,8
AHAQ 6,4 8,1 10,6 25,4 32,5 42,1
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Tabulka 18: Hmotnostni obsah necistot ziskany vicenasobnou extrakci vzorku C v DMSO

Extrakce DMSO 1.extrakce 2.extrakce 3.extrakce % l.extrakce %.2.extrakce % 3.extrakce

ASK 21,5 - - 100,00 - -
DADADSK 122,3 25,7 = 82,7 17,4 =
AHASK 240,2 54,9 6,6 79,6 18,2 2,2
1-AA 100,6 128,1 109,2 29,8 37,9 32,3
AHAQ 8,6 9,1 7,9 33,5 35,7 30,8
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Obrazek 39: Vyextrahované mnozstvi ASK pomoci vicenasobné extrakce v DMSO
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Obrazek 40: Vyextrahované mnozstvi DADADSK pomoci vicendsobné extrakce v DMSO
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Obrazek 41: Vyextrahované mnozstvi AHASK pomoci vicenasobné extrakce v DMSO
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Obrazek 42: Vyextrahované mnozstvi 1-AA pomoci vicenasobné extrakce v DMSO
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Tabulka 19: Hmotnostni obsah necistot ziskany vicenasobnou extrakci vzorku A v THF

Extrakce THF 1.extrakce 2.extrakce 3.extrakce % l.extrakce %.2.extrakce % 3.extrakce

AHASK 7,6 - - 100,0 - -
1-AA 45,7 43,2 38,3 35,9 34,0 30,1
AHAQ 10,9 10,6 9,3 35,5 34,4 30,1

Tabulka 20: Hmotnostni obsah necistot ziskany vicenasobnou extrakci vzorku B v THF

Extrakce THF 1.extrakce 2.extrakce 3.extrakce % l.extrakce %.2.extrakce % 3.extrakce

1-AA 26,8 22,6 19,4 39,0 32,9 28,2

Tabulka 21: Hmotnostni obsah necistot ziskany vicenasobnou extrakci vzorku C v THF

Extrakce THF 1.extrakce 2.extrakce 3.extrakce % l.extrakce %.2.extrakce % 3.extrakce
1-AA 63,3 58,8 51,6 36,5 33,9 29,7

AHAQ 9,2 9,4 8,2 34,4 35,1 30,5
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3.4. SUBLIMACE

Pro ptipravu ¢istého pigmentu bez necistot byla jako Cistici metoda pouzita sublimace. K ptecisténi
byl vybran vzorek B, ve kterém byl zjistén nejmensi obsah necistot. Podminky sublimace jsou
uvedeny v kapitole 2.6. Porovnani analyz extraktu necisténého pigmentu B a téhoz pigmentu po
piesublimovani je na obrazku 47, extrakce probihala za optimalizovanych podminek (1 g vzorku

do 10 ml DMSO, 60 minut v ultrazvukové lazni vyhiaté na 80 °C).

Na chromatogramu extraktu (obrazek 47 B) jsou vidét pouze piky s ret. ¢asy 1,4, 1,6 a 4,1
minuty, které odpovidaji extrakénimu rozpoustédlu a dale pik s r= 7,7 minut odpovidajici
DADASK a pik neznamé necistoty s ri= 15 minut. V porovnani s obsahem téchto necistot
S ptvodnim nepteciSténym pigmentem bylo zjiSténo, Ze v piecisténém pigmentu klesl obsah
zbytkové DADASK na 1,8 %, respektive obsah neznamé necistoty s r= 15 minut na 10,8 %

Z ptivodnich mnozstvi v nepfecist€éném pigmentu. Dalsi necistoty v piecisténém pigmentu nebyly

81



nalezeny. Z toho vyplyva moznost pouziti sublimacni techniky pro pfipravu ¢istého standardu

pigmentu
DAD1A Sig=254 4 Ref=360,100
350
AHASK d
. Il " 1 DADASK A
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Obrazek 47: Vliv sublimace na mnozstvi neistot v pigmentu
A: Analyza DMSO extraktu vzorku B pigmentu pted sublimaci
B: Analyza DMSO extraktu pfesublimovaného vzorku B pigmentu
Podminky extrakce: 1 g vzorku do 10 ml DMSO, 60 minut v ultrazvukové 1azni vyhtaté na
80 °C
Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.6.
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3.5. Vyhodnoceni Amesova testu

Mutagenita testovanych latek byla vyhodnocena Amesovym testem porovnanim poctu
reversnich mutantd indukovanych testovanou latkou a spontannich mutantd, kontrolou. ZvySeni
poctu revertant ukazuje na pritomnost mutagenniho u¢inku. K vyhodnoceni se pouziva vztahu Rti
/ Rc. Rii je prumérny pocet revertant pro jednotlivé koncentrace testované latky a Re je pramérny
pocet kolonii, které spontanné revertuji na kontrolnich miskach bez pfidaného mutagenu. Je-li
pomeér vyssi nez 2, jedna se o mutagenni latku. Vysledky vyhodnoceni Amesova testu jsou uvedeny

v tabulkach 22-25.

Tabulka 22: Vzorek AHASK testovany bez metabolické aktivace na kmeni TA 100

Bez metabolické aktivace, TA 100

AHASK
ng/plate 1 2 priamér Koeficient

500 44 46 45,0 1,8
250 51 47 49,0 1,9
50 55 41 48,0 1,9

5 60 61 60,5 2,4
PK 1200 1223 1211,5 47,5

DNK 24 27 25,5

Tabulka 23: Vzorek AHASK testovany s metabolickou aktivaci na kmeni TA 100

Metabolicka aktivace, TA 100

AHASK
ng/plate 1 2 priamér Koeficient

500 30 47 38,5 0,8
250 60 46 53,0 1,1
50 56 50 53,0 1,1

5 42 37 39,5 0,8
PK 1200 1223 12115 25,5

DNK 45 50 47,5
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Tabulka 24: Vzorek AHASK testovany bez metabolické aktivace na kmeni TA 98

Bez metabolické aktivace, TA 98

AHASK
ug/plate 1 2 3 pramér Koeficient
500 1 5 7 4,3 0,8
250 12 5 7 8,0 1,4
50 12 6 9 9,0 1,6
5 7 14 4 8,3 1,5
PK 1532 1223 1544 1433,0 252,9
DNK 6 6 5 5,7

Tabulka 25: Vzorek AHASK testovany s metabolickou aktivaci na kmeni TA 98

Metabolicka aktivace, TA 98

AHASK
ug/plate 1 2 3 pramér Koeficient
500 6 6 9 7,0 0,7
250 11 14 20 15,0 1,6
50 10 8 10 9,3 1,0
5 10 10 8 9,3 1,0
PK 1532 1223 1544 1433,0 148,2
DNK 9 8 12 9,7

Z naméfenych dat pro Amestv test bylo zjiSténo, ze zaddny z testovanych vzorkd neni

mutagenni pro kmen Salmonella typhimurium his- TA 98. Pro kmen Salmonella typhimurium his-

TA 100 byly pro vzorek AHASK detekovany hodnoty oscilujici kolem hodnoty 2 bez metabolické

aktivace, s metabolickou aktivaci na stejném kmeni mutagenita nebyla prokazana. Dalsi latky,

které vySly pfi testovani Amesovym testem jako mutagenni pro kmen Salmonella typhimurium his-

TA 100 byly 1-AA a ASK, kdy pomeér revertant byl na hranici hodnoty 2. Mutagenni vysledek byl
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stejné jako u vzorku AHASK pouze pro kmen TA 100. Testovani na kmeni TA 98 vyslo negativng.

Porovnani negativni a pozitivniho kontroly je na obrazcich 48 a 49.

Tabulka 26: Vysledky Ames testu

Vzorek TA 98 - TA98 + TA 100 - TA 100 +
ASK - - + )
AHASK - - + :
BAK - — - -
DADADSK - - - -
1-AA - - + -
AHAQ - - - -

V tabulce 26 jsou uvedeny vysledky pro vSechny vzorky testované Ames testem. Negativni

vysledek (nemutagenni) je oznacen -, pozitivni vysledky (mutagenni) jsou oznaceny +.

Obrazek 48: Revertanty Salmonella typhimurium his — TA100 pro vzorek DADADSK
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Obrazek 49: Revertanty Salmonelly tyhphimurium, his — TA 100, pozitivni kontrola
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4. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat extrakci necistot z pigmentu P.R.177. Na zakladé
reakéniho mechanismu byly vytypovany necistoty, které se ve vzorcich mohou vyskytovat
a pomoci HPLC byla pfitomnost téchto necistot potvrzena. Identifikované necistoty jsou sodna
sul 1-amino-4-hydroxyantrachinon-2-sulfonové kyseliny, sodna sul 1-aminoantrachinon-2-
sulfonové kyseliny, sodna sul 1-amino-4-bromo-2-antachinon-2-sulfonové kyseliny, disodna sul
4,4¢-diamin-1,1-diantrachinon-3,3‘-disulfonové kyseliny, sodna sul 4,4°-diamin-
1,1¢- diantrachinon-3,3¢-sulfonové kyseliny, 1-aminoantrachinon a 1-amino-2-
hydroxyantrachinon. Poté byly optimalizovany podminky extrakce vzorku (extrakéni
rozpoustédlo, teplota, doba extrakce a navazka pigmentu) S cilem vyextrahovani maximalniho
mnozstvi necistot z pigmentu. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo byl vybran dimethylsulfoxid
i vzhledem k jeho dal§imu vyuziti pii Amesov¢ testu mutagenity. Dale byla optimalizovana doba
extrakce vzorku v ultrazvukové lazni, kdy nejlepsi vysledky byly ziskany pro dobu extrakce 60
minut. Nasledné byla optimalizovana teplota extrakce, nejvyssich vytézku bylo dosazeno pti
teploté ultrazvukové 1azné 80 °C. Poslednim optimalizovanym parametrem byla velikost navazky
vzorku. Nejvétsi hmotnostni vytézek extrakce necistot byl pro navazku 1,5 g, ale tuto navazku bylo
velmi obtizné kvantitativné pievést do filtracni aparatury a dodrzet obecny postup piipravy vzorku,
proto byla jako optimalni zvolena navazka 1 g pigmentu. Pro vicenasobnou extrakci necistot
z pigmentu P.R.177 bylo nutné pouzit vyssi otacky odstfedivky a zvysit dobu extrakce; misto 5
minut pii 5000 otackach za minutu, byly vzorky odstfed’ovany s pouzitim u¢innéjsi odstiedivky 22
minut pii 5000 otackach. Ani vicenasobnou extrakci vzorkit DMSO se nepodafilo nesulfonované
necistoty kvantitativné vyextrahovat (1-AA a AHAQ), coz muze byt zpusobenou jejich pevnym
zabudovanim do struktury pigmentu. Hlavni podil sulfonovanych necistot (ptes 75%) se extrahuje
jiz pii prvni extrakei. Jako dal$i rozpoustédlo pro vicenasobnou extrakci necistot z pigmentu byl
vybran tetrahydrofuran. S pouzitim tetrahydrofuranu jako extrakéniho rozpoustédla pro
vicenasobnou extrakci se podafilo vyextrahovat pfevazné pouze nesulfonované necistoty, ASK

byla vyextrahovéana pouze u vzorku A pro 1.extrakei.
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S vyuzitim hmotnostni spektrometrie byla navrzena struktura dosud neidentifikované necistoty
pigmentu P.R.177, ktera se na chromatogramu eluuje s r+=7,7 minut. Jedna se o DADASK —
sodnou sul 4,4°-diamin-1,1‘-diantrachinon-sulfonové kyseliny. Necistota nebyla dosud izolovana

Vv dostatecném mnozstvi pro nasledny Amesuv test ke zjiSténi jeji mutagenity.

Pecisténim pigmentu pomoci sublimace doslo k zasadni redukci obsahu necistot v pigmentu.
V precisténém pigmentu byla pozorovana pouze neznama necistota s r:= 15,04 minut a DADASK,
jejich obsah ve srovnani s neptecisténych pigmentem pokles o ptiblizné 90 % v piipadé neznamé
necistoty a o 98 % v ptipadé DADASK. Ostatni necistoty pfitomné v ptivodnim vzorku nebyly

zjistény. Timto zpuisobem lze ptipravit vysoce €isty standard pigmentu.

V posledni ¢asti diplomové prace byly necistoty ASK, AHASK, BAK, DADADSK, 1-AA
a AHAQ podrobeny Amesové testu na zjisténi jejich mutagenity. Mutagenita necistot byla
testovana na kmenech Salmonelly typhimurium, his- TA 98 a TA 100. Pro kmen Salmonelly
typhimurium, his- TA 98 byly vSechny testované necCistoty nemutagenni, zatimco pro kmen TA
100 byly necistoty AHASK, 1-AA a ASK hodnoceny jako mutagenni. Nejvyssi hodnoty parametru
mutagenity byly pro AHASK, pro 1-AA a ASK byla mutagenita niz$i, a navic pouze v piipadé

nékterych koncentraci.

V diplomové praci se podafilo zoptimalizovat dosud pouzivanou metodu pro analyzu necistot
v pigmentu P.R.177 a touto metodou zjistit jejich obsah v dodanych vzorcich pigmentu. Dale byla
otestovana mutagenita identifikovanych necistot pomoci Amesova testu na kmenech Salmonelly
typhimurium,his- TA 98 a TA 100. Mutagenita vzorkd pigmenti je ve spolecnost Synthesia, a.s.
testovana pouze na kmeni Salmonelly typhimurium,his- TA 98, a proto by bylo vhodné pro budouci
posuzovani mutagenity redlnych vzorkli z vyroby testovani 1 na kmeni TA 100, protoze
Vv diplomové praci byla potvrzena mutagenita pouze pro tento kmen. Déle by bylo vhodné
K testovani mutagenity pouzit i pigment pfecistény sublimaci, pfipadné nové identifikovanou

nedistotu DADASK.
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Prilohy

Tabulka la:
ASK Vysledna koncentrace [mg/ml] 9 .
Plocha piku
1. 0,0004 6,3
2. 0,0009 13,9
3. 0,0013 20,1
4, 0,0017 27,9
5. 0,0026 40,8
Tabulka Ib:
DADADSK Vysledna koncentrace [mg/ml] @ Plocha piku
1. 0,0004 10,6
2. 0,0016 44,8
3. 0,0057 146,7
4. 0,0123 318
5. 0,0335 859,9
Tabulka Ic:
AHASK Vysledna koncentrace [mg/ml] @ Plocha piku
1. 0,0022 41,7
2. 0,0033 61,8
3. 0,0055 101,8
4. 0,0077 143,5
5. 0,0100 179,6
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Tabulka Id:

BAK Vysledna koncentrace [mg/ml] @ Plocha piku
1. 0,0011 22,7
2. 0,0017 33,6
3. 0,0028 53,9
4. 0,0039 76,4
5. 0,0050 95,4
Tabulka le:
1-AA Vysledna koncentrace [mg/ml] @ Plocha piku
1. 0,0036 10,4
2. 0,0039 50,0
3. 0,0074 182,4
4. 0,0092 227,3
5. 0,0110 266,1
Tabulka If:
AHAQ Vysledna koncentrace [mg/ml] @ Plocha piku
1. 0,0001 2,0
2. 0,0008 15,2
3. 0,0015 28,9
4, 0,0022 41,7
5. 0,0029 54,8
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