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ANOTACE

Diplomovéa prace je vénovana analyze porfyrinovych barvivy, v tomto ptipadé médnatych
komplexti chlorofyli a chlorofylinti, dvoudimenziondlni (dvourozmérnou) kapalinovou
chromatografii s fokusacni modulaci. V ramci teoretické Casti byla v prvni ¢asti zpracovana
reSerSe zabyvajici se obecné porfyriny — jejich strukturou, nazvoslovim, vlastnostmi, syntézou
(a moznymi derivaty), moznostmi stanoveni a jejich vyuzitim. Druhd cast se vénuje
dvoudimenzionalni kapalinové chromatografii, a to z hlediska moznych separacnich rezima
a modulaci. Experimentalni ¢ast zahrnuje optimalizaci jednorozmérné 1 dvourozmérné analyzy
kapalinovou chromatografii standardii sodné soli médnatého komplexu chlorofylinu

a Chlorinu e4 a €6.

KLICOVA SLOVA
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ANNOTATION

The thesis is devoted to the analysis of porphyrin dyes, in this case copper complexes
of chlorophylls and chlorophyllins, by two-dimensional liquid chromatography with focusing
modulation - ASM. In the first part of the theoretical part, porphyrins are reviewed in general -
their structure, nomenclature, properties, synthesis (and possible derivatives), possibilities
of determination and their applications. The second part is devoted to two-dimensional liquid
chromatography, in terms of possible separation modes and modulations. The experimental part
includes the optimization of one- and two-dimensional analysis by liquid chromatography

of sodium salt standards of the chlorophyllin-copper complex and Chlorin e4 and e6.
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UvoD

Meédnaté komplexy chlorofylt a chlorofylind patfi do skupiny organickych sloucenin, které
jsou oznacovany jako porfyriny. Zakladni skelet té€chto latek se nazyva porfin, jez je tvoien
¢tyfmi modifikovanymi pyrrolovymi podjednotkami. Jejich nazev byl odvozen z feckého slova
porphura, oznacujici fialovou barvu, jelikoz se jednd o intenzivné barevné slouceniny.
Mezi zakladni derivaty patii metaloporfyriny, tedy komplexy porfyrinii a kationtl kovi.
Do této skupiny patii napifiklad chlorofyl, jakozto jeden z nejrozSifenéjSich ptirodnich
pigmentl, bakteriochlorofyl, nachazejici se u anaerobni skupiné bakterii, ¢i syntetické
ftalocyaniny. Od objevu porfyrint bylo vyvinuto mnoho metod jejich separace a detekce, mimo
Jiné vyuZzivajici jejich charakteristické elektronické absorpéni vzory v UV/Vis oblasti spektra,
jako je Soretovo pasmo a Q (pod)pasma. Porfyriny jsou znamé piedev§im jako zelena
potravinaiska barviva E140 a E141, které jsou ziskavana primyslovou extrakci z ptirodnich
zdroji, jez jsou Casto soucasti bézné lidské stravy. Postupné se pifichazi na dal§i moznosti

vyuziti téchto sloucenin, a to naptiklad jako soucést senzorovych materiala.

V této diplomové praci byly sodné soli médnatych komplext chlorofylit a chlorofilini
analyzovany pomoci dvourozmérné kapalinové chromatografie s UV/Vis detekci.
Pro stanoveni parametrti separace, jako naptiklad zpozdéni gradientu, ti¢innost kolony ¢i pikova
kapacita kolony, byla analyzovéna testovaci smées alkylbenzenl s acetonem. Pro analyzy byl
zvolen mdd s reverzni mobilni fazi, a to ve slozeni redestilovana voda/acetonitril, pfipadné
redestilovana voda/methanol. Separace ve dvoudimenzionalnim moddu byla provedena
jak v klasickém modu, tak v modu s aktivni modulaci rozpoustédlem, tedy s fokusacni

modulaci.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Porfyriny

1.1.1 Struktura porfyrina

Porfyriny jsou definovany jako skupina hetero-makrocyklickych organickych sloucenin, jejichz
zékladni strukturu tvofi ¢tyfi modifikované pyrrolové podjednotky (Obrazek 1a), které jsou
propojené pies atomy uhliku pomoci methinovych (¢i methenylovych [1]) mustki

(=CH-) [1] [2] [3].

Zékladni, nesubstituovany porfyrinovy kruh se nazyva porfin (C20Hi4N4) (Obrazek 1b) —
pii pokojové teploté tvoii stabilni, pevnou, tmavé cervenou krystalickou latku, kterd
je rozpustna v nékterych polarnich rozpoustédlech, jako je pyridin a dioxan. Mimo jiné ji lze

zahiat az na 360 °C bez roztaveni [2] [3].

Pokud se rozstépi methinovy most mezi dvéma pyrrolovymi podjednotkami, vzniknou takzvané

biliny, tedy tetrapyrroly s otevienym fetézcem (Obrazek 1c) [2] [4]

a) b) 0) _
NH N
pyrrol bilin
porfin

Obrazek 1: a) pyrrolova podjednotka — pyrrol; b) cyklicky porfin; c) linedrni bilin
Z 22 konjugovanych m-elektroni v matetské porfyrinové struktuie se pouze 18 m-elektront
ucastni aromatického systému, ¢imz se fidi Hiickelovym zdkonem pro aromaticitu (4n + 2).
Zbylé 4 m-elektrony maji charakter dvojné vazby a nejsou zapojeny do aromatického systému

(Obrézek 2) [2] [5].

Obrazek 2: Tucné vyznaceny 18 r-elektronovy systém porfyrinu.
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1.1.2 Nazvoslovi

Néazev této skupiny intenzivné barevnych sloucenin vychazi z feckého slova porphura, které se
v davnych dobéach pouzivalo k popisu fialové barvy, pfi¢emz ho poprvé pouzil Hoppe-Seyler

pfi pojmenovani hematoporfyrinu v letech 1877-1878 [5].

Ve 20. a 30. letech 20. stoleti se vyvijela Fischerova nomenklatura, kterd zahrnovala velmi velké
mnozstvi trividlnich nazvii a schéma cislovani (Obrazek 3a), které bylo jednoduché,
avSak neuplné [6] [7]. Atomy uhliku tvofici mastek mezi dvéma pyrrolovymi podjednotkami
byly oznacovana jako ,,meso* uhliky (pozice) a osm atomu uhliku B-pyrrolu bylo ocislovano

od 1 do 8 [5].

Soucasny systém nomenklatury porfyrinti a ptibuznych sloucenin je zalozen na doporucenich
IUPAC-IUB z roku 1986 (Obrazek 3b) [5]. Prstence pyrrolu jsou oznaceny pismeny od A do D.
Uhlikové mustky spojujici prstence pyrrolu se nazyvaji meso-pozice a nékdy jsou oznacovany
jako o-, B-, 8-, a y-pozice. Casto se vyskytuji izomery, které jsou identifikovany ptidanim
fimskych Cislic na konec nazvu [2]. Uhliky makrocyklu jsou ocislovany od 1 do 20, ¢tyfi vnitini
dusiky jsou na pozicich N21-N24, pfi¢emZ dusiky na pozicich N21 a N23 jsou vazany
na vodiky, které vystupuji smérem k vnitiku makrocyklu [3]. AvSak ani tento systém
nomenklatury neni dostate¢ny, a to predevsim z divodu explozivniho riistu expandovanych,
izomernich a makrocyklicky modifikovanych systémti. Proto se ve skute¢nosti pouziva

kombinace oficialnich a neformalnich systémi pojmenovani porfyrint [5].

a) 2 o 3

Obrazek 3: Schéma cislovani a) dle Fischera; b) IUPAC
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1.1.3 Vlastnosti

Volné porfyriny maji v UV-Vis oblasti spektra charakteristicky elektronicky absorp¢ni vzor,
ve kterém se nachazi jedno Soretovo pasmo (Soretiv pruh [1]) a nékolik Q absorp¢nich pasem

(Obrazek 5) [8] [9] [10].

Mezi ultrafialovym a viditelnym spektrem (410—440 nm; pii 420 nm [8]; okolo 400 nm [1])
se vyskytuje v podstaté ostré intenzivni Soretovo pasmo (S pasmo) [8] [9] [10], které bylo
pojmenovano po svém objeviteli — francouzském fyzikovi Charlesi Soretovi,
a které je charakteristické pro veSkeré slouceniny s porfyrinovym kruhem, a to bez ohledu

na typ postranniho fetézce [1].

V roztocich pii pokojové teploté jsou v oblasti mezi 500 a 660 nm (450-700 nm [9];
515-650 nm [8]) pozorovana nejméné Ctyfi (pod)pasma stfedni intenzity, kterd byvaji
oznacovana jako Q pasma [11]. Tato pdsma jsou pojmenovana jako I, II, III a IV, pfi¢emz jejich

hodnoty vlnovych délek jsou urCeny strukturami porfyrinovych makrocykla [9](Obrazek 4).

3.0 1

R—
2.5
AR

2.0

1.5 1

Absorbance

1.0 4

0.5 -

0.0

460 I 560 ‘ 5'.!}0 ' 7(!}0
Vlnova délka (nm)
Obrazek 4: UV-Vis spektra porfyrinu s riuznymi substituovanymi skupinami:
1. meso-Tetrafenylporfin,; 2. meso-Tetra(p-hydroxylfenyl)porfin; 3. meso-Tetra(p-

karboxylfenyl)porfin; 4. meso-Tetra(p-nitrofenyl)porfin; 5. meso-Tetra(p-aminofenyl)porfin.
Prevzato a upraveno z: [9].

Co se tyce fluorescencnich spekter (Obrazek 5), porfyriny vykazuji dva typy fluorescence,
tj. Sl-fluorescenci a S2-fluorescenci. Prvni typ Sl-fluorescence v rozsahu 550-800 nm
je relativné silny a vice prostudovany. Slaba luminiscence byla pozorovana také

pii 400-550 nm pfi excitaci v Soretoveé pasmu [12].
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Obrazek 5: Absorpcni a fluorescencni (Lex = 418 nm) spektra meso-tetrafenylporfyrinu
v toluenu. Prevzato a upraveno z: [13].

1.2 Syntéza zakladniho skeletu porfyrini

Prvni syntéza porfyrinu (meso-tetramethylporfyrinu [14]; tetrafenylporfyrinu [15];
Dap-symetrického porfyrinu [16]) byla provedena v roce 1935 chemikem Paulem Wilhelmem
Karlem Rothemundem. Tato Rothemundova metoda (Obrazek 6) spocivala v reakci aldehyda
(benzaldehydu [15]; acetaldehydu [14]) a pyrrolu v pyridinu v uzaviené tlakové nadobé
pti 150 °C (110-220 °C [14]) po dobu 24 h [15].

H A A

0 + kyselina oxidace
(/ \5 + )L - . A H A 2
N A H H A

AH

Obrazek 6: Rothemundova metoda pro syntézu meso-substituovanych porfyrinii.
Prevzato a upraveno z: [16].

Ve vétSin€é rannych praci se podplrné analytické udaje skladaly pouze ze spektrografu
a naméfené¢ho HCI rozdélovaciho koeficientu. Peclivé zkoumani kazdého reakéniho produktu
vSak ukazalo pfitomnost druhé porfyrinové latky na Grovni 10-20 % ve srovnani s porfyrinem.
Tato kontaminujici latka byla pozdéji izolovana chromatografii a prokézalo se, Ze jde o chlorin,

ktery lze pfeménit oxidaci na odpovidajici porfyrin (Obrazek 7) [14].
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R R

meso-substituovany chlorin

Obrazek 7: Preména meso-substituovaného chloru na porfyrin. Prevzato a upraveno z: [14].

V 60. letech 20. stoleti byla vyvinuta prakticka verze Rothemundovy metody, a to metoda
Adlera a Longa s jednou bankou, kdy se jednalo o reakci pyrrolu a arylaldehydu v refluxni
kyselin€ propionové (tv = 141 °C) v oteviené kadince po dobu 30 min [15] [17]. Po mirném

ochlazenti se filtraci tmavé smési ziskal porfyrin ve formé tipytivych fialovych krystala [17].

Tato metoda v§ak méla dvé vyznamnd omezeni: (1) tvrdé reakéni podminky omezujici rozsah
substituentt (a Casto 1 vytézky) a (2) neexistence racionalniho ptistupu k porfyrinim nesoucim
dva az Ctyfi riizné meso-substituenty, jelikoz takovato reakce v jedné baiice mohla poskytnout
pouze vysoce symetricky porfyrin (napf. obsahujici arylovy substituent v kazdé

ze Ctyf mezo-poloh) [17].

Vroce 1960 MacDonald a spol. vyvinuli [2 + 2] dipyrrometanovou spojku k syntéze
asymetrickych porfyrin (Obrazek 8) pomoci kondenzacni reakce zprostiedkované kyselinou

s naslednou oxidativni aromatizaci [16].

H H HH

S
EJNH HN / + kyselina oxidace

H H—————

Obrazek 8: Syntéza dle MacDonald a spol. (1960). Prevzato a upraveno z: [16].

Na pocatku 80. let Lindsey a kol. vyvinuli dvoustupiovou reak¢ni strategii s jednou bafikou
(Obrazek 9), ¢imz prekonali prvni omezeni (vynucujici podminky) pfedchozich metod. Tento
piistup zahrnuje (1) kyselinou katalyzovanou kondenzaci aldehydu a pyrrolu za vzniku
porfyrinogenu a (2) ptidavek oxidantu, ktery provede oxidativni dehydrogenaci porfyrinogenu,

a tim vytvoti porfyrin [17].
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R-CHO  + /8 N —  » R R
N R H
H
H R R

porfyrinogen

Obrazek 9: Dvoustupniova syntéza porfyrinii v jedné barice pri pokojové teplote.
Prevzato a upraveno z: [17].

Od té doby se objevily zasadni prace o syntéze vysoce asymetrickych ABCD-porfyrint
nesoucich Ctyfi rizné substituenty v meso-poloze, pfiCemz se jedna ptredevSim o strategie
zahrnujici (1) postupnou funkcionalizaci pyrrolu s naslednou cyklizaci a (2) palladiem
katalyzované cross-couplingové reakce po halogenaci meso-polohy na porfyrinech. Zaroven
vétSina postupi syntézy asymetrickych a symetrickych porfyrinti zahrnuje oxidacni
aromatizaci. Jednim z nejrobustnéjSich ptistupt k pfipraveé porfyrinoidil je mimo jiné cykliza¢ni
reakce s vyuzitim kovi, kdy ve vSech slouCeninach hraje klicovou roli afinita iontu kovu (II)

ke Ctvercové geometrii [16].

1.3 Derivaty porfyrinu

Zékladni strukturu porfyrinti podporuje vysoce stabilni konfigurace jednoduchych a dvojnych
vazeb s aromatickymi vlastnostmi, které umoziuji elektrofilni substitu¢ni reakce typické
pro aromatické slouCeniny, jako je halogenace, nitrace, sulfonace, acylace, deuterace
¢i formylace. V porfyrinu existuji dvé rtznad mista na makrocyklu, kde mize dochazet
k elektrofylické substituci s riznou reaktivitou (Obréazek 3): pozice 5, 10, 15 a 20, nazyvané
meso- a pozice 2, 3,7, 8, 12, 13, 17 a 18, nazyvané B-pyrrolové pozice. Prvni druh sloucenin
je Siroce ptitomen v pfirodnich produktech, zatimco druhy nemé v piirodé¢ zadny protéjsek

a byl vyvinut jako funk¢éni umélé derivaty [18].

Porfyriny snadno vytvéreji komplexy s kationty kovu, jako je zelezo (II/III), hot¢ik (II),
méd’ (1) a zinek (II) za ucelem ziskdni tvz. metaloporfyrint [2]. Pfi této reakci je kovovy iont
(M™) zaglenén do porfyrinu (H2P) za vzniku komplexu (MP®2*) a ztraty dvou aminovych

protonil pochéazejicich ze dvou pyrrolovych skupin, jak je uvedeno nize (Rovnice 1) [18].
Rovnice 1: Reakce vzniku metaloporfyrinii
M™ + H,P & MP™=2)+ L 2g+
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Pti tvorbé metaloporfyrinti byly pozorovany vyrazné barevné zmény s transformaci UV-Vis
spektra, zejména v Q-zoné (Obrazek 5). Dva ziskané Q pasy se nazyvaji o a . Relativni
intenzity téchto past lze korelovat se stabilitou komplexu kovu (Obrazek 10); pokud totiz
a > B, kov tvoii s porfyrinem stabilni ¢tvercovy komplex, v druhém piipadé, kdy B > o

(napt. Ni (IT), Pd (IT), Cd (IT)), jsou kovy snadno vytésiiovany protony [18].

B P a

A (nm) 500 GO0 500 600 500 600

Obrazek 10: Q pasma v kovovych komplexech porfyrinii. Prevzato z: [18].

Déle bylo odhaleno, ze naméifena UV-Vis spektra porfyrinii jsou zavisla na teploté roztoku
barviva. Naptiklad pifi zméné teploty z 50 °C na 10 °C miZze byt posun spektralniho pasu

metaloporfyrinovych sestav az 15 nm [10].

1.3.1 Chlorofyly (Chl)

Jedna se o jeden z nejrozsifenéjSich ptirodnich pigmentt, ktery pusobi jako klicova slozka
fotosyntézy a odbouravani tohoto pigmentu je dilezitym katabolickym procesem starnuti listt
a zrani plodi. Chlorofyl Ize rozd€lit do péti hlavnich tfid, kterymi jsou a, b, ¢, d a f. [19],

pricemz byly pojmenovany dle potadi jejich objeveni [20].

Centralnim kovem v chlorofylech je hoic¢ik. Ve struktufe chlorofylu je jeden okraj
porfyrinového kruhu hydrofilni, zatimco postranni fetézec obsahujici fytolovy fetézec
(Phy, Ca0H39 [20]) je siln¢ hydrofobni. Tato struktura je vyhodnd pro uspotfadani chlorofylu

ve fosfolipidové dvojvrstvé membrany [19].

Dle struktury 1ze chlorofyly rozdélit na dva typy (Obrazek 11): a) chlorinovy typ — zahrnujici
chlorofyly a, b, d a f; b) porfyrinovy typ — chlorofyly rodiny c, u kterych fytolovy fetézec chybi
[20].
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COOPhy

Chiorophylls R: Rs R; Rs Chic R Rs
Chl a CH: CH=CH: CH: CH:-CHa ez CHy GGy
8vinylChla CH; CH=CH, CHs; CH=CH, g::‘i C;:;H ggfg:z
Chi b CH; CH=CH: CHO CH2-CH: e ! e
8-vinyiChlb CH; CH=CH, CHO CH=CH,
Chl d CH: CHO CH: CH:CHs
Chl f CHO CH=CH: CH:; CH:CH:

Obrazek 11: Chemické struktury chlorofylu (Chl) s cislovanim atomu uhliku podle
IUPAC/IUBMB s tabulkou substituentii; (a) chlorinovy typ, (b) porfyrinovy typ. Rozdily ve
strukture jsou zvyraznény Sedou barvou. Prevzato a upraveno z: [20)].

Ve vyssich rostlinach se vyskytuje pouze chlorofyl a a b, ptficemz jsou prumysloveé pouzivany
pii barveni potravin. Ostatni typy jsou piitomny v fasach a bakteriich [21]. Molekuldrni vzorce

a vyskyt zakladnich chlorofylii je shrnuto nize (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Chlorofyly — molekularni vzorce a vyskyt

Chl molekularni vzorec vyskyt [22]

- vy$si rostliny [21]

- fotosyntetické eukaryotické organismy
a C55H72MgN405 [23] L, .
- sirné bakterie

- sinice (prochlorofyty)

b C55H70MgN406 [22] [24]

vy$si rostliny [21]

zlatohnéd¢ eukaryotické fasy

c C35H28MgN405 [22] [25]

motské fasy

fasy obrnénky (dinoflagelaty)

nekteré ¢ervené tfasy a sinice
d C54H70MgN406 [22] [26]
- hlubokomoftské tasy

f CssHsoMgN4Og [27] - stromatolity

- zlaté tasy, zeym. Tribonema bombycinum,
e neni znam [22]
Vaucheria hamata

Tyto fotosyntetické slouceniny jsou citlivé na oSetfeni mikrovlnami, vii¢i vysokym teplotam
a kyselému pH (3,5-5,0) [19] [28]. Vystaveni chlorofylti kyselému prostiedi vede k nahrazeni
hot¢iku v jejich struktufe dvéma atomy vodiku, ¢imz vznika feofytin, hnédé barvy, pficemz tuto

reakci 1ze podpofit vysokymi teploty [28].

1.3.2 Bakteriochlorofyly (bChl)

Bakteriochlorofyly (bChl) jsou pfitomny v anaerobni skupin€ bakterii. Strukturalné se
od chlorofylti li§i v postranni skupiné porfyrinového makrocyklu (Obrazek 12). VSichni
zastupci této skupiny maji absorpéni maximum v infraervené oblasti spektra. Absorpcni
spektrum bChl vSak zavisi na jeho umisténi v membranach, coz znamend, Ze stejny pigment
muze absorbovat rlizné vlnové délky svétla v riiznych organismech. Oblasti absorpce a vyskyt

zakladnich bakteriochlorofylil je shrnuto nize (Tabulka 2) [29].
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BChl¢ BChl d

BChl f

Obrazek 12: Struktura bakteriochlorofylii a, b, c, d, e, fa g. Prevzato z: [30]

Tabulka 2: Bakteriochlorofyly — vyskyt a absorpcni vinové délky [29].

bChl vyskyt oblast absorpce [nm]
proteobakterie, purpurové bakterie, bakterie
a 800-1040
oxidujici siru (Chromatium, Ectothiorhodospir)
b purpurové bakterie 770-795 [31]
720-755
c
(FIR)

- zelené sirné bakterie

650-800 [32]
e
g Heliobacteriaceae 670 nebo 778

25




1.3.3 DalSi derivaty

Existuji i slouCeniny piibuzné porfyrinim s nasycenymi vazbami a/nebo extra kruhy

(Obrazek 13), které zahrnuji chlorin (a), fosfin (b), bakteriochlorin (c) a jejich derivaty.

Chlorin je 17,18-dihydroporfin, zatimco fosfin je derivatem chlorinu obsahujici extra

isocyklicky kruh mezi kruhy C a D. Bakteriochlorin piedstavuje derivat
7,8,17,18-tetrahydroporfinu [2].

‘ | . | .

chlorin ' bakteriochlorin

fosfin

Obrazek 13: a) chlorin, b) fosfin, c) bakteriochlorin

Ftalocyaninové slouCeniny (Ftalocyaniny (Pcs)) (Obrazek 14) se v ptirodé nevyskytuji,
1 kdyZ maji analogickou strukturu jako porfyrinové slouceniny [33]. Oficidlné doslo k syntéze
ftalocyaninu ndhodou, a to Fe-ftalocyaninu vroce 1928 pii bézné vyrob¢ ftalimidu
z ftalanhydridu [34], avSak zminky o syntéze ftalocyaninu jsou jiz od von Brauna (1907),

ktery vyrobil ftalocyanin neobsahujici kovy, ¢i de Diesbach (1927), ktery ptipravil Cu-Pcs [35].

ey
e

Obrazek 14: Zakladni struktura ftalocyaninu (Pcs)

Pcs tvoti koordinacni komplexy s vétSinou prvki periodické tabulky. Tyto komplexy jsou také
intenzivné barevné a pouZivaji se jako barviva nebo pigmenty — siln€ absorbuji svétlo mezi
600 a 700 nm, proto jsou tyto materialy modré nebo zelené [36]. Zaroven kovové komplexy
vykazuji intenzivnéjsi absorpci Q-pasma neZ Soretovo pasmo a jejich absorpéni vinové délky

jsou posunuty k del$im vinovym délkdm nez u porfyrinovych slouc¢enin [33].

26



1.4 MozZnosti stanoveni porfyrini

1.4.1 Stanoveni chlorofylu a feofytinu v zeleném caji

Chlorofyl (Chl) je dominantnim barvivem Ccerstvych listi zeleného caje, avSak bcéhem
skladovani se zvysuje kyselost, coz zptisobuje ztratu hote¢natych iontl v chlorofylech a vznika
olivové hnéda pevna latka — feofytin (Phe). Jelikoz existuji vyrazné rozdily v mnozstvi
zakladnich ¢ty pigmentt (Chl-a, Chl-b, Phe-a, Phe-b) (Obrazek 15), je jejich vzajemny pomér

jednim z rozhodujicich faktorti pro hodnoceni senzorické kvality zeleného Caje [37].

Koncentrace (ng/g)

Chlb Chla

Pigment

Obrazek 15: Priimérné mnozZstvi pigmentu rozpustnych v tucich v péti znackdach caje.
Prevzato a upraveno z: [37].

V Cerstvych listech zeleného caje je mnozstvi Chl-b je priblizné¢ dvakrat vyssi nez Chl-a,
avSak ve vyrobcich ze zelené¢ho Caje je mnozstvi Phe-a pfiblizné tiikrat vyssi nez Phe-b.
To doklada, ze Chl-a se béhem sklizné a zpracovani Caje snaze rozkladala a preménovala na

Phe-a ve srovnani s Chl-b [37] [38].

Li a kol. (2018) m¢li za cil vytvofit ucinnou metodu pro stanoveni chlorofylu a feofytinu
v zeleném ¢aji na zéklad€ infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR).
FT-IR spektroskopie poskytuje informace o vnitinich slozkach ¢aje v Sirokém rozsahu vlnovych
délek (3583-689 cm™'), kdy tyto tdaje o spektrech vSak mohou obsahovat nepodstatné
informace, coz Casto zhorSuje stabilitu a ptesnost, proto byla pouzita metoda vybéru vinovych
isel. Casteénd regrese zde byla zprostiedkovdna metodou nejmensich &tvercti (PLS)
ke stanoveni kvantitativniho modelu stanoveni chlorofylu a feofytinu zeleného Ccaje.
PLS je Siroce pouZivand metoda k nalezeni zakladnich vztahli mezi spektralnimi daty
a zndmymi chemickymi slozkami. Jako referenéni metoda byla pouzita vysokoucinna
kapalinovd chromatografie (HPLC) spojend s UV-viditelnym detektorem pro detekci
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acetanového extraktu z caje. Pomoci FT-IR spektroskopie ve spojeni s chemometrickymi
metodami lze tedy rychle stanovit chlorofyl a feofytin, coz by mohlo poskytnout novou

pomocnou metodu pro kontrolu kvality a monitorovani procest v priimyslu zeleného caje [37].

1.4.2 Analyza E141 v oleji pomoci HPLC

Peréz-Galvéz a kol. (2015) pouzili k separaci a detekci méd’natého pyrofeofytinu a kapalinovou
chromatografii ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Pyrofeofytinu a je hlavni
chlorofylovy derivat, ktery je pfitomny v potravinaiském barvivu E1411, tedy smési méd’nat¢ho
chlorofylu. JelikoZ jeho pouziti je v Evropé a Americe vyjimecné zakazano pro tuky a oleje,
je jeho stanoveni pomoci HPLC/MS rozhodujici pro kontrolu falSovani olivového oleje a také
nezbytné pro detekci tohoto barviva v barvenych potravinach. Strukturni pfestavba médnatého
pyrofeofytinu @ méni spektroskopické vlastnosti nativniho chlorofylu, pfi¢emz dochazi
k batochromnimu a hypsochromnimu posunu. Krom¢ toho dochdzi také k modifikaci
chromatografickych vlastnosti. VSechny tyto vlastnosti umoziuji pfedbéznou identifikaci

médnatého pyrofeofytinu a [39].

Chromatograficka separace byla provedena pomoci elu¢niho gradientu s mobilnimi fazemi
(A) voda/l M octan amonny ve vod¢/methanol (1/1/8, v/v/v) a (B) methanol/aceton (1/1, v/v).
Byla pouzita kolona z nerezové oceli s C18 casticemi a sekvencni detekce byla provedena
pomoci detektoru s fotodiodovym polem pii 430 nm. Co se ty¢e hmotnostni spektrometrie, bylo
pouzito APCI-MS v pozitivnim rezimu, coz je technika mékké ionizace, ktera zabrafnuje
interferencim s matrici pii FAB-MS a ma zvysSenou citlivost pro analyzu stopovych mnozstvi

ve vzorcich [39].

1.4.3 Stanoveni porfyrini v bakteriich ustni dutiny

Biofilmy v ustni dutiné¢ lze vizualizovat pomoci fluorescence, kdy se piedpoklada,
ze je zpusobena endogenné produkovanymi porfyriny u nékterych bakterii. Obsah porfyrint
v bakteriich v Gstni dutin€ byl dosud zkoumdn jen ziidka a Casto se pouzivaji neselektivni

detek¢ni techniky, jako je vyuZiti Soretova fluorescen¢niho pasu porfyrini [40].

Fyrestam a kol. (2015) vyvinuli a ovéfili kvantitativni a selektivni metodu stanoveni porfyrint
v bakteriich Ustni dutiny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Byl pouzit program linedrniho gradientu mobilni faze
(95 % acetonitril/5 % voda/0,1 % kyselina mravenci (v/v/v)) (z 30 % na 50 % béhem prvnich
10,0 min), nasledovany linedrnim zvySovanim mobilni fize B az na 100 %. Detekce porfyrini
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byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie s elektrosprejem pro ionizaci v pozitivnim
moédu (ESI+) a monitorovdnim vybranych reakci (SRM) se tfemi produktovymi ionty
specifickymi pro kazdou slouceninu porfyrinu. U dustnich patogent Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a Porphyromonas gingivalis a u pekatskych kvasinek Saccharomyces
cerevisiae byly identifikovany tyto porfyriny: uroporfyrin, 7-karboxylporfyrin,
6-karboxylporfyrin, koproporfyrin a protoporfyrin IX, pficemz bylo prokazano, ze porfyrinovy

profil se u jednotlivych zkoumanych mikroorganismi lisi [40].

1.4.4 Stanoveni porfyrinového pigmentu v parmské Sunce

Bezpe€nost potravin je nesmirné dulezitd, avSak vedle tohoto aspektu jsou ocekavani
spottebiteli, kterd jsou pomérn€ komplexni a zahrnuji mnoho faktort, jako je mimo jin¢ vzhled,
chut, viné, ptivod atd. Pravé tyto senzorické aspekty jsou jednim z klicovych faktora
ovlivityjicich ndkupni chovani spotiebiteld. Vzhledem k t€émto dvéma (nesnadno splnitelnym)
cilim — bezpec€nosti a smyslovym aspektim — je pfitomnost chemickych ptisad v masnych

vyrobcich obzvlasté citlivou otazkou [41].

Dlouhou dobu byl nitrosylmyoglobin (vznikly ptidavkem dusitanu sodného (E250) a dusi¢nanu
draseln¢ho (E252) do masnych vyrobkili obsahujicich myoglobin) povazovan za jedinou
molekulu, ktera zajist'uje atraktivni ¢ervenou barvu zpracovanych masnych vyrobku. Piestoze
dusitany rovnéz zvySuji trvanlivost a bezpec¢nost tematickych masnych vyrobkd, je jejich
pridavek spiSe povazovan za nezadouci, nebot se podileji na tvorbé karcinogennich
N-nitrosamint. V rozporu s timto obecnym piesvédcenim bylo zjisténo, Ze Cervend barva
parmské Sunky (tradicni italské suché Sunky) je zpusobena cervenym barvivotvornym

pigmentem — zine¢natym protoporfyrinem IX (Zn(II)PPIX) [41].

Hannelore De Maere a kol. (2014) potvrdili vyskyt nativniho heminu, protoporfyrinu IX (PPIX)
a zinec¢natého protoporfyrinu IX (Zn(II)PPIX) ve vzorku parmské Sunky, a to jednoduchou
a rychlou metodu zahrnujici tenkovrstvou chromatografii (TLC) s denzitometrickou detekci
(Obrazek 16), pfiCemz chromatogramy byly vyvijeny s pouzZitim C¢istého methanolu
do vzdalenosti 15 cm. V priabéhu vyvolavani chromatograml byla chromatografickd komora
zabalena do hlinikové folie za uGcelem ochrany chromatografickych desek pfed pifimym
kontaktem se svétlem. Poté byly desky suSeny, a nakonec vyhodnoceny pomoci denzitometrie.
Koncentra¢ni profily chromatografickych zon byly zaznamenédny ve fluorescenénim rezimu
s pouzitim rtutové lampy pii vinové délce zafeni A = 400 nm, tj. blizko maxim Soretova pasu

pro vSechny tii sledované porfyriny. Jako referencni metoda byla pouzita HPLC, pficemz
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vysledky heminu a PPIX se u obou metod pohybovaly ve stejném ciselném rozmezi, obsah
Zn(IDPPIX byl v systému TLC o dva tady niz$i nez pomoci HPLC, coz naznacuje mnohem

vy$si rychlost rozkladu tohoto porfyrinu v TLC systému [41].

1@ PP IX

hemin Zn(INPPIX

Intenzita signalu [mAV]

Obrazek 16: Typicky denzitogram extraktu parmské sunky se tremi separovanymi porfyriny v
ném obsazenych. Prevzato a upraveno z: [41].

1.4.5 Stanoveni metaloporfyrini (Fe, Ni a V) v ropé nechromatografickou

metodou

Poprvé byly porfyriny nalezeny v ropnych zbytcich némeckym chemikem Kellerem
v roce 1879. Ten piedlozil fotografie absorpcnich spekter extraktl z oleji, v nichz byly
zaznamenany absorp¢ni pasy téchto pigmentt, avsak jejich strukturu se mu objasnit nepodarilo
[42]. Metaloporfyriny (V a Fe) v tézkych olejich poprvé popsal némecky chemik A. Treibs
v roce 1936 (1934 [42]) [43]. Jedna se o komplexy, které se nachazeji v rostlinach, bakteriich,
rasach, chlorofylu, bakteriochlorofylu, hemovych skupinéch a ptibuznych pigmentech ptivodné
pritomnych v sedimentarni organické hmoté, z niz vznikla fosilni paliva, pfi¢emz béhem
procesu zrani ropy dochdzi k dekarboxyla¢nim a dehydrogenacnim reakcim a nahrazovani

kovového centra porfyrint [44] [45].

Tyto tak zvané petroporfyriny se vyuzivaji jako biomarkery, které si navzdory procesu zrani
organické hmoty zachovavaji tetrapyrolové jadro svych prekurzorii, vykazuji nizkou
polydisperzitu, koncentraci a bézné se pouzivaji v geochemii k posouzeni litologie ropy,
oxida¢né-redukcnich podminek, geotermalniho zrani, konverze organické hmoty a hloubky

ulozeni [46].
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Luz a Oliveira (2019) pro separaci a stanoveni porfyrintt Fe, Ni a V v rop€ navrhli metodu
kombinujici ultracentrifugaci a extrakci v zékalu (CPE). Pfipravena emulze (surova ropa, Triton
X-100™, chloroform a HCIl) (Obrazek 17 A) se podrobila ultracentrifugaci a extrakci v zakalu
(Obrazek 17 B, C), pticemz doslo k oddéleni vrstvy (Obrazek 17 F4) porfyrind, tézkych
i lehkych organickych sloucenin, lehkych organickych latek a pevnych ¢astic. Ve vodné fazi
(Obrazek 17F3) zastaly pouze anorganické a iontové organokovové slouceniny. Supernatant
a vodnd faze byly nasledné analyzovany simultanni atomovou absorpéni spektrometrii
v grafitové peci (SIMAAS). Koncentrace stanovend v supernatantu byla odectena
od koncentrace stanovené ve vodné fazi, coZ umoznilo kvantifikovat Fe, Ni a V porfyrin
v surovém vzorku. Pfesnost navrZzené metody byla ovéfena pomoci referencni metody SARA,
kdy se frakce nasycenych latek (S), aromatickych latek (A), pryskyfic (R) a asfaltenti (A)
odd€luji podle jejich rozpustnosti ve vhodnych rozpoustédlech. Vysledky ukazaly, Ze ptiblizné
40 % Nia 70 % V ve vzorku ropy je vazano na porfyriny. Fe se ve frakcich aromatickych latek

a pryskyfic nevyskytovalo [45].

Obrazek 17: Emulze pro frakcionaci ropy: (4) vychozi emulze; (B) po ultracentrifugaci -
(F1): rozpustné anorganické + rozpustné lehké organokovové + metaloporfyriny, - (F2):
tezke organickeé + pevné castice;(C) po CPE - (F3): rozpustné anorganické + prvky slabé
vazané na organické a (F4): kovy uzce vazané na organické + tezkeé organicke + pevné
castice + metaloporfyriny. Prevzato z: [45].
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1.5 Vyuziti porfyrini

1.5.1 Potravinarska barviva

1.5.1.1 E140 - chlorofyly a chlorofyliny

Jako potravinaiské ptidatné latky E140 jsou oznacCovany chlorofyly a chlorofyliny. Toto
potravinatské barvivo, zvané téz jako prirodni zelen [47] ¢i,,CI Natural Green 3 [48], si ziskalo
znacnou pozornost diky svému ptirodnimu plivodu a potencialnim zdravotnim piinosim. Mezi
hlavni zdroje E140 pro priimyslovou extrakci patii pfedevSim fasy, Spenat, petrzel, vojtéska

[47], koptiva a dal$i zelena listova zelenina — coz jsou bézné slozky lidské vyzivy [48].

Barva se muze lisit od olivové zelené po tmaveé zelenou, a to v zavislosti na obsahu
koordinovaného hoiciku, ktery se vztahuje k podilu chlorofyli a a b (obsahujicich
koordinovany hot¢ik) a feofytinti a a b (bez koordinovaného hotc¢iku) v potravinaiské pridatné

latce [48].

Co se ty¢e omezeni pouzivani tohoto barviva, Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA)
dospél k zavéru, ze chlorofyly E140 jsou piirozené slozky potravy, které jsou v fad¢ potravin
pritomny v relativné vysokych koncentracich. Kromé toho je expozice vyplyvajici z pouzivani
E140 jako potravinaiské piidatné latky nizs$i nez expozice chlorofylim z bézné stravy.
Zéaveér EFSA je, ze pifi uvadénych urovnich pouziti E140 neptedstavuje zadné bezpecnostni
obavy, pokud jde o jeho soucasné pouzivani jako potravinaiské pridatné latky. Tato ptfidatna
latka je povolena 1 v détskych potravinach, a to v ramci stanovenych limitt [47] [48] [49] [50].
Také americky Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) uznava chlorofyly jako bezpe&né

pro pouziti v potravinach [49] [50].

Chlorofyly a chlorofyliny se pouzivaji k barveni polévek, omacek, olivového a sojového oleje,
kecCupt, limonad, dezertdi, cukrovinek, likérQ, riznych pastilek (i Zvykacek) - zabranuji
nepiijemnému pocitu v ustech. Pomoci nich se vyrabi také deodoranty, antiperspiranty, ustni
vody apod. [47]. Piidavek chlorofyll a chlorofyllinli mize byt také alternativou pfi formulaci

zrajicich syri, pfedevsim pro oSetfeni kiiry béhem zrani [50].

32



1.5.1.2 E141 — méd’naté komplexy chlorofyli a chlorofylint

M¢édnaté komplexy chlorofylti a chlorofylinli jsou oznacovany jako potravinarskad piidatna
latka E141. Komplexy médi se tedy déli na dva hlavni typy: E141(i) - chlorofyly a E141(ii) -
chlorofylin. Hlavni rozdil mezi nimi spociva v tom, Ze chlorofyly jsou rozpustné v oleji,
zatimco chlorofylin je rozpustny ve vod¢, coz rozsituje jejich pouziti v riznych potravinaiskych
vyrobcich [51]. Barva E141 mize byt v zavislosti na zdroji od modrozelené az po tmavée

zelenou [51] ¢i olivove zelenou [52].

Panel EFSA pro potravinaiské ptidatné latky a zdroje Zivin pfidavané do potravin, avSak ve své
zprave (z roku 2015) poznamenal, ze ndzev ,,méd’naty komplex chlorofyli* je z chemického
hlediska nesmyslny a mél by znit naptiklad jako ,médnaty komplex feofytinda“ [53],
kdy feofytin je oznadeni pro molekulu chlorofylu bez centralniho iontu Mg** [54]. Déle bylo
zminéno, 7e¢ Cu-chlorofyly (E 141(i)) a Cu-chlorofylin (E 141(i1)) se ziskavaji ze zdroju,
které nelze povazovat za pro Clove€ka jedly rostlinny material nebo potravinu (trava, vojtéska,
kopfiva). Kromé toho nelze potravinaiské pridatné latky Cu-chlorofyly E 141(1)
a Cu-chlorofylin E 141(i1) vzhledem k jejich vyrobnimu procesu povaZovat za piirodni
slouceniny [53], jelikoz se ziskéavaji z ptirodnich zelenych pigmentl, chlorofyla a chlorofini,
s naslednym nahrazenim hofecnatého iontu médnatym iontem [52], diky ¢emuz se sloucenina

stava stabilnéjsi, a to zejména vici vystaveni svétla a tepla [51].

E 141 maji stejné pouziti jako chlorofyl (E 140), tzn. k barveni polévek, omacek, olivového

a sojového oleje, kecupti, limonad, dezertl, cukrovinek, likéra a riznych pastilek [52].

Bezpecnost piipravku E141 byla posouzena riznymi zdravotnimi organy a organy
pro bezpeénost potravin. Podle Evropského Gfadu pro bezpe¢nost potravin (EFSA) a Ufadu
pro potraviny a lé¢iva Spojenych stati americkych (FDA) je E141 povazovan za bezpecny
pro spotiebu v ramci regulovanych limitd. Pro zajiSténi bezpecnosti spotiebitelll, stanovily tyto
ufady pfijatelné denni davky (ADI), a to ADI = 15 mg/kg (t€lesné hmotnosti), ptiCemz E141

je bezpecny pro pouziti i v détské vyzivé v rdmci stanovenych limiti [51].
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1.5.2 Porfyriny jako detekéni latky/slouceniny

S vyuzitim porfyrini byla vyvinuta fada analytickych metod pro stanoveni organickych
sloucenin, jako naptiklad nukleové kyseliny, aminokyseliny a proteiny, sacharidy, fenoly
a chlorofenoly, fenolové endokrinni slou¢eniny, hormony, neiontové povrchové aktivni latky,

fosfolipidy, uhlovodiky obsahujici siru ¢i vybusniny [55].

Porfyriny a jejich derivaty jsou nejsiln€ji svétlo pohlcujicimi materidly nejen v pfirodé,
proto je ultrafialové viditelna spektrofotometrie jednou z nejzékladnéjSich a zaroven
nejinformativnéjSich spektroskopickych metod v porfyrinové chemii, protoze poskytuje
informace o elektronické struktuie 1 chemickych vlastnostech molekul 1 pfi velmi nizkych
koncentracich [55]. Mimo jiné diky této vlastnosti se jednd o zajimavé molekuly vhodné pro
optické senzory, a tak jsou Siroce pouzivany jako senzorové materidly, katalyzatory,
elektrochemické senzory, fotosenzitizatory (napiiklad pro opticky fizené uvoliovani 1&¢iv),
pole senzorti s umélym nosem, jakoz i pro Sirokou Skalu zdkladnich senzorti, jako jsou

indikatory pH [56].

Kromé toho se porfyriny ve filmech a membranach Siroce pouzivaji pro detekci plynt:
napt. kysliku, oxidi dusiku, oxidu uhelnatého, oxidu uhli¢itého, chlorovodiku a amoniaku.
Soucasné lze provadét i stanoveni kysliku a oxidu uhlicitého, kysliku a teploty a kysliku

a peroxidu vodiku [55].

1.5.2.1 Senzorové filmy pro sledovani kaZeni potravin

Pro zvySeni bezpecnosti potravin a minimalizaci plytvani potravinami je pro potravinaisky
prumysl 1 spotiebitele zajimavé, aby bylo mozné pritbézné a nedestruktivné zjistovat kazivost
potravin. Pti rozkladu potravin zivoc¢isného ptivodu se uvoliiuji aminy jako produkty rozkladu

bilkovin, které by mohly byt vyuzity ke sledovani Cerstvosti masa a ryb [56].

Altmann a kol. (2023) vyvinuli novy, citlivy a ekonomicky biosenzor, ktery je schopen
detekovat mikromolarni mnoZstvi aminti v plynné fazi. Jedna se o senzorovou f6lii na bazi
porfyrini zaméfenou na detekci biogennich amind. Senzor-porfyrin je vytvoren
na mesoporéznim oxidu kiemicitém, ktery je zality v polyethylenu (PE), ¢imZ se eliminovala
reaktivita vii¢i mirné vlhkosti. Po vystaveni aminlim zméni senzorova PE folie nevratné svou
barvu ze zelené na cervenou (Obrazek 18), coz je doprovdzeno vyraznym posunem
fluorescen¢niho spektra. Tato detekovana fluorescenéni emise byla zvySena ¢asticemi oxidu

titani¢itého ve folii [56].
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Obrazek 18: 1) Riizné faze vyroby senzorove folie; 2) Spektra nezreagovany a zreagovanych
senzorovych folii: A) UV-Vis spektra, B) Fluorescencni emisni spektra, C) Fluorescencni
emisni spektra (s (T) a bez primesi TiO2), D) Fluorescencni emisni spektra (s TiO2-aditivem)
po expozici danym mnozstvim triethylaminu. Prevzato a upraveno z: [56].

1.5.2.2  Selektivni papirové analytické zarizeni pro stanoveni médi (II)
M¢éd’ je jednim z n€kolika stopovych kovi, které jsou pro zivot nezbytné. V zivych systémech
hraje dtlezitou roli jako katalyzator a/nebo kofaktor enzymt, bunééného metabolismu, pfenosu
kysliku, redoxnich reakci a dalSich procesti. AvSak abnormdln¢ vysoké hladiny meédi jsou
spojovany s fadou onemocnéni, véetn¢ neurodegenerativnich poruch, jako je Alzheimerova
a Parkinsonova choroba a prionova onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze méd’ je v zemské klire
rozsifena vSudyptitomné (~20 mg/kg), stanovila Svétova zdravotnickd organizace (WHO)
a americkd Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi (EPA) maximalni Groven kontaminace
médi v pitné vodé& na 2 mg/l, resp. 1,3 mg/l. Proto je monitorovani Cu®" ve vodnych médiich,
vzhledem k hojnému vyskytu médi v Zivotnim prostiedi, primyslu a zeméedélstvi, dulezité

pro kontrolu potencialni chronické expozice [57].

Co se ty¢e vyznamu porfyrinil v této oblasti, jejich strukturni i spektroskopické a elektronické
efekty, zplsobené metalizaci s volnou béazi, umoZziuji vysoce citlivou detekci iontl
kovi (107-10° M), a to predevs§im spektrofotometrickymi, elektrochemickymi

nebo chromatografickymi metodami [55].
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Pratiwi a kol. (2017) syntetizovali novy, ve vod¢ rozpustny derivat porfyrinu (TDMPzP), ktery
byl pouzit jako kolorimetrické ¢inidlo pro detekci Cu®* na mikrofluidnim analytickém zaiizeni
na bazi papiru (LWPAD) s vyuzitim kvantifikace na zaklad¢ vzdalenosti. Kolorimetrickd metoda,
vyuzivajici specifickd ¢inidla k identifikaci a kvantifikaci analytd na zékladé¢ intenzity barvy,
je jednim z nejbéznéjsich detekénich motivli pouzivanych v uPAD. Pfi detekci na zakladé
vzdalenosti se kolorimetrické ¢inidlo ptfidava podél kanalu, a jak analyt proudi kanalem, reaguje
S ¢inidlem, coz zpusobuje zménu barvy. V tomto ptipadé byla
po ptidani Cu** k TDMPzP za kyselych podminek (pH 2-4) pouhym okem pozorovdna zména
barvy ze zelené na rlizovou, pii¢emz nejnizsi koncentrace médi, kterou bylo mozné zméftit, byla
1 mg/l (1 ppm), coz splituje pozadavky predpisli pro kontaminaci pitné vody podle americké
Agentury pro ochranu Zivotniho prostfedi (EPA) a smérnic Svétové zdravotnické organizace
(WHO) pro pitnou vodu. Pro potvrzeni praktického pouziti tohoto systému byly analyzovany
roztoky s piipadnymi rusivymi ionty a skute¢né vzorky pitné vody, pfi¢emz vysledky ukazaly
dobrou shodu s udaji ICP-MS. Tento uPAD zalozeny na vzdalenosti TDMPzP pro detekci

Cu** je tedy vhodny a Gi¢inny pro analyzu pitné vody v realném &ase [57].

1.5.3 Antibakterialni fotodynamicka terapie

Pti antibakterialni fotodynamické terapii (aPDT) se vyuziva fotodynamické inhibice (PDI),
coz je neantibioticky proces, ktery zptsobuje apoptozu, tedy programovanou bunécnou smrt,
v ptitomnosti fotosenzibilizujicich 1é¢iv, svételné energie vhodné vinové délky a molekuldrniho
kysliku. Fotodynamicka inhibice se tradiné¢ pouziva proti rakoviné u zhoubnych
1 nezhoubnych nédorti, pii¢emz navrh na vyuziti PDI k destrukci mikrobt se stal skutecnosti
v poloviné 90. let 20. stoleti, a to na zéklad¢ podobné rychlosti replikace malignich

a bakterialnich bun¢k [58] [59].

Pti aPDT je fotosenzitizér (PS), tedy v tomto piipad¢ porfyrin, pfidan k bakterialnimu vzorku
a tato smés se ozaii viditelnym svétlem o vlnové délce, kterd zplsobi excitaci PS
do singletového excitovaného stavu, ktery je nestabilni a trvd méné nez 1 ps. Do zdkladniho
stavu se milZe vratit emisi sekundarniho fotonu ve form¢ fluorescence. Singletovy stav prochazi
mezisystémovym pfechodem do excitovaného tripletového stavu, coz vyvolava terapeuticky

ucinek [58].
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Tyto chemické zmény v bakteridlni buice mtiizou byt vyvolany dvéma konkuren¢nimi cestami,
nazvanymi reakce typu L. a typu II. Podle nize zndzornénému mechanismu (Obrazek 19)
vznikaji pti reakci typu L. volné radikaly, zatimco reakce typu II., kterd vyzaduje pienos energie
z tripletového stavu do singletového, vede k produkci O». Vsechny tyto reaktivni formy mohou
vyvolat nevratné cilené poskozeni rakovinnych bun¢k nebo mikrobidlniho organismu, pficemz
neposkozuji ostatni sousedni zdravé bunky kviili jejich omezené difuzi ve vodnim prostredi

[12] [58] [59].
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Obrazek 19: Generovani excitovanych stavi a reaktivnich forem kysliku (ROS).
Prevzato a upraveno z: [60].

Definitivnim aspektem PDI je tedy produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou
pro buiky Skodlivé. Patfi mezi né superoxid (O2"), peroxid vodiku (H20>), hydroxylové
radikaly (HOe-) a hydroperoxylové radikaly (HOO-¢). ROS pak zptlisobuji oxidaci biomolekul,
jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny v buiice, pii¢emz v ptipadé mikrobialnich bun¢k
jsou bunécné stény naruseny do té miry, ze dochazi k uniku zakladnich slozek, jako je DNA

[59].

1.6 Dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie

Dvoudimenzionalni kapalinovd chromatografie, zkracené¢ 2D-LC, je zaloZena piedevSim
na pouziti dvou ortogonalnich (komplementarnich) separacnich mechanismii kapalinovych
chromatografii pro analyzu jednoho vzorku, aby se zvysila separa¢ni schopnost. Vzorek se
nadavkuje do prvni kolony (do prvniho rozméru) (1D) a poté se jedna nebo vice frakci eluentu
z 1D pievede do druhé kolony (do druhého rozméru) (2D), kde se podrobi dalsi separaci. Timto
zpiisobem mohou byt slouc¢eniny, které nemohly byt separovany v retencnim mechanismu 1D,

rozliSeny v separaci 2D [61] [62] [63].
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1.6.1 Separaéni rezimy 2D-LC

1.6.1.1  Off-line reZim vs. on-line rezim vs. stop-flow rezim

2D-LC zahrnuje dvé po sobé jdouci faze chromatografické separace, které lze provadét
,,off-line®, ,,on-line [64] [65] €1 mezisystémem zvanym ,,stop-and-go* [63] ¢i ,,stop-flow* [66].
V rezimu ,,off-line* je provedeni velmi jednoduché, jelikoz frakce mobilni faze z prvni kolony
se shromazd'uji, poté se v pripad¢ potieby zahust'uji a znovu se davkuji do druhé kolony. Tato
metoda vSak muze byt Casov€é narocnda, obtizné automatizovatelnd a reprodukovatelna,
nachylna ke ztrat¢ vzorku a kontaminaci. V rezimu ,,on-line* jsou kolony v obou rozmérech
a obsluhu, je vSak rychlejsi a reprodukovatelnéjsi [65]. Mezistupent mezi off-line a on-line
pristupem je znamy jako ,,stop-and-go*. V tomto systému je prutok 1D zastaven, zatimco
je shromazdéna frakce prevadéna do 2D kolony, a priitok 1D je obnoven az po ukonceni
2D analyzy. Naopak, kdyZ probiha 1D, priitok ve 2D koloné je zastaven. Vyhodou tohoto
piistupu je moznost pouziti vysokych pritoka v 1D 1 pomalych separaci ve 2D [63] [67].

1.6.1.2  Heart-cutting rezim vs. komplexni rezim

Dvourozmérnou separaci 1ze provést bud’ prenosem pouze zkoumané ¢asti prvniho rozméru,
coz se oznacuje jako chromatografie v rezimu ,heart-cutting®; nebo postupnym pienosem
celého objem eluédtu prvniho rozméru v mnoha malych alikvotech do druhého rozméru; tento

postup se oznacuje jako ,.komplexni* chromatografie (comprehensive LC) [65].

Tyto dva zakladni reZimy mohou byt dale déleny na podrezimy, diky cemuz muize byt tedy
online separace 2D-LC provedena cCtyfmi separatnimi rezimy (Obrazek 20): single
heart-cutting (LC-LC), vicenasobny heart-cutting (mLC-LC), GipIny komplexni rezim (LCxLC)
a selektivni komplexni rezim (sLCxLC) [64] [68].
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Obrazek 20: Schematické zndazorneéni ruznych technik 2D-LC a jejich hybridnich
implementaci. (A) Heart-cutting (LC-LC), (B) Vicendsobna heart-cutting (mLC-LC), (C)
Komplexni (LCXLC.; (D) Selektivni komplexni (sLC*LC). Prevzato z: [63].

ReZimy single heart-cutting (LC-LC) a multiple heart-cutting (mLC-LC) zahrnuji pfenos jedné
frakce nebo nékolika frakci mobilni faze z kolony 1D do kolony 2D pro dalsi separaci. Uplné
komplexni (LCxLC) a selektivni komplexni (sLCxLC) rezimy jsou, na rozdil od rezimu
heart-cutting, holistické ptistupy, které spocivaji v odbéru vzorku bud’ celého, nebo omezené

¢asti mobilni faze 1D v malych objemech, které jsou pravidelné zasilany k separaci 2D [64].

1.6.2 Modulace

Modulétor je hlavni soucasti modula¢niho procesu a je zodpovédny za periodicky pievod
shromazdéné frakce z 1D do 2D. Kazdy modulac¢ni cyklus zahrnuje tii kroky, véetné izolace
frakce, sbéru a pfevodu 1D eluentli do 2D kolony. Jednim z klicovych faktorti tspésného

modulacniho procesu je, zda lze ptevadéné frakce dobie separovat ve 2D [69].

1.6.2.1  Jednoducha ,,pasivni“ modulace zaloZena na ventilech

Pti jednoduché ventilové modulaci (tvz. pasivni [62]) jsou frakce z 1D mobilni faze Casto pfimo
davkovany pomoci vzorkovacich smycek do 2D kolony [69], pfi¢emZ se jedna o cely eluent,
jehoz objem ¢i koncentrace analyti nebyly zménény [70]. Moduldtor ma& proto pomérné
jednoduchou strukturu (Obrazek 21) — realizuje se pfipojenim jednoho nebo vice ventill

pomoci vzorkovacich smycek a ocelovych kapilar. Vytok z 1D kolony se tak shromazd’uje
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vzorkovaci smyckou a poté se prepinanim dvoupolohového elektronického ventilu prevadi

do 2D kolony [69].

cdpad odpad

10 - kolona 1D - kolona

2D - kolona

2D - kolona

2D - Eerpadlo 2D - éerpadlo

Obrazek 21: Obecné schéma pasivné-modulacniho rozhrani — osmiportovy ventil.
Prevzato a upraveno z: [62].

1.6.2.2  Modulace ventilii pomoci asistencni technologie

Velké Ttsili je veénovano hledani mechanismi, které optimalizuji fokusaci analyti
a/nebo minimalizuji odpad eluatu z 1D na 2D separaci. Doposud bylo ve 2D-LC systémech
pouzito n€kolik metod predupravy, véetné fedéni ¢i deleni, odsolovani, zachycovani pomoci
zachytnych kolon a odpatfovani pomoci vakua. Ve srovnani s jednoduchou modulaci
rozdilu slozitosti 1ze uvadéné modulétory rozd€lit do dvou kategorii: systémy s jednim ventilem
a systémy s vice ventily. Proces ptedupravy pifi modulaci s jednim ventilem je pomérné
jednoduchy, jelikoz ve vétSin€ piipada se jedna pouze o piidani tfetiho Cerpadla, které vytvaii

doplnujici pritok [69].

1.6.3 Pokroky v oblasti modulaé¢nich technik

Jeden z nejvice limitujicich problémi LCxLC je spojen s nastfikem v druhém rozméru. Injekéni
rozpoustédlo je ¢asto mnohem silné€jsi nez mobilni faze, zatimco davkovany objem je obvykle
mnohem Vvétsi nez u jednorozmérné kapalinové chromatografie (1D-LC) [71].
Tato nekompatibilita souvisejici se silou rozpoustédel mlize vést k deformovanym tvaram piki
véetné jejich rozsiteni, zkresleni a rozdé€leni, ke ztraté rozliSenti €i citlivosti ve druhém rozméru.
Proto se jedna o jednu z hlavnich ptfekazek mezi systémy rozpoustédel pouzivanymi v prvnim

a druhém rozméru [72].
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V nékterych piipadech dochazi také k vyskytu tvz. prilomového jevu (breakthrough
phenomenon). K tomuto jevu dochazi u dané slouceniny, kdy je vstfikovany objem tak velky,
ze Cast molekul eluuje s pikem rozpoustédla, zatimco druha c¢ast opousti vstfikované
rozpoustédlo, je zadrzovano na koloné a poskytuje pik s dlouhym pfednim chvostem
(Obrazek 22). Kromée zadrzovaného piku se tak eluuje pralomovy pik v blizkosti mrtvého ¢asu

kolony [71] [73].
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Obrazek 22: Mozné tvary piku v dusledku nesouladu sily rozpoustédla. Objemy vzorku
kyseliny salicylové vstriknutého do RPLC se silnym injekcnim rozpoustédlem (50% ACN):
(4) 0,7 ul; (B) 2,1 ul; (C) 3,4 ul; (D) 13 ul. Prulomovy pik je oznacen hvézdickou.
Prevzato a upraveno z: [73].

1.6.3.1 Stacionarni fazové asistovana modulace (SPAM)

Techniku SPAM poprvé demonstrovali Vonk a spol. (2015), pii¢emz se jedna o stale
populérnéjsi strategii aktivni modulace, ktera spociva v pouziti nizkoobjemovych zachytnych
(nebo ,,obohacovacich*) kolon, ¢asto oznacovanych jednoduse jako ,,pasti“ (trap columns),
namisto velkych zasobnich smycek (Obrazek 23). Vonk a spol. propojili tento aktivné
modulovany systém s nanoelektrosprejovym hmotnostnim spektrometrem s vysokym
rozliSenim pro separaci tryptickych peptidi smési Sesti proteinil a pro analyzu celého proteomu
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Vysledkem 24hodinové analyzy bylo vygenerovani

pfiblizn€ 20000 MS/MS spekter, coZ vedlo k identifikaci 701 proteind [70].
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Obrazek 23: Schéma dvou poloh rozhrani stacionarni fazove asistované modulace (SPAM).
Prevzato a upraveno z: [62].

Jedna se o to, ze 1D eluat je vzorkovan modulatorem, pficemz se predpoklada, Ze analyty jsou
zadrzovany stacionarni fazi v pastech, zatimco rozpoustédlo prochéazi nezadrzeno a opousti 1D
chromatograficky systém. Po pfepnuti ventilu eluuje 2D mobilni fdze (gradientni program)

zachycené analyty jako ostré, koncentrované pasy a zavadi je do kolony druhé dimenze [62].

Mezi vyhody SPAM patii 1) snizeni problémti s nekompatibilitou rozpoustédel, jelikoz dochazi
k odstranéni vétSiny 1D mobilni faze, i1) zlepSeni citlivosti detekce v diisledku koncentrace
analytu na zachytnych kolonach, iii) snizeni 2D injek¢nich objemt, coz umoziuje pouziti
kratkych 2D kolon bez ztraty Gi€innosti, a vyrazné zkracuje celkovou dobu analyzy. Je nezbytné,
aby vSechny analyty z 1D frakce byly dostatecné zadrzovany (a to po celou dobu trvani
modulace), aby nedoslo ke ztrat¢ analytd, a aby se zabranilo diskrimina¢nim G¢inkim. To mtize
byt naro¢né, pokud maji rtizné analyty znacné¢ odlisné chemické vlastnosti a fedici rozpoustédlo

nemusi vzdy zajistit Gplné zachyceni vSech analytt [62].

1.6.3.2  Modulator s aktivnim rozpoustédlem (ASM)

Stoll a kol. (2017) piedstavili ptistup aktivni modulace rozpoustédlem (ASM) (Obrazek 24).
Tento ptistup umozituje fedéni 1D vytoku slabym rozpoustédlem pied pfenosem do 2D kolony,
a to bez potieby dalsiho ptistrojového vybaveni. ASM je piibuzny konceptu tvz. pevné
modulace rozpoustédlem (FSM), avSak dilezitym rozdilem mezi témito modulacemi je to,
7ze ASM umozituje ptepinani proudu slabé mobilni faze béhem kazdého 2D separacniho cyklu,

coz je jedna z vyhod, kterou tato modulace, oproti FSM, poskytuje [72].
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Obrazek 24: Schéma aktivni modulace rozpoustédla (ASM) pro spojeni dvou dimenzi
separace v systemu 2D-LC. Prevzato a upraveno z: [62].
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Vyse zobrazeny ventil ma osm portl a ¢tyfi polohy. Polohy A a C jsou funkéné shodné
s polohami bézného osmiportového nebo desetiportového dvoupolohového ventilu
(Obrazek 21). V polohach B a D je vSak cast prutoku z 2D Cerpadla rozdélena a prochazi
obtokovou kapilarou. Tato ¢ast toku se piipoji k proudu kapaliny vystupujici ze smycky vzorku
piedtim, nez smés opusti ventil a vstoupi do 2D kolony. Timto zplisobem tato rozdélena Cast

2D toku fedi sebranou 1D frakci mobilni fazi ve 2D [62].

Ptinos tohoto pfistupu lze nejlépe ocenit na chromatografickych ptikladech. Jednou
z nejnovéjSich praci, kde byla tato modulace vyuZita, byla prace Stolla a kol. (2018), ve které
pouzili ASM k t¢innému spojeni HILIC a RP pro separaci proteint ve formatu online LCXLC,
coz je jinak pomérné obtizné kvili nesouladu mezi silou rozpoustédla a podminkami obvykle
pouzivanymi pro tyto dva separacni reZimy [74]. Déle byla ASM zavedena pro separaci peptidii
pomoci mLC-LC s RP separaci v obou rozmérech, kvantitativni stanoveni cilovych molekul
v polymernich matricich a separaci vitamind rozpustnych ve vodé¢ a v tucich pomoci sLCxLC

s vyuzitim HILIC a RP separaci [62].
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1.6.3.3  Odparovaci membranovy modulator (EMM)

Fornells a kol. (2018) vyvinuli odpafovaci membranovy modulator, ktery umoziuje o snizeni
objemu po 1D eluci on-line o pfedem stanoveny faktor bez ohledu na separa¢ni gradient. Tato
redukce objemu zajistuje, ze objem nastiiku ve 2D je vhodny pro druhou kolonu, ¢imz se
zabrani u¢inktim pretizeni 2D kolony. Kromé toho je slozeni rozpoustédla frakce konstantni

po celou dobu separace, coz zvysuje reprodukovatelnost 2D separaci [75].

Odpatovaci modul (Obrazek 25) se skladd z hydrofobni polytetrafluorethylenové (PTFE)
membrany umisténé mezi kapalinovym a plynovym kandlem. Horni kovovy povrch ma vstupni
a vystupni armatury a Ctyti velké otvory, umisténé piimo nad kanalem pro kapalinu, pro ¢tyfi

infracervené LED diody pouZzivané jako zdroj tepla pro odpatovani kapaliny [75].

Kanalek Kanalek pro
Kovovy kryt pro styk s plynem )
kapalinu Kanalky pro transport plynu k Eerpadiu
j / )\ vakua
[ \

\ ke vstupnimu

Hydrofébni ventilu
membréana

Obrazek 25: Jednotlivé vrstvy odparovaciho modulatoru s membranou.
Prevzato a upraveno z: [75].

1.6.3.4  Modulator Fedéni na koloné (ve sloupci) (ACD)

Chen a kol. (2019) modifikovali bézné dvourozmérné rozhrani pfidavnym pirecerpavacim
cerpadlem, které realizuje fedéni v koloné bez rozdéleni pritoku béhem modulace. Ve srovnani
s metodami ASM a FSM tato modulace umoziuje fizeni pfenosového toku a gradientového
toku ve druhém rozméru, diky ¢emuz je mozné presné regulovat faktor fedéni v koloné

a pohodIné optimalizovat separa¢ni podminky v obou rozmérech [76].

Ve srovndni s nastavenim standardniho dvourozmérného systému bylo pro ptenos frakci
ptidano ptecerpavaci Cerpadlo (Obrazek 26). Po této uprave druhé binarni gradientové erpadlo
JiZz necerpe mobilni fazi smyckou pro vzorek, ale na misto toho se pfenaSenad frakce

a gradientovy tok spojily pomoci T-konektoru a poté protékaly sméSovacem, nez doséhly druhé
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kolony. Pfepnutim ventilu se pienasend frakce spoji se slabym elu¢nim rozpoustédlem
z druhého gradientového Cerpadla ve sméSovaci, ¢imz se realizuje zakoncentrovani na koloné

[76].

[———— |
1D - kolona [r—— 10 - kolona

e

2D- 20 -
cerpadlo preéerpdavaci

cerpadlo i
cerpadlo

Mixer

2D - kolona 2D -kolona

Obrazek 26: Schéma systéemu LC % LC s tradicnim standardnim modulatorem (vievo) a
modulatorem s redénim na koloné (ACD) (vpravo). Prevzato a upraveno z: [76]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

e Kapalinovy chromatograf - kompaktni modularni systém HPLC Agilent 1290 Infinity II
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
o Autosampler [G7129B] (DEBA901196)
o Termostat kolon [G7130A] (DEBA901196)
o Cerpadlo mobilni faze — prvni dimenze [G1312B] (DEACB10451)
o Cerpadlo mobilni faze — druh4 dimenze [G7120A] (DEBAY01244)
o Vicenasobny heart-cutting rezim
= Piepinaci ventil A [G1170A] (DEBAD(09382)
= Piepinaci ventil B [G1170A] (DEBAD09393)
o Prepinaci 2D ventil s ASM [G1170A] (DEBAD0228)
o UV/VIS detektor [G7114B] (DEBAU00501)
o Koncentra¢ni smycky — objem 40 pul [G4242 — 64000]
e Kolony: Tabulka 3
e Analytické digitalni vahy Sartorius (SARTALEX, spol. s r.0., Usti nad Labem, CR)

Tabulka 3: Kolony

Rozméry Velikost ' Pouziti
Nazev Vyrobce ‘ Mobilni faze
[mm] ¢astic [um] [1D/2D]
Phenomenex,
Luna ® C18 redestilovana
Torrance, 150x 3 3 o 1D
(00F-4251-Y0) voda/acetonitril
CA, USA
redestilovana
Phenomenex,
Kinetex F5 voda/acetonitril;
Torrance, 100 x 2,1 2,6 ] 1D
(00D-4723-AN) redestilovana
CA, USA
voda/methanol
Arion® Biphenyl | Chromservis, redestilovana
5 100 x 2,1 3 o 1D
(ARI-5868-1121) Praha, CR voda/acetonitril

46




Tabulka 3: Kolony — pokracovani

Rozméry Velikost . Pouziti
Nazev Vyrobce . Mobilni faze
[mm] castic [um] [1D/2D]
. ‘ Phenomenex, .
Kinetex ® Biphenyl redestilovana
Torrance, 50x 4,6 2,6 2D
(00B-4622-E0) voda/acetonitril
CA, USA
. RESTEK, .
Raptor Biphenyl redestilovana
Bellefonte, 30x 3 2,7 2D
(9309A3E) voda/acetonitril
PA, USA

2.2 Chemikalie

2.2.1 Mobilni faze

e Redestilovand voda — voda ciSténd zatizenim Milli-Q Reference (Merck
Millipore, Billerica, MA, USA)

e Acetonitril LC-MS CHROMASOLYV (Merck Merck Millipore, Billerica, MA,
USA)

e Methanol LC-MS CHROMASOLYV (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)

2.2.2 Alkylbenzeny + aceton

e Benzen (CsHps)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)

o molekulova hmotnost: 78,11 g/mol
o CAS: 71-43-2

e Toluen (C¢HsCH3)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)

o molekulova hmotnost: 92,14 g/mol
o CAS: 108-88-3

e Ethylbenzen (CsHsC2Hs)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)
o molekulova hmotnost: 106,17 g/mol
o CAS:100-41-4
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e Propylbenzen (CsHsCH>CH2CH3)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)
o molekulova hmotnost: 120,19 g/mol
o CAS: 103-65-1

e Butylbenzen (CsHs(CH2)3:CH3)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)
o molekulova hmotnost: 134,22 g/mol
o CAS: 104-51-8

e Amylbenzen (C¢Hs3(CH2)sCH3)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)
o molekulova hmotnost: 148,24 g/mol
o CAS: 538-68-1

e Aceton (CH3COCH3)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)
o molekulova hmotnost: 58,08 g/mol
o CAS: 67-64-1

2.2.3 Standardy

e sodnd stl méd’natého komplexu chlorofylinu (C34H31CuN4Na3Oe)
o Sigma-Aldrich (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA)
o molekulova hmotnost: 724,15 g/mol
o CAS: 11006-34-1

e Chlorin e4 (C33H36N404)
o Frontier Scientific (Frontier Scientific Inc, Newark, DE, USA)
o molekulova hmotnost: 552,663 g/mol
o CAS: 550-52-7

e Chlorin e6 (C34H36N40e)
o Frontier Scientific (Frontier Scientific Inc, Newark, DE, USA)
o molekulovd hmotnost: 596,673 g/mol
o CAS: 19660-77-6
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2.3 Pracovni postup

2.3.1 Priprava standardia

Standard sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu byl pfipraven do 1,5 ml sklenéné vialky,
a to navazenim 10,3 mg této soli a napipetovanim 1 ml redestilovné vody (vysledna ptiblizna
koncentrace: 10,3 mg/ml). Standardy Chlorinu e4 a Chlorinu e6 byly pfipraveny navazenim
1 mg standardd do samostatnych 1,5 ml sklenénych vialek s 1 ml redestilované vody (vysledné
pfiblizné koncentrace: 1 mg/ml). Takto pfipravené standardy byly pouZity pro HPLC analyzy,

a to jak v klasickém, tak 1 ve dvoudimenzionalnim modu.

2.3.2 Priprava smési alkylbenzenii

Testovaci smés alkylbenzenli pro byla pfipravena napipetovanim 10 pl jednotlivych
alkylbenzenii (benzen (B); toluen (mB); ethylbenzen (eB); propylbenzen (pB); butylbenzen
(bB); amylbenzen (aB)) a 30 pl acetonu do 10ml odmérné baiiky, ktera byla doplnéna
acetonitrilem po rysku. Pro ucely analyzy bylo ndsledn¢é napipetovano do sklenéné 1,5 ml
vialky 800 ul této smési a 200 pl redestilované vody. Takto piipravena smés byla pouzita

pro HPLC analyzy v jednorozmérném modu.
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2.4 Podminky méreni

2.4.1 Stanoveni zpoZdéni gradientu
Zpozdéni gradientu bylo stanovovdano za pouziti mobilni faze: redestilovana
voda (A)/0,2% aceton v redestilované vodé (B). Byly proméfovany nasledujici tfi prutoky:
0,06 ml/min; 0,2 ml/min; 0,4 ml/min, a to s koncentraénim gradientem mobilni faze

viz Tabulka 4, a to pti vinové délce 280 nm.

Tabulka 4: Zpozdeni gradientu — koncentracni gradient

CAS [min] | Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%)]
0 100 0
1 100 0
5 0 100
9 0 100
10 100 0

11 - STOP

+ 5 (post-time)

2.4.2 Jednorozmérna analyza HPLC

Analyzy smési alkylbenzenii a standardii probihaly na rtznych typech kolon, které jsou
uvedeny v Tabulka 3:1D. Jako mobilni faze byla pouzita redestilovana voda (A)/acetonitril (B),
v ptipad¢ kolony €. 2 byla testovana i mobilni faze ve slozeni redestilovana voda (A)/methanol
(B). Co se tyce analyz standardii, na kolony byly aplikovany riizné koncentrace mobilnich fazi,
a to v rdmci tii koncentracnich gradientl (Tabulka 5-6). Pro smés alkylbenzent byl pouzit jak
mad izokraticky (mobilni faze = 90 % (v/v) acetonitril/voda, doba analyzy: 15 minut pro kolony
¢. 1 a 3; mobilni fize = 60 % (v/v) acetonitril (methanol) /voda, doba analyzy: 15 minut
pro kolonu €. 2), tak 1 mod s koncentracnim gradientem (Tabulka 8). Co se tyce pratoki mobilni
faze, na koloné €. 1 byl 0,4 ml/min, a na kolonach €. 2 a 3 byl 0,13 ml/min. Davkované mnozstvi
vzorkli bylo 5 pl. Teplota termostatu kolon béhem analyzy byla 30 °C. Standardy byly
proméfeny pifi vlnovych délkach 280 a 400 nm, smés alkylbezenli pouze pii vinové

délce 280 nm.
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Tabulka 5: Standardy: 1. koncentracni gradient pro klasickou HPLC.

L. koncentra¢ni gradient
CAS [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 95 5
30 0 100
35 0 100
36 95 5
40 - STOP

Tabulka 6: Standardy: 11. koncentracni gradient pro klasickou HPLC.

I1. koncentra¢ni gradient
CAS [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 95 5
20 0 100
25 0 100
26 95 5
30 - STOP

Tabulka 7: Standardy: I11. koncentracni gradient pro klasickou HPLC.

I11. koncentracni gradient
CAS [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 85 15
30 0 100
35 0 100
36 85 15
40 - STOP

Tabulka 8: Smes alkylbenzenii — koncentracni gradient

CAS [min] Mobilni faze A [%] Mobilni fize B [%]
0 50 50
10 0 100
15 0 100
16 50 50
20 - STOP
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2.4.3 Dvourozmérna analyza 2D-HPLC

Analyzy standardii probihaly v komplexnim rezimu bez/s ASM modulatorem (Obrazek 27),
a to na kolonéch €. 1; 2; 4 a 5 viz Tabulka 3. Jako mobilni faze byla pouzita redestilovana
voda (A)/acetonitril (B), v ptfipad¢ kolony €. 2 byla testovana i mobilni faze ve slozeni
redestilovana voda (A)/methanol (B). Na kolony v prvni dimenzi byl aplikovan koncentra¢ni
gradient mobilnich fazi viz Tabulka 9, v druhé dimenzi byl pouzit gradient viz Tabulka 10.
V prvni dimenzi byl pritok mobilni faze 0,060 ml/min, ve druhé dimenzi byl 3,5 ml/min.

Dévkované mnozstvi vzorku bylo 10 pl. Teplota termostatu kolon béhem analyzy byla 30 °C.

Standardy byly prométeny pti vinové délce 400 nm.

mreRinaci vanlita

mreRinaci venlil B

miEpinaci ventil &

pieginaci ventil B

Obrazek 27: Schéma zapojeni ventilii pro 2D-LC s ASM modulatorem

Tabulka 9: Standardy: Koncentracni gradient pro 2D-LC — prvni dimenze

1D rozmeér
CAS [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 95 5
180 0 100
200 0 100
201 95 5
220 - STOP
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Tabulka 10: Standardy: Koncentracni gradient pro 2D-LC — druha dimenze

2D rozmér
CAS [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 85 15
0,65 0 100
0,70 — prepnuti ventilu

2.5 Vyhodnoceni dat

Data z chromatografickych analyz byla zaznamendna a vyhodnocena v softwaru OpenLab
ChemStation CDS 1.11. Chromatogramy byly déle ptevedeny ve formatu CSV do softwaru MS
Excel, a to véetn¢ zaznami stanoveni zpozdéni gradientu. 2D chromatogramy byly z formatu
CSV importovany do softwaru Eval 2D, verze 2.71 (Obrazek 28), pro vyhodnoceni 2D dat

(autor doc. Ing. P. Cesla, Ph.D., Univerzita Pardubice) a zpracovany ve formé vrstevnicovych

grafii.
Fié Eval2D Ver2.71 Lite - O X
File Edit Plot Commands DataEvaluation Help
File name: C:/Python27/wyhodnoceni.csv Normalization of input data
Data type: raw data Mormalizationsca [~ Logaritmical scale
Datapoints: 263992 1
SRpons J ¥ Cut negative timepoints
Cut high values (% Cut low values (%
0 0.0
I I
Dead volume correction [min]:
0@
]

¥ Do not change data scale

Transformation of input data

Time from: | 0.0003 Loop sw. time [s]: [~ Text entry Sampling frequency:
Time to: 219.9928 42 I— ~
_Ime ° I Switching time [s] > Hz '—I
Timepoints below zero: 0 | 10 Hz -
Max response: 302.882552146912 2O Hz LI
Min response:  |-2.40087509155274 Contour plots options
I Signal mean: |?.5?D421265549344 Number of automatically chosen leve
I Signal median: | 2.35074758529663 ) 250 I~ Use defaultvalues [ Show colorbar
Plot graphic template: | 1stD axis title: | 2ndD axis title: Plot title:
default.e2t 1D €as [min] 20 éas [min]

Data transformation was succesfull

Obrazek 28: Nastaveni v softwaru Eval2D Ver2.71 Lite
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Zpozdéni gradientu

Zpozdéni gradientu (Tabulka 11) bylo stanovovano za pouziti mobilni faze: redestilovana
voda (A)/0,2% aceton v redestilované vodé (B). Byly proméfovany tii pritoky s koncentraénim
gradientem mobilni faze viz Tabulka 4, a to pfi vinové délce 280 nm. Pfi méteni byla, namisto
kolony, pouZita ocelova spojka s nulovym vnitinim objemem. V pfiloze jsou vloZzeny grafy
namétenych prabéhti absorbance v zavislosti na Case (Graf P1-3). Z uvedenych zavislosti bylo
zpozdéni gradientu odecteno jako zlom na prubéhu signalu v ¢asovych jednotkach, a to od
pocatku zmény slozeni mobilni fize nastavené na erpadle (1 min, Tabulka 4). Cas zpozdéni
byl pomoci nastaveného objemového pratoku piepocitin na hodnotu objemu zpozdéni

gradientu. Vysledné primérné objemy jsou zaznamenané v Tabulce 11.

Tabulka 11: Zpozdeni gradientu

Pritok [ml/min] | Primérny objem zpozdéni gradientu [ml]

0,06 0,339
0,2 0,356
0,4 0,397

Hodnoty objemu zpozdéni gradientu naméiené pii riznych pratocich se mirn€ zvysuji, nicméné

zmény oproti priméru se pohybuji do 10 %. Primérnéd hodnota zpoZzdéni je 0,364 ml.
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3.2 Vybér a hodnoceni kolon pro prvni dimenzi

Analyzy byly provadény v systému reverznich fazi s pouzitim kombinaci redestilovana
voda/acetonitril a redestilovand voda/methanol jako mobilni faze. Kolony byly zvoleny
na zéklad¢ poznatkll ziskanych z literatury a z predchozich diplomovych praci, které byly
zpracovany na Fakulté chemicko-technologické Univerzity Pardubice, konkrétné se jedna
o nasledujici prace: Bc. Helena Lanikova: Analyza porfyrinovych potravindiskych barviv
pomoci kapalinové chromatografie (2017) [77]; Bc. Barbora Blazickova: Dvourozmérna
kapalinova chromatografie oxyethylenovanych acylglyceroli s vyuzitim fokusa¢ni modulace
(2022) [78]; Be. Katefina Novakova: Dvourozmérné separace prirodnich barviv kapalinovou
chromatografii (2019) [79]; Bec. Karin Sokolova: Separace porfyrinovych potravinaiskych
barviv kapalinovou chromatografii (2020) [80].

Kolona €. 1 s C18 fazi byla zvolena pro predpokladané a pozadované nizsi retence oproti
kolondm s aromatickymi fadzemi, které byly uzity v druhé dimenzi analyzy. Kolona €. 2
s pentafluorfenylpropylovou fazi (F5) je oproti bifenylové fazi polarnéjsi a pokud pouzijeme
mobilni fazi redestilovand voda/acetonitril, dochazi navic ke sniZzeni m-m interakci,
a to ve srovnani s mobilni fazi redestilovana voda/methanol. Kolona €. 3 s bifenylovou fazi byla
zvolena kvili porovnani u¢innosti C18 fazi a aromatickych fazi, které byly pouzity v druhé

dimenzi.

3.2.1 Analyza testovaci smési alkylbenzenii

Pro nalezeni nejvhodnéjsich kolon byla pouzita testovaci smés alkylbenzentu (benzen (B);
toluen (mB); ethylbenzen (eB); propylbenzen (pB); butylbenzen (bB); amylbenzen (aB); aceton
(Ac)), prostifednictvim které byla zjistovana jejich Gc€innost. Ziskané primérné retencni Casy
(tr), logaritmus retenc¢niho faktoru (log k) (Rovnice 2), Sitky pikd v poloviné vysSky (wo,sn)
a ucinnosti kolony (N) (resp. pocty teoretickych pater) (Rovnice 3) jsou zaznamenané
v Tabulce P1 pro izokratickou analyzu a v Tabulce P2 pro analyzu s koncentracnim gradientem

mobilni faze.

Rovnice 2: Logaritmus retencniho casu k

tr
logk =log(————1)

m(aceton)
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Rovnice 3: Ucinnost kolony — pocet teoretickych pater N

tr

N = 5,545 * ( )2

Wo,5h
V Grafech 1 a 2 je porovnani poctu teoretickych pater (N) jednotlivych alkylbenzent
na kolonach, a to v izokratickém moédu a v modu s koncentracnim gradientem. Nejvyssi
ucinnost vykazovaly kolony €. 1 a ¢. 3. Naopak nejnizsi uc¢innost vykazuje kolona €. 2, a to jak
s pouzitim methanolu, tak s pouzitim acetonitrilu (v kombinaci s redestilovanou vodou) jako

mobilni faze.

Porovnani poétu teoretickych pater - izokraticka analyza

10000
9000
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7000
6000

5000
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3000
2000
= o Ui Mo A e Hhon o
0
& o & & &

S A & & 0 2 &
o & & & & & &

pocet teoretickych pater

o
v hS) Y 3 WP 0
S 5 ) &
& & & &
Q
mLuna® C18 M Arion © Bifenyl

M Kinetex F5 - redestilovana voda/methanol EKinetex F5 - redestilovana voda/acetonitril

Graf 1: Porovnani poctu teoretickych pater — izokraticka analyza

Porovnani poctu teoretickych pater - analyza s
koncentracnim gradientem

pocetteoretickych pater
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Graf 2: Porovnani poctu teoretickych pater — analyza s koncentracnim gradientem
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Ze ziskanych reten¢nich cast (tr) a Sitek pikl (wo,sn) byly nasledné vypocitany pikové kapacity
(np) (Tabulka P3) dle Rovnice 4 a Rovnice 5 — a to jak pro izokratickou, tak i pro analyzu

s koncentra¢nim gradientem.
Rovnice 4: Pikova kapacita (n,)
14 Z tr — tr-1
Wosn * 1,699
Rovnice 5: Primeérna pikova kapacita (np, primer)

tR,poslednl’— tm (aceton)

Np crwr. = 1
,pramér 699
Wo sh,praomeér * 1,

V Grafu 3 je porovnani pikovych kapacit kolon, a to vizokratickém moédu a v modu
s koncentra¢nim gradientem. V obou modech vykazoval nejvétsi pikovou kapacitu kolona €. 1.
Kolona €. 3 vykazovala nejvétsi pikovou kapacitu pouze v modu s koncentracnim gradientem,
tedy spolecné s kolonou €. 1. Naopak nejmensi pikovou kapacitu vykazuje kolona €. 2, a to jak
s pouzitim methanolu, tak s pouzitim acetonitrilu (v kombinaci s redestilovanou vodou) jako
mobilni faze. Dale je z porovnani pikovych kapacit zjevné, Ze pouziti gradientové eluce vede

v

k vyrazné vyssi pikové kapacite.

Pikové kapacity kolon
40 A
35 4

30 A
25 A
20 A
15 4
10 -
 Aumn Annn RNED AREN
0

Pikova kapacita - Priimérna pikova Pikova kapacita - méd s Priimérna pikova
izokraticky méd kapacita - izokraticky konc. gradientem kapacita - mad s konc.
maéd gradientem
Hluna®C18 M Arion @ Bifenyl

M Kinetex F5 - redestilovana voda/methanol M Kinetex F5 - redestilovana voda/acetonitril

Graf 3: Pikové kapacity kolon
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3.2.2 Analyza standardi

Analyzy standardu sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu, Chlorinu e4 a Chlorinu e6
byly provadény v systému reverznich fazi s pouzitim kombinaci redestilovana voda/acetonitril
a redestilovand voda/methanol jako mobilni faze. Na zvolené kolony byly vkladany tfi
koncentracni gradienty mobilni faze (Tabulka 5-6) a detekce probihala pfi dvou vinovych

délkéach 280 a 400 nm.

Nize jsou uvedeny analyzy Chlorinu e4 a Chlorinu e6 (Graf 4-7) na riznych kolonéch pii
vlnové délce 280 nm, a to v modu s I1I. koncentracnim gradientem (Tabulka 7). Z provedenych
analyz vyplyva, ze u III. koncentracniho gradientu dochéazelo k nejlepSimu déleni chlorint od
dalsich minoritnich latek na zdznamu. Protoze majoritni slozka obou chlorind eluuje pfiblizné
v poloviné gradientové analyzy, byl profil IIl. koncentra¢niho gradientu nejvhodnéjsi také

s ohledem na vyss$i pocatecni koncentrace acetonitrilu.

Chromatogram: Chlorin e4 a Chlorin e6 - kolona &. 1

Chlorin ed

absorbance

———Chlorin e6

0 10 20 30 40
¢as [min]

Graf 4: Chromatogram — Chlorin e4 a Chlorin e6, kolona: Luna ® C18;
mobilni faze: redestilovand voda/acetonitril; mod.: I11. koncentracni gradient,
vinova délka: 280 nm
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Chromatogram: Chlorin e4 a Chlorin e6 -
kolona &. 2@
16
14
12
o 10 ‘
2 8
]
£ ‘ Chlorin ed
2 "
g J | =——Chlorin e6
9 ‘ f ” [
0 b || | \|||I - - II[I. i !!Il .
-2 d\-!l “‘!:,_, W ___,'j-_, ‘-10. e L 7._‘.-‘{;:.-.:2:6-_5‘;..‘- RAAY . 30 ﬂo
-4
¢as [min]

Graf 5: Chromatogram — Chlorin e4 a Chlorin e6, kolona: Kinetex F5;
mobilni faze: redestilovand voda/acetonitril (= ¢); mod.: Il1l. koncentracni gradient;
vinova délka: 280 nm

Chromatogram: Chlorin e4 a Chlorin €6 -
kolona €. 2™
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Graf 6. Chromatogram — Chlorin e4 a Chlorin e6, kolona: Kinetex F'5;
mobilni faze: redestilovana voda/methanol (="); mod: IIl. koncentracni gradient;
vinova délka: 280 nm
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Chromatogram: Chlorin e4 a Chlorin e6 -
kolona €. 3
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Graf 7: Chromatogram — Chlorin e4 a Chlorin e6, kolona: Arion® Biphenyl;
mobilni faze: redestilovand voda/acetonitril; mod.: I11. koncentracni gradient;
vinova délka: 280 nm

Ze zaznami separaci je patrny vliv typu mobilni f4ze na retenci pii pouZiti kolony Kinetex F5.
ProtoZe se jedna o aromatickou fazi poskytujici vyrazné n-m interakce, vede pouziti acetonitrilu
ke snizeni retence diky interakci m-elektront nitrilové skupiny (Graf 5 vs. Graf 6). Pro 2D
separace byla do prvni dimenze zvolena kolona Luna® CI18, ktera poskytuje nizsi,

ale dostatecnou retenci v porovnani s bifenylovou fazi, ktera byla zvolena do druhé dimenze.

Déle je uveden chromatogram sodné soli médnatého komplexu chlorofylinu, a to jako

porovnani analyz pii vlnovych délkach 280 a 400 nm na koloné ¢. 1 (Graf §), v mddu

s III. koncentracnim gradientem.
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Chromatogram: sodnéa slil médnhatého komplexu

chlorofylinu - kolona €. 1
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Graf 8: Chromatogram — sodna sul mednatého komplexu chlorofylinu, kolona: Luna ® CI18;
mobilni faze: redestilovand voda/acetonitril; mod: 111. koncentracni gradient;
vinova délka: 280 nm a 400 nm

Z grafu separace sodné soli méd'natého komplexu chlorofylinu je vidét, Ze tato smes vykazuje
vyrazné€ lepsi absorbanci pii vinové délce 400 nm, kdy na rozdil od chlorinil je absorpce zatfeni
pii 280 nm minimalni. Déle je vidét, ze pro C18 kolonu je separace nedokonald, a proto je

vyhodné pouziti 2D systému.

3.3 Analyzy ve dvoudimenzionalnim modu

Analyzy byly provadény v systému reverznich fazi s pouzitim kombinaci redestilovana
voda/acetonitril a redestilovand voda/methanol jako mobilni faze. Kolony byly zvoleny
na zaklad¢ poznatkli ziskanych z literatury a z predchozich diplomovych praci, které byly
zpracovany na Fakulté chemicko-technologické Univerzity Pardubice, konkrétné se jedna
o nasledujici prace: Bc. Helena Lanikova: Analyza porfyrinovych potravindiskych barviv
pomoci kapalinové chromatografie (2017) [77]; Bc. Barbora Blazickova: Dvourozmeérna
kapalinova chromatografie oxyethylenovanych acylglyceroli s vyuzitim fokusa¢ni modulace
(2022) [78]; Bc. Katefina Novakova: Dvourozmérné separace piirodnich barviv kapalinovou
chromatografii (2019) [79]; Be. Karin Sokolova: Separace porfyrinovych potravinaiskych
barviv kapalinovou chromatografii (2020) [80]. Dale byly aplikovany poznatky ziskané u 1D

analyz v ramci této diplomové prace.
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V prvni dimenzi byly pouzity nésledujici kolony: kolona ¢. 1 s C18 ¢asticemi byla zvolena pro
predpokladané a pozadované nizsi retence oproti kolondm s ¢asticemi s aromatickou fazi, ktera
byla uzita v druhé dimenzi analyzy; déle kolona ¢. 2 s pentafluorfenylpropylovou fazi (F5) je
oproti bifenylové fazi polarné€jsi a pii pouziti mobilni fdze redestilovand voda/acetonitril,
dochazi navic ke snizeni m-m interakci, a to ve srovnani s mobilni fazi redestilovana

voda/methanol.

Pro druhou dimenzi byly zvoleny kolony ¢. 4 a 5 (viz Tabulka 3), pficemz se jedna o kolony
s aromatickymi fazemi. Analyzy standardii probihaly v komplexnim rezimu, a to v analyzach
s a bez ASM modulatoru (Obréazek 24). Na kolony v prvni dimenzi byl aplikovan koncentracni

gradient mobilnich fazi viz Tabulka 9, v druh¢é dimenzi byl pouzit gradient viz Tabulka 10.

NiZze jsou uvedeny vysledné chromatogramy (Graf 9-16), které byly zpracovany
pomoci softwari OpenLab ChemStation CDS 1.11 a Eval 2D (verze 2.71, autor doc. Ing. P.
Cesla, Ph.D., Univerzita Pardubice), a to ve form& vrstevnicovych grafi a izometrického 3D

zobrazeni.
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bez ASM
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Graf 9: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formé vrstevnicovych
grafii. Kolony: Luna®C18 v 1D + Kinetex® Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni faze: redestilovanda voda/acetonitril, prutok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm; teplota termostatu kolon: 30 °C
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bez ASM

Graf 10: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formeé
izometrického 3D zobrazeni. Kolony: Luna® CI18 v 1D + Kinetex® Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni fdze: redestilovana voda/acetonitril, priutok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
deélka: 400 nm; teplota termostatu kolon: 30 °C
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bez ASM
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Graf 11: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formeé
vrstevnicovych grafii. Kolony: Kinetex F5 v 1D + Kinetex® Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni faze: redestilovand voda/acetonitril (= ¢), pritok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 8; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm; Teplota termostatu kolon: 30 °C
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bez ASM

ASM

Graf 12: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formé
izometrického 3D zobrazeni. Kolony: Kinetex F5*v ID + Kinetex® Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni faze: redestilovana voda/acetonitril (= ¢), pritok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 8; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm; Teplota termostatu kolon: 30 °C
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bez ASM
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Graf 13: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formeé
vrstevnicovych grafii. Kolony: Kinetex F5" v ID + Kinetex® Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni faze: redestilovana voda/methanol (= "), prutok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 8; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm; Teplota termostatu kolon: 30 °C
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Graf 14: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formé
izometrickeho 3D zobrazeni. Kolony: Kinetex F5™ v 1D + Kinetex® Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni faze: redestilovand voda/methanol (= m), pritok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 8; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm; teplota termostatu kolon: 30 °C
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Graf 15: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formeé
vrstevnicovych grafii. Kolony: Luna® CI18 v 1D + Raptor Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni faze: redestilovand voda/acetonitril, prutok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 8; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm; teplota termostatu kolon: 30 °C
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bez ASM
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Graf 16: Porovnani 2D separace pro modulaci bez a s fokusaci (ASM) ve formé
izometrického 3D zobrazeni. Kolony: Luna® CI18 v 1D + Raptor Biphenyl v 2D

Podminky: 1D — mobilni fdaze: redestilovand voda/acetonitril, priitok mobilni
faze: 0,060 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 8; 2D — mobilni faze: redestilovana
voda/acetonitril, priitok mobilni faze: 3,5 ml/min, koncentracni gradient viz. Tabulka 9; vinova
délka: 400 nm, teplota termostatu kolon: 30 °C
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Z provedenych 2D analyz a vyslednych chromatogramii je vidét, Zze pouzity RP x RP systém
je, 1 pfes rozdily v retenci na kolonach v 1D a 2D, ¢aste¢né korelovany. Piky jsou rozmistény

v 2D chromatogramu z vétsi ¢asti podél diagonaly a nezasahuji do celé plochy.

Pti porovnani dvou rozdilnych kolon pouzitych ve 2D (Kinetex® Biphenyl a Raptor Biphenyl)
je evidentni lepsi rozdéleni slozek vzorku sodné soli médnatého komplexu chlorofylinu
pro kolonu Raptor Biphenyl (Graf 15 a Graf 16). U kolony Kinetex® Biphenyl (Graf 9
a Graf 10) eluuji piky v druhé piilce gradientu v 2D, zatimco pro Raptor Biphenyl je vyuzita

témer cela ¢ast ¢asu v 2D.

V prvni dimenzi byly porovndvany kolony Luna® CI18 (Graf 9 a Graf 10) a Kinetex F5
(Graf 11 a Graf 12) v mobilnich fazich s acetonitrilem. Kolona Kinetex F5 poskytuje obecné
niZ8i retenci, nicméné piky jsou v rozsahu 2D analyzy rozdéleny ve vétSim Casovém okné,
a celkové je tak dosazeno lepSiho rozdéleni. Piky na 2D chromatogramu jsou také posunuty
v ose druhé dimenze k vyS$§im castim, coz miize byt zplisobeno prevodem frakeci s niz§im

obsahem acetonitrilu, a tedy mensim ovlivnénim nasledné separace ve 2D.

Byly také porovnavany pro kolonu Kinetex F5 dvé mobilni faze v 1D, a to redestilovana
voda/acetonitril (Graf 11 a Graf 12) a redestilovand voda/methanol (Graf 13 a Graf 14).
Podobné jako u jednorozmérné analyzy vede pouziti acetonitrilu k potla¢eni m-m interakei,
a tedy ke sniZeni retence a rozliSeni v 1D. Pro methanol tak bylo dosazeno vyrazné lepsi

separace a zarovein k nejvét§imu vyuziti plochy na dvourozmérném chromatogramu.

Vsechny cCtyfi systémy dvourozmérné analyzy byly zaroven pouzity pro testovani rezimu
pievodu frakci bez a s fokusacni modulaci (ASM). Obecné je z porovnanych zaznamu vidét
vyrazny narast odezev zpusobeny mensim rozmytim pikii zejména v 2D. Dale je pro nckteré
kombinace patrné potlaceni vlivu prevodu rozpoustédla s vysokou elucni silou do druhé
dimenze. Uvedeny efekt je patrny zejména pro déleni minoritnich piki, a to naptiklad pro
kombinaci kolon Kinetex F5 s redestilovanou vodou/methanolem v 1D a Kinetex® Biphenyl

s redestilovanou vodou/acetonitrilem v 2D (Graf 13 a Graf 14).

Zavérem je mozné shrnout provedené experimenty a dosazené vysledky a konstatovat pozitivni
vliv vybranych kombinaci kolon a podminek na zlepSeni separace chlorofylinti, a to vetné
pouziti techniky aktivni modulace rozpoustédlem. U budoucich pokracovani vyzkumu by bylo
vhodné provést identifikaci sloZek a pfipadnou kvantifikaci, coz vSak presahuje ramec a cile

této diplomové prace.
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4 ZAVER

Cilem diplomové¢ préace byla analyza a separace méd’'natych komplexii chlorofylt a chlorofylinti
dvourozmérnou kapalinovou chromatografii. Pfed samotnymi analyzami v 2D rezimu byly
u jednotlivych kolon stanoveny chromatografické/retenéni parametry pomoci testovaci smeési
alkylbenzeni (s acetonem), a to konkrétné ti¢innost kolon (respektive pocet teoretickych pater)
a pikova kapacita. Nejvyssi pocet teoretickych pater byl naméfen u kolon Luna® CI18
a Arion® Biphenyl, a to jak v izokratickém, tak v mdédu s koncentraénim gradientem. Nejveétsi
pikovou kapacitu vykazovala téZ kolona Luna® C18, a to opét v obou méddech analyz. Kolona
Arion® Biphenyl vykazovala srovnatelnou pikovou kapacitu s kolonou Luna® C18 pouze
v modu s koncentracnim gradientem. Z vysledkti bylo zjevné, Ze pouziti gradientové eluce
vedlo k vyrazné vys$§im pikovym kapacitam. Dale bylo stanoveno zpozdéni gradientu za pouziti
mobilni faze redestilovana voda/0,2% aceton v redestilované vodé, a to pii tfech pritocich
s koncentra¢nim gradientem. Parametr zpozdéni gradientu byl stanoven s ohledem na vyuziti
tohoto Cerpadla v prvni dimenzi 2D systému, kdy jsou pouZzivany nizké priitoky a zpozdéni tak

ovlivituje podobu 2D analyzy.

Jednotlivé standardy porfyrinti byly analyzovany v 1D rezimu pii tfech koncentracnich
gradientech s reverzni fazi, konkrétné se jednalo o mobilni fazi redestilovana voda/acetonitril,
v ptipad¢ kolony Kinetex F5 byla také zkousSena mobilni faze redestilovana voda/methanol,
jelikoz pouziti acetonitrilu vedlo ke snizeni retence. Méteni probihalo pii vinové délce 280 nm,
avSak u standardu sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu se ukazala jako vhodnéjsi

délka 400 nm, pii které vykazovala vyrazné lepsi absorbanci.

Analyzy standardu sodné soli médnatého komplexu chlorofylinu ve dvoudimenzionalnim
modu opét probihaly v systému reverznich fazi, pricemz do prvni dimenze byly zvoleny kolony
Luna® C18 a Kinetex F5, a do druhé dimenze kolony s aromatickou fazi, konkrétné Kinetex®
Biphenyl a Raptor Biphenyl. Analyzy byly provedeny v komplexnim rezimu s mobilnimi
fazemi, které byly taktéZz pouzity pro jednorozmérnou analyzou. Kolona Kinetex F5
poskytovala nizsi retenci, avSak diky rozdéleni pikli ve vétSim Casovém okné bylo celkové
dosazeno lepsiho rozdéleni. Pti pouziti mobilni faze redestilovana voda/methanol, na koloné
Kinetex FS5, bylo oproti kombinaci redestilovand voda/acetonitril dosaZeno vyrazné lepsi
separace. Co se ty¢e druhé dimenze, evidentné lepsi rozde€leni sloZek standardu doslo na koloné

Raptor Biphenyl.
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Analyzy v 2D byly zaroven pouzity pro porovnani separaci bez a s rezimem s fokusacni
modulaci (ASM), pficemz bylo zfejmé, Ze pii pouziti rezimu s ASM doSlo k vyraznému nartistu

odezev, coz bylo mimo jiné zptisobeno mensim rozmytim pikda.
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Tabulka P1: Testovaci smés alkylbenzenii — izokraticka analyza. tr = retencni cas latky;
wo,sn = Sitka piku latky v poloviné vysky, Ni., = ucinnost kolony, log k = logaritmus
retencniho faktoru k

Luna ® C18 Arion ® Bifenyl
Latka | tr [min] | wosn [min] | Nig logk | tr[min] | wosn [min] | Nixn | logk
Ac 1,991 0,096 2400 2,6 0,114 2867
B 2,429 0,115 2481 | -0,658 3,002 0,130 2961 | -0,811
mB 3,109 0,099 5455 | -0,251 3,125 0,0812 8207 | -0,695
eB 3,574 0,123 4692 | -0,0997 | 3,272 0,092 7012 | -0,588
pB 4,188 0,135 5327 | 0,0427 3,405 0,105 5859 | -0,509
bB 4,999 0,145 6568 | 0,179 3,592 0,109 6049 | -0,419
aB 5,501 0,137 8997 | 0,246 3,939 0,1217 5809 | -0,288
Kinetex F5 (redestil. voda/methanol) | Kinetex F5 (redestil. voda/acetonitril)
Latka | tr [min] | wosn [min] | Nizo | logk | tz [min] | wosn [min] | Nize log k
Ac 2,337 0,119 2149 2,383 0,122 2118
B 2,873 0,154 19421 -0,639 | 2 977 0,155 2039 | -0,603
mB 3,12 0,157 2204 | -0,475 | 3243 0,162 2230 | -0,443
eB 3,363 0,155 2607 | -0,358 3,501 0,163 2555 | -0,328
pB | 3,715 0,206 | 1803 | -0,229 | 3 gg3 0,219 | 1743 | -0,201
bB 4,177 0,206 2284 | -0,104 438 0,221 2172 | -0,0767
aB 4,761 0,240 2177 | 0,0159 4,986 0,255 2126 | 0,0384
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Tabulka P2: Testovaci smés alkylbenzenii — analyza s koncentracnim gradientem.
tr = retencni cas latky; wo sy = Sirka piku latky v polovine vysky; Ngraa = ucinnost kolony

Luna ® C18 Arion ® Bifenyl

Latka tr [min] Wo,5h [min] Ngrad tr [min] Wo,5h [min] Ngrad
Ac 2,191 0,093 3076 2,941 0,134 2655
B 5,147 0,162 5655 7,138 0,169 9951
mB 6,653 0,179 7678 8,009 0,183 10602
eB 7,719 0,177 10580 8,850 0,158 17329
pB 10,024 0,151 24676 9,621 0,162 19583
bB 11,008 0,139 35380 10,331 0,154 24890
aB 11,523 0,119 53146 11,222 0,133 39688

Kinetex F5 (redestil. voda/methanol) Kinetex F5 (redestil. voda/acetonitril)
Latka tr [min] Wo,5h [min] Ngrad tr [min] Wo.sh [min] Nirad
Ac 4,226 0,424 551 2.5 0,314 978
B 4,998 0,305 1485 3,521 0,280 1073
mB 5,467 0,295 1911 3,995 0,26 1547
eB 6,533 0,278 3069 4,792 0,245 2244
pB 7,678 0,259 4858 5,404 0,240 2865
bB 8,713 0,264 6054 6,051 0,233 3956
aB 9,535 0,237 8998 6,652 0,223 4995
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Tabulka P3: Pikova kapacita kolon

Moéd s koncentra¢nim

Izokraticky mod )
gradientem
Kolona Pikova Primérna Pikova Primérna
kapacita | pikova kapacita | kapacita | pikova kapacita
(np) (1np, pramer) (1p) (1p, pramér)
Luna® C18 17,635 18,013 35,939 38,702
Arion® Bifenyl 8,086 8,327 31,009 32,215
Kinetex F5
. 8,655 9,073 12,637 11,612
(redestil. voda/methanol)
Kinetex F5
8,903 9,269 10,864 10,536
(redestil. voda/acetonitril)
Primérné zpozdéni gradientu
- pratok 0,06 ml/min
450
400
350
300 y =96,554x - 642,25
3 R*=0,9978
c 250
(]
2 200
o
2 150
® 100
50
0
50 0 2 4 6. 8 10 12
¢as [min]

Graf P1: Primérné zpozdeni gradientu pri priitoku mobilni faze: 0,06 ml/min,
mobilni faze: redestilovanad voda (4)/0,2% aceton v redestilované vode,

vinova délka: 280 nm, koncentracni gradient: Tabulka 4
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Primeérné zpozdéni gradientu
pfi pratoku 0,2 ml/min
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Graf P2: Primérné zpozdeni gradientu pri priitoku mobilni faze: 0,2 ml/min;
mobilni faze: redestilovand voda (4)/0,2% aceton v redestilované vode;
vinova délka: 280 nm; koncentracni gradient: Tabulka 4
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Graf P3: Priimérné zpozdeni gradientu pri priitoku mobilni faze: 0,4 ml/min;
mobilni faze: redestilovana voda (4)/0,2% aceton v redestilované vodé;
vinova délka: 280 nm; koncentracni gradient: Tabulka 4
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