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ANOTACE

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni porfyrinovych barviv, zejména vzorku
Chlorophyllin sodium copper a ¢tyt standardii Protoporphyrin 1X, Chlorin e4, Chlorin e6
a Pheophorbide a s vyuzitim kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Ukolem
bylo vyhodnotit retencni charakteristiky vySe uvedenych latek a v posledni ¢asti byly latky

stanoveny pomoci dvoudimenzionalni kapalinové chromatografie.

KLIiCOVA SLOVA

Dvourouzmérnd kapalinovd chromatografie, kapalinova chromatografie, hmotnostni

spektrometrie, porfyrinova barviva, chlorofylin

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the determination of porphyrin dyes, especially the sample
Chlorophyllin sodium copper and four standards Protoporphyrin 1X, Chlorine e4, Chlorine e6
and Pheophorbide a using liquid chromatography and mass spectrometry. The retention
characteristics of the abovementioned substances were evaluated and in the last part the

substances were determined by means of two-dimensional liquid chromatography.

KEYWORDS

Two-dimensional liquid chromatography, liquid chromatography, mass spectrometry,

porphyrin dyes, chlorophyllin
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UVOD

Ve své diplomové praci se zabyvam analyzou pyrrolovych (porfyrinovych) barviv, jedna se
o fotosynteticky aktivni zelené pigmenty. Porfyrinovy skelet je slozen ze Ctyt pyrrolovych jader
spojenych methinovymi skupinami. Zakladni stavebni jednotkou je porfin, od kterého jsou
odvozeny i chlorofyly a chlorofyliny. V souc¢asné dobé¢ je znamo sedm typt chlorofyli (a, b, d,
g, e, bakteriochlorofyl a bakterioviridin). Chlorofyl a a b jsou dtlezitou soucasti fotosyntézy.
Chlorofyl a je modrozeleny a b je zlutozeleny. Jednd se o zelené barvivo, které se vyuZziva
V potravinaiském primyslu, nejcastéji se pouzivaji do polévek, olivového oleje, limonad, likért
a riznych cukrovinek. Vytvaii potravinu atraktivngjsi pro spotiebitele. Maji také antioxidacni
a antikarcinogenni vlastnosti. Muzou byt pfirodni, pfirodné identické (nejsou ziskdny
piirozenou cestou) nebo syntetické. Ziskavaji se louhovanim naptiklad z travy nebo vojtésky.
Doposud nebyly nalezeny zadné negativni ucinky. Mezi jejich nevyhody patii citlivost na

svétlo.

Tato barviva byla analyzovana kapalinovou chromatografii v systému s obracenymi fazemi
a chromatografii hydrofilnich interakci za pouziti gradientu a izokratické eluce. V dalsi ¢asti
byla barviva identifikovana pomoci spojenim kapalinové chromatografiec a hmotnostni
spektrometrie LC/MS a pro posledni ¢ast experimentt byla pouzita dvourozmérna kapalinova

chromatografie.
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1 TEORETICKA CAST

1.1. Obecna charakteristika kapalinové chromatografie

Kapalinovd chromatografie je separacni metoda, kterda ma separa¢ni metoda ma nekolik
vyuziti, slouzi k identifikaci slozek vzorku, zvyseni jejich koncentrace a izolace od jinych
slozek pfi preparativni analyze. Metoda je zalozena na neustalém ustanovovani rovnovahy
slozek vzorku mezi dvéma fazemi a jejich rozdilné rychlosti migrace. Veskeré
chromatografické systémy at uz kapalinové ¢i plynové maji vzdy dvé faze. Jednad se
0 nepohyblivou neboli stacionarni fazi a pohyblivou neboli mobilni fazi. Mobilni faze se
pohybuje spolecné se separovanymi sloZkami. Pfistroje pro kapalinovou chromatografii se
skladaji z nekolika casti, jedna se o zatizeni pro davkovani vzorku, vysokotlaké Cerpadlo,
separaéni kolonu, termostat a detektor, ktery poskytuje elektricky signal. Casova zavislost
tohoto signalu se nasledné zaznamenava jako vysledny chromatogram a to nejéastéji pomoci

integratoru ¢i pocitace s analogove — digitalnim prevodnikem [1].

CHEORIATOSES W

I

g

purmpa

e ama
faze

piky

i

Z

odams dataktom

J i u Ed
bl Sae [Hhin

=

déwlzov act podita
leohout se 2;
smyclkou separadni

ltolona detelctor =

Obrazek 1 Schéma kapalinového chromatografu
1.2. Rozdéleni kapalinové chromatografie
1.2.1. Chromatografie s obracenymi fazemi

Chromatografiec s obracenymi fazemi (RPC) je jednou z nejbéZnéji vyuzivanych typa
kapalinové chromatografie (LC). Rozd¢luje analyzované vzorky mezi polarni mobilni fazi
a nepolarni stacionarni fazi. Pouzivané silikagelové stacionarni faze jsou C18, C8 nebo fenyl.
Vyuziti této metody je zejména pro analyty s hydrofobnimi vlastnostmi a delSimi alkylovymi

fetézci [2].

V tomto typu chromatografie je zdkladem pouziti polarnéj$i mobilni faze, vétSinou se jedna

0 kombinaci methanol — voda, ¢i acetonitril — voda a jiné. Vlastnosti organického rozpoustédla
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maji vliv zejména na separaci a jeji selektivitu a také na velikost retence. Staciondrni faze je
zde mén¢ polarni jedna se o chemicky vazané faze. RPC ma schopnost rozd¢lovat velky rozsah
vzorkl od nepolarnich, sttedné az silné polarnich latek. Metoda je vhodné zejména pro latky,

které maji riznou velikost hydrofobnich ¢asti molekul [1].

Vedle silikagelovych sorbentti se zacinaji také objevovat nové€jsi materidly jako napf.
anorganicko-organické hybridy a modifikované oxidy kovi. Vyvoj sorbenta pro HPLC je
rychly a pouZzivaji se materialy s lepSimi vlastnostmi, jedna se napiiklad o vyuziti modernéjSich
matric. Jednd se o porézni sorbenty, neporézni a povrchové porézni sorbenty nebo monolity.

[3]

1.2.2. Chromatografie s normalnimi fazemi

Chromatografie s normalnimi fazemi (NP) je nejstar$i typ chromatografie, ktery vyuziva
polarni stacionarni fazi a méné polarni mobilni fazi. Mobilni faze je zde tvofena smési dvou
organickych rozpoustédel, které se 1iSi svou polaritou. Mlzou byt vyuzita vice polarni
rozpoustédla jako je propanol, acetonitril nebo dichlormethan a méné polarni rozpoustédla mezi
které fadime hexan nebo heptan. Metoda je vhodna pro nepolarni latky jako jsou naptiklad
triacylglyceroly, které se vyskytuji v organismu, dale pro neiontové latky jako jsou naptiklad
tenzidy. V soucasné dobé se ale NPC moc nepouziva kvuli vysoké cené organickych

rozpoustédel [1].

1.3. Hlavni oblasti pouziti kapalinové chromatografie

Kapalinova chromatografie se pouziva pro analyzu velkého mnozstvi latek.
Z nejvyznamnéjSich patii skupiny latek biologického ptivodu, nebo latek vyznamné
ovliviiyjicich zdravi ¢loveéka. Nékteré vybrané piiklady aplikace kapalinové chromatografie

jsou uvedeny v nasledujicich odstavcich [4].

Dilezitou soucasti Zivych organismil jsou lipidy, které maji velice rozmanitou chemickou
strukturu. Jejich hlavni funkci je ochranny obal organismu, izola¢ni bariéra, soucast
biologickych membran a mnoho dalSich. V minulosti byla objevena spojitost mezi
abnormalnimi vazbami, které mohou zptsobovat choroby jako obezita nebo diabetes mellitus.
Z tohoto dfivodu je na analyzu lipiddi kladen vétsi diiraz a dilezitost. Ukolem kapalinové
chromatografie je poskytnout piehled jednotlivych technik, které se podileji na vyzkumu lipidd,
od jednodussich technik jako je tenkovrstva chromatografie az po slozité€jsi a novejsi techniky

jako je multidimenzionalni technika [4].
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Vyroba 1é¢iv patii mezi dlouhodobé perspektivni odvétvi. Dochézi k neustalému ristu
spotteby 1éki. Chromatografie je vSestrannou technikou pii zvoleni rezimu, detektoru, zptisobu

déleni a typ odbéru vzorku s nezndmou chemickou strukturou [4].

Mezi dalsi oblast vyuziti LC je stanoveni toxint, které jsou velice dulezité pro klinickou
diagnostiku a lécbu. Jedno z vyznamnych stanoveni je identifikace houbovych toxind, jelikoz

dochazi k ¢astym otravam z hub. Jedna se o spojeni LC s hmotnostni spektrometrii [5].

V dnesni dobé¢ je také dulezité stanoveni pesticidil a jejich rezidui jsou to latky, které tlumi
choroby rostlin. Z hlediska pouziti LC se jedna o chromatografické stanoveni herbicidu jako
jsou fenylmocovinové herbicidy, herbicidy s fenoxykyselinami nebo karbamaty dale
insekticidi a nékterych zbytkti fungicidi. Nejcastéji se stanovuji ve vodé, kdy je
u chromatografické separace kladen diiraz na pozadovanou mez kvantifikace. Kapalinova
chromatografie hraje velmi diilezitou roli pro stanoveni rezidui pesticidl, jejich metabolita

a produkt transformace v ekologickych vodach [6].

1.4. Vyhody kapalinové chromatografie

Podstatnou roli v rozvoji LC ma zejména vyvoj adsorbentu, které maji uniformni povrch jak
chemicky tak i geometricky. Nepifehlédnutelny je i vyvoj pfistrojové techniky a pouZziti
detektort s vysokou citlivosti. Rozli§né vlastnosti adsorbentti umoznuji chemickou modifikaci
povrchi. Nezanedbatelnou vyhodou je i vysoky tlakovy limit kapalinovych chromatografi,
ktery je nutny pii zmensovani velikosti ¢astic sorbentu. Jako ptiklad adsorbentii miizeme uvést

oxid hlinity, zeolit nebo silikagel [7].

Mezi piednosti kapalinové chromatografie zahrnujeme zejména nizkou teplotu kolony, ktera
se typicky pohybuje v rozmezi 20-30 °C, coz umoziuje analyzovat i latky tepelné nestabilni.
Dalsi ptednosti je také moznost ménit povahu sorbentu a tim ovliviiovat charakter interakce

vzorku [7].

1.5. Hmotnostni spektrometrie

Jedna se o analytickou metodu, ktera poskytuje jak kvalitativni neboli strukturalni, tak
1 kvantitativni informace o molekulach v daném vzorku. Prvnim krokem je zavedeni molekul
do ioniza¢niho zdroje, kde dochdzi k tomu, Ze se z molekuly stava iont. Tento proces se nazyva
ionizace dochazi ke vzniku zapornych ¢i kladnych iontl. Nasledné se ionty dostavaji do
hmotnostniho analyzatoru a déli se podle poméru hmotnosti/ndboje neboli poméru m/z.

V poslednim kroku dochéazi ke kontaktu iontl s ¢asti detektoru a ten poskytuje signaly, které
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zaznamena pocitac. Vysledkem je tedy hmotnostni spektrum, které ukazuje pocet signalu podle

poméru m/z [8].

1.5.1. Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti:

a) iontovy zdroj — ptevadi analyt do iontového stavu v plynné fazi, jedna se o tzv. ionizaci.
Ionty jsou nasledn¢ transportovany k dal$im soucastim hmotnostniho spektrometru.
Existuje nékolik iontovych zdroji pouzivanych v zavislosti na typu analytu, a to
elektronovéa ionizace, chemické ionizace, ionizace elektrosprejem, indukéné vazané

plazma (ICP) a desorpce laserem za ucasti matrice.

b) hmotnostni analyzator — existuje mnoho typu analyzatort (statické, dynamické,
elektrické ¢i magnetické), ale vSechny pracuji na stejném principu, a to je oddéleni iont
podle jejich m/z. Mezi hmotnostni analyzatory fadime kvadrupolovy analyzator, iontova

past ¢i cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci.

c) detektor — zaznamenava prichody nebo dopady iontd, které jsou rozdéleny podle

hmotnosti a naboje [9].

Marmalni tlak Snideny tlak
Viakeni | lonizacni AN Dietektor Potitad ||

VEOrKU | technika

Obrazek 2 Schéma hmotnostniho spektrometru
1.6. Déleni MS podle ioniza¢ni techniky
1.6.1. Elektronova ionizace (EI)

Jedna se o nejstarSi tvrdou ioniza¢ni techniku, ktera probihd v plynném stavu za vakua.
Vlivem energie, kterou pienaseji elektrony molekule, dojde k odtrzeni elektronu za vzniku
iontu. Tato metoda je v soucasné dob¢ velmi pouzivana ve spojeni S plynovou chromatografii
a hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Tvrdé ioniza¢ni technika zptsobuje Stépeni vzniklého
iontu na fragmenty, které ndm pomahaji urcit analyzovanou slou€eninu. Nevyhodou je
pozadovana teplotni stabilita latky a také jeji mozny rozklad v iontovém zdroji, coZ ndm

zhorsuje jeji identifikaci. Témto nevyhodam mizeme piedejit pouzitim chemické ionizace [10].

1.6.2. Chemicka ionizace (CI)
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Jedna se o mékkou ioniza¢ni techniku, ve které se vyskytuji ionty s menSim piebytkem
energie. Ziskavame tedy spektra s mensi fragmentaci, tudiz zde oproti tvrdé ionizaci snadnéji
vyhodnotime molekularni iont. Nejprve dochazi k ionizaci reakéniho plynu a nasledné analytu

[11].

1.6.3. Laserova desorpce za ucasti matrice (MALDI)

Metoda ma vyhodu v jednoduchosti pti ptipravé vzorku a toleranci vic¢i kontaminaci.
Dochazi zde k ionizaci i desorpci. Metoda ma dvé ¢asti, v prvni ¢asti se sloucenina, Kterou
chceme analyzovat, rozpusti nejcastéji v organické kyseliné nazvané matice. Organicka
kyselina musi mit silnou absorbci na vinové délce laseru. Druhd ¢ast probihd za vakuovych
podminek, kdy se posléze vysusi a dojde k odstranéni pouZzitych rozpoustédel. Dochazi ke
kratkému laserovému pulsu, pii kterém je energie laseru absorbovdna matrici s naslednym

prevedenim analytd do plynné faze a jejich ionizaci [11].

1.6.4. lonizace elektrosprejem (ESI)

Metoda zptisobuje velmi ¢innou ionizaci zejména polarnich analytt. Principem metody je
pienos iontl z roztoku za atmosférického tlaku do prostiedi, kde je vysoké vakuum. Metoda
vhodnd pro stiedné¢ polarni az polarni molekuly, které jsou rozpustné ve vodnych
rozpoustédlech. Dochazi k tvorbé aduktd jak v pozitivnich tak Vv negativnich rezimech,
uvolnéni kationtl a aniontt ze soli a deprotonaci. Hmotnostni spektra bavaji slozitd vzhledem
k tvorb¢ shlukt rozpoustédel nebo nasobné nabitych iontt, proto se molekuly vzorki nejprve

desorbuji nebo vzorkuji z pevnych latek ¢i roztoku [12].

Metoda je citliva, robustni a velmi spolehliva. Pouziva se pro netékavé a tepelné labilni
molekuly. Spolu s kapalinovou chromatografii se stala velmi silnou a u¢innou technikou, ktera
je schopna analyzovat malé i velké molekuly v komplexnich vzorcich. Automatické zavadéni

vzorku zpusobuje rychlou analyzu a rozpustnost vzorku [8].
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1.7.SPOJENI LC/MS

Pokud nemtizeme pro stanoveni analytu pouzit plynovou chromatografii, pouzijeme spojeni
s kapalinovou chromatografii, kterd je Setrngj$i k analyzovanym vzorkiim a je vhodna pro

netékavé latky [11].

Problémem ve spojeni LC/MS je to, Ze hmotnostni spektrometr pracuje za vysokého vakua
a kapalinovy chromatograf pracuje za atmosférického tlaku. Resenim tohoto problému jsou
mékké ionizacni techniky (chemicka ionizace, elektrosprej ¢i termosprej). Timto zptisobem
jsme schopni ur¢it molekulovou hmotnost nezndmé latky, ale problém je v ur€eni struktury, coz

miiZze vyfesit spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS) [13].

1.7.1. Typy spojeni LC/MS

V pribéhu poslednich n¢kolika desetileti byla vyvinuta celd fada instrumentalnich
uspofadani pro spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Mezi diive
pouzivana spojeni patii spojeni s piimym vstupem eluatu (DLI), spojeni s nekone¢nym pasem
(MB), particle beam (PB), termosprej (TSP) a pratokova sonda pro ionizaci (FAB).
V poslednich letech se uplatfiuji hlavné techniky ionizace za atmosférického tlaku (API), mezi

které patii elektrosprejova ionizace a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [13].

1.8._Dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie

vvvvvv

vzorkl, které nelze GspéSn¢ separovat pomoci klasické jednorozmérné chromatografie. Vzorek
je podroben dvéma riznym chromatografickym procestim, abychom dosahli vyssi rozliSovaci

schopnosti.

Dvourozmérnou chromatografii l1ze provozovat v rezimu online (2DLC). Na druh¢ stran€ u
off-line 2DLC dochazi k pomérné dlouhé dobé analyzy, coz nam zabrafuje pouzit tuto techniky

pro rutinni analyzy, avSak dosdhneme maximalni rozliSovaci schopnosti obou procesu [14].

1.8.1. Off-line 2DLC

Tento zplsob separace se fadi mezi snadnéjSi techniku, kterda miZe byt ovSem cCasoveé

vevr

nachylngj$i na kontaminaci a tvorbu artefaktt [15].
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1.8.2. Online 2DLC

Tato technika je rychlejsi a reprodukovatelnéjsi, ale je zde potieba specifického rozhrani.
Rozdil mezi konvencni a komplexni chromatografickou technikou je to, ze prvni typ umoznuje
opétovné davkovani frakci z prvni do druhé kolony. V druhém ptipadé je vzorek podroben
oddéleni v obou dimenzich. Komplexni 2D LC se provadi za pouziti jednoho ¢i dvou HPLC
systému vybavenych pfenosovym zatizenim tzv. rozhrani nebo modulator. Rozhrani vzorkuje
eluat z prvni kolony a dojde k jeho davkovani do druhé kolony. Doba analyzy druhé¢ dimenze
by méla byt stejna jako doba modulace. Vyznam modulace je z divodu zabranéni ztraté
informaci v dvourozmérném oddéleni, vzhledem k nedostate¢cnému odbéru vzorku v prvnim

rozméru [15].

1.9.Vyhody a nevyhody 2D LC

Tento typ chromatografie umoznuje vysokou rozliSovaci schopnost a tzv. pikovou kapacitu.
Pti potiebé vyssi rozliSovaci schopnosti v§ak dochazi k vét§imu fedéni vzorka, coz zplisobuje
snizeni citlivosti. Vyhoda online 2DLC je snizovani asu analyzy, avSak problém je u spojeni
dvou chromatografickych procesi. Pomérné vysokého snizeni doby analyzy mizeme
dosahnout pomoci vysokych tlakii. Je nutné, aby byl druhy rozmér separace rychly s
dostate¢nou rozliSovaci schopnosti, vzhledem k opakovanému vzorkovani z prvniho rozméru.
Pro dosazeni mensiho piivadéného objemu vzorku musi byt separace na prvni koloné
provadéna pii nizké linearni rychlosti prutoku. Mezi dalsi nevyhody patii kompatibilita mobilni

faze, ktera je pouzitd v obou rozmérech [6].

Pokud zkombinujeme dva separacni procesy, miizeme pii analyze dosahnout dvourozmérné
charakterizace vzorku. Dvourozmémé LC techniky jsou vysoce ucinné pro komplexni
slouCeniny a smési, proto se mohou uplatiiovat i v analyze primyslového prostfedi. Pokud
analyzujeme takové smési, musime vybrat vhodné slozeni dvou separacnich rozméru,
vyuzivame tzv. modulaci pomoci piepinaciho ventilu se smy¢kami. Ukolem modulatoru je
shromazd'ovat frakce z prvniho rozméru (1D, prvni separace) a pienaseni na druhy rozmér (2D,
druhd separace). Pokud je eludt opoustéjici prvni kolonu dostate¢né casto vzorkovan a
analyzovan, je tato separace oznaovana jako komplexni (tzv. comprehensive). Cas modulace

a doba analyzy v druhé separaci je stejna.

Dalsi vyhodou je vysoké rozliSeni 2D LC, které ndm umoziuje stanoveni slozit&jSich smési,

jako jsou napt. latky pouzivajici se pro vyrobu polyetherpolyold. Mezi tyto latky patfi
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ethoxylaty ricinového oleje, které mohou obsahovat ethoxylované mastné kyseliny jako je

kyselina linolova nebo stearova [16].

Mezi dalsi aplikace 2D LC fadime stanoveni lipidomickych vzorkd, které jsou slozité
a Casto prekracuji limity maximalni dosazitelné pikové kapacity klasické jednorozmérné
chromatografie. Zde mizeme opét vyuzit komplexni dvourozmérnou kapalinovou
chromatografii, avSak nevyhodou jsou slozité soubory dat, zejména kvuli spojeni LC/MS

pouzivané pii téchto analyzach [17].

Vedle separace 2D kapalinovou chromatografii, ktera vyuziva n€kolik funkci jako je sbér
frakci z prvniho reZimu, oddélovani a nasledovné vsttikovani vzorku do druhého separacniho
rezimu lze pouzit 2D LC také pro online vyménu pufrt. Technika dvourozmérné kapalinové
chromatografie mize zjednodusit proces CiSténi a snizit ndklady na separaci. Dale je mozné

celou techniku automatizovat [18].

Metoda dvourozmérné kapalinové chromatografie méa ne¢kolik vyhod jako je sniZeni i€inku
matrice, vysokou specifi¢nost, citlivost a reprodukovatelnost. V neposledni fadé také vysokou
pikovou kapacitu a moznost automatizace. Proto je vhodnou metodou pro analyzu a oddéleni
stopovych latek. Pouziva se tedy v oblasti farmacie, zivotniho prostfedi a potravinaiského
prumyslu. Jednd se o kvantitativni a kvalitativni stanoveni drog, toxikantti a endogennich latek

v biologickych vzorcich [19].

1.10. Obecné vlastnosti 2D kapalinové chromatografie

Online dvourozmérna kapalinova chromatografie ma mensi teoreticky dosazitelnou pikovou
kapacitu kolem 1500, oproti off-line technice, kterd muze generovat pikovou kapacitu az kolem
10 000. Hlavnim cilem 2D LC je zvyseni rychlosti, za kterou je mozné dany pocet piki ziskat.
Pokud chceme optimalizovat 2D LC je nutné se zamétit na nékolik parametrd, které maji vliv
na separa¢ni schopnosti celého systému. Dulezité je spravna volba prvniho a druhého
separacniho modu. Jednd se o teplotu, pritok mobilni fize a dalSi. Maximdlni kapacity 2D
systému dosahneme, pokud na sob€ nejsou retenéni charakteristiky zavislé a jsou tzv.
ortogonalni. Dal$i vyznamny parametr, ktery ma vliv na i¢innost separace je vzorkovani a sbér

frakci z eluatu z prvni dimenze [20].

Dnes je off-line nebo online 2D kapalinova chromatografie nejmoderné;si technika, ktera je
vyuzivana v mnoha laboratofich pro stanoveni proteinit z komplexnich vzorkt. Pouzivaji se
metody ortogondlni separace. Pro prvni rozmér je to technika iontové vymény (Strong Cation

Exchange, SCX) a pro druhy rozmér je to separace V systému s oObracenymi fazemi.
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Pro dosazeni lepsi citlivosti metody se déleni v druhém rozméru provadi v miniaturizovaném

prostiedi [21].

vvvvvv

vzorky, coz ma vyznam v proteomickém a metabolickém vyzkumu. Je zde vysoky potencial
v rozliSovaci schopnosti, které Ize dosdhnout v kratkém case oproti jednorozmérné
chromatografii. Tato vlastnost je dana pifedevS§im pikovou kapacitou separace v obou
rozmérech. Dvourozmérnou separaci si miuzeme predstavit jako tfistupfiovy proces. Prvnim
krokem je separace na prvni koloné. Druhym krokem, ktery je kriticky pro spravné fungovani
2D LC je to tzv. "odbér" eluatu z prvni kolony. Tieti krok je separace frakci vzorku na druhé
kolon¢. Pokud je eluat z prvni kolony pii vzorkovani tzv. "podhodnocen”, muze dojit ke snizeni
maximalni kapacity 2D LC. VSechny tyto tfi procesy maji vliv na skute¢né dosazenou pikovou
kapacitu. Pfi vypo¢tu odhadii maximalni kapacity je nutno neopomenout ztraty

v disledku kroku odbéru vzorki. [22].

2DLC technika aplikuje na vzorek dva nezavislé systémy separace V kapalné fazi. Pienos
pouze ¢asti vzorku z prvni dimenze do druhé se také nazyva "heart-cut" chromatografie. Muze
také dochazet k prenosu ¢asti z prvni dimenze do druhé v nékolika malych alikvotech, tento
proces se nazyva "komplexni" 2D chromatografie. Z analytického hlediska je dulezité vénovat
pozornost druhé koloné a nasledné detekci. Technika je schopna analyzovat vzorky
s jednoduchymi smésmi obsahujici nékolik latek az po vzorky obsahujici tisice slozek. Jesté do
nedavné doby byla tato specializovand technika 2D LC ve vztahu k jinym LC vcetné
gradientové a izokratické eluce ptistupna jen nékolika laboratofim. Dilezitou vlastnosti je doba
analyzy, snaha zkratit ji na co nejmensi dobu pfti analyze slozitych vzorkl. Bylo zjisténo, ze
nejvetsi omezujici faktor je rychlost gradientové eluce v 1D LC. Pti optimalizaci gradientové
eluce v 1D LC bylo zjisténo, Ze je tato technika ucinna pti analyze vzorkt obsahujicich méné
zlepSeni rychlosti a kvality separace. Teorie o idealni pikové kapacité pochazi z prace Murpyho,
Schureho a Foleye, ktera popisuje, jak ¢asto musi byt odebran eluat z prvni kolony, aby bylo
zachovano rozliSeni z prvni dimenze. Odbér by mé&l byt proveden tiikrat nebo Ctyfikrat, aby
bylo zabranéno miseni jiz rozdélenych ¢asti vzorku. Toto je oznacovano jak M-S-F neboli
kritérium vybéru. Spravny ¢as odbéru vzorku musi byt zvolen jiZ na zacatku vyvoje komplexni
2DLC separacni metody. Pii pouziti gradientové eluce v 2D LC nesmi ¢as gradientu v druhé

dimenzi piekrocit vzorkovaci interval [23].
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V komplexni dvourozmérné kapalinové chromatografii je vystup z kolony prvniho
separa¢niho procesu (prvni rozmér) postupné odebiran a davkovan do systému druhého
rozméru. Celkovy ¢as analyzy se odviji od rychlosti druhého separacniho systému. Citlivost 2D
metody zavisi na fazi odbéru vzorku. Existuje spousta metod pro spojeni separacnich systému.
Muze byt vyuzit osmiportovy ventil s prislusnymi smyckami, ktery je typicky pro spojovani a
opakované vzorkovani prvniho separatniho rozméru. Dale se pouziva kombinace
Sestiportovych ventild pro kontinualni vzorkovani do druhého rozméru. Jednou
z nejnaro¢néjsich aplikacich dvourozmérného systému jsou separace polymeri, kopolymert
a jejich smési. Tyto latky mohou obsahovat tisice jednotlivych monomerta s vlastni distribuci.

2D LC byly pouzivany uz n¢kolik let pro oddéleni a charakterizaci biomolekul [24].

1.11. Komplexni dvourozmérna chromatografie

Tato metoda potfebuje pro své pouziti automatické spinaci ventily, dale velké mnoZstvi
eluc¢nich Cerpadel. Ptistroj je fizen pocitacem, kdy vysledné dvourozmérné chromatogramy
byvaji vizualizovany jako dvourozmérné obrysy nebo trojrozmérné plochy tzv. "paradigma",
coz znamena schéma ¢i model. Vyhoda dvourozmérné separaci je dostatecné mnozstvi sily,
ktera umozni dosazeni maximalni kapacity, oproti jedno¢lennym separacim. Maximalni
kapacita je maximalni pocet piki komponent s dostateCnym rozliSenim. Dulezité je, aby byly
piky rovnomérné rozmistény v dusledku dosazeni maximalni kapacity, ktera je podstatnym

métitkem u¢innosti separace. V roce 2003 byly navrzeny podminky pro dvourozmérné separace

dle Giddingse:

1. Kazdé ¢ast vzorku je podrobena dvéma riznym separacim.

2. Stejné procento jednotlivych slozek vzorku (100 % nebo niz§i) musi projit pres

ob¢ kolony az k detektoru.
3. Rozdé¢leni (rozliseni) separace v prvni dimenzi musi byt zachovano [25].

Komplexni dvourozmérnad chromatografie obvykle pouZiva piepinaci ventil se vzorkovacimi
smyckami. Tyto smycky maji funkci sbérnou a vsttikovaci, které pomahaji pfenosu segmenti
prvniho rozméru odtokovou kolonou do vystupu druhého rozméru. Toto je oznacovano jako

pasivni modulace. Jednd se o pfenos dat pomoci nosného signalu.
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Kazdy pik eluovany z prvniho rozméru by mél byt odebran alespon tiikrat:

1. Aby nedoslo ke smiseni oddélenych casti a bylo dosazeno dostate¢ného

dvourozmérného rozliSeni.
2. Aby se co nejvice minimalizovalo rozsifeni nebo zkresleni zon.

3. Pokud ma mobilni faze prvniho rozméru vyssi elucni silu nez mobilni faze

druhého rozméru, mize dojit ke zhorSeni G¢inku.
4. Rychlé impulsy vysokého tlaku mohou ovlivnit druhou dimenzi.

5. Miize dochazet k fedéni analytu, kviili pfenosu po sob¢ jdoucich frakei, které

brani detekci analytt.

Zasadni je tedy vybér chromatografickych kolon a separa¢nich podminek. Casto jsou
pouzity mikro-¢i nano-priitoky a uzké kolony v prvni dimenzi 1D a dale vétsi kolony v druhé

dimenzi.

Aktivni modulace je schopna zmirnit nékteré komplikace spojené s pasivni modulaci a to
pomoci Upravy objemu, koncentrace ¢i rozpoustédel v prvni dimenzi. Za idedlni aktivni
modulaci povazujeme, kdyz je objem shromazdénych segment snizen bez piitomnosti analytu
natolik, Ze rozSifeni zén v 2D neni tak vyznamné. Jeden 2z nejlepSich piistupt

k aktivni modulaci v LC x LC je modulace pomoci stacionarni faze [26].

1.11.1. Stacionarni fazova modulace

V této technice se analyzuji koncentrace tim, Ze jsou zachyceny v rozhrani smycky
a nasledn¢ eluovany. Muize dojit ke snizeni u¢innosti, vzhledem k nedostate¢né re-ekvilibraci.
MuZou byt pouZzity protibézné gradienty v 1D pro udrzeni konstantniho sloZeni rozpoustédla

a také za ucelem reprodukovatelnéjsi separace [26].

1.12. Analyza pomoci dvoudimenzionalni kapalinové chromatografie

Co se tyka doby analyzy, tak pro vyrazné sniZeni je potieba snizit 2D cyklus a to pomoci
zvySené teploty, vysokého tlaku nebo pomoci vyuziti paralelnich 2D technologii. K tomu, aby
doslo ke snizeni disperze pikd v druhém rozméru je vyuzivano tzkych a dlouhych kolon v 1D
v fadech 1 az 2 mm a kratkych a Sirokych kolon v 2D s vnitinim primérem ptiblizn€ 4 mm.
Pokud se pouzivaji takové kombinace, je mozné minimalizovat pomér mezi objemem frakci,
které jsou shromazdéné od prvniho rozméru a 2D kolony. Diky tomu je dosazeno vysoké pikové

kapacity, avsak na ukor vysokého fedéni a tim i snizeni citlivosti. Pro tento problém bylo
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navrzeno alternativni spojeni kolon, kdy neni potfeba zvySené fedéni, doslo k menSimu
rozsiteni davkované zony a je zde moznost zkombinovat chromatografické rezimy, kdy je
mozno pouzit nekompatibilni rozpoustédla. Jedna se napiiklad o rozhrani s vakuovym
odpafovanim rozpoustédla nebo tepelné asistovand modulace. Tyto techniky sice maji uspéch
pfi snizovani problémi s davkovanim silnych ¢i nekompatibilnich rozpoustédel, avsak

nedosahly takového rozsiteni, které by umoznilo jejich aplikaci v rutinni analyze LC x LC [14].

Vzhledem k tomu, Ze se v praktické ¢asti diplomové prace budu zabyvat pfirodnimi barvivy,

budou nasledujici kapitoly zaméfené zejména na né.

1.13. Pridatné latky
1.13.1. Historie

V osmdesatych letech 20.stoleti se ptidatné latky pouzivaly pro zlepSeni potravin, coz vedlo
casem k zneuzivani a falSovani potravin. Vzhledem k nekontrolované manipulaci potravin
doslo k celosvétovému problému s kvalitou. V poloving 20. stoleti se tyto latky staly legalnimi
chemickymi pfisadami. V dne$ni dobé je do jidla pfidavano vice nez 2500 ptidatnych latek pro
zlepSeni skladovatelnosti a uchovani nékterych vlastnosti. Dnes jsou potravinaiské piisady
témer nezbytné, vzhledem k prepravé potravin pies velké dalky ke spottebiteli. Jsou potieba

pro zajisténi podminek, zabranéni kontaminaci ¢i znehodnoceni [27].

1.13.2. Typy prisad

V ramci Evropské unie jsou piisady rozdéleny do né¢kolika skupin podle jejich funkce. Patii
mezi n¢ sladidla, barviva, konzervac¢ni latky, antioxidanty, nosice, kyseliny a dalsi. V dnes$ni
dob¢ primysl hodné zavisi na potravinovych piisadach. Dochazi k riznym pfepravam potravin
ptes velké vzdalenosti, a proto je dulezité udrzet potraviny v dobrych podminkach, aby se
zabranilo kontaminaci a znehodnoceni. Toto zahrnuje nezbytnosti jako je spravné baleni
potravin, environmentdlni podminky a v neposledni fad¢ ptisady pro udrZeni stanovenych
parametri.. Vzhledem k tomu, Ze maji pfisady vliv na zdravi a mohou zpUsobit zdravotni rizika

je kladen dtiraz na zlepSeni a produkei G¢inngjsich piisad [27].

Jednou ze skupin pfidatnych latek pouZivanych v potravinich jsou barviva. Ty slouZi
k zlepSeni vzhledu potravin. Barviva mohou byt pfirodniho pivodu, synteticka s identickou
strukturou jako pfirodni, nebo zcela syntetickd. V poslednich letech je snaha nahrazovat

synteticka barviva pfirodnimi [28].
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1.14. Prirodni barviva
Ptirodni barviva jsou klasifikovana podle jejich zdroje a chemické struktury chromoforu.

Ptirodni barvy pochazeji z n€kolika zdroju:
1. Zivé organismy
2. Hmyz
3. Zvitata
4. Mikroorganismy
5. Rostliny

Mikroorganismy a rostliny jsou diileZité pro biotechnologickou vyrobu barviv. V sou€asné
dob€ je 16 ze 40 barviv schvaleno a pouzivano jako ptidatné potravinaiské latky. Ptirodni
barviva, kterd pochdzeji z bakterii, se dnes pouzivaji vzhledem k jejich kompatibilité
s prostifedim a dobrou biologickou odbouratelnosti. Pfirodni barviva jsou rozdé€lena také podle
jejich barev. Mezi zakladni barvy patfi modra, Zluta a ¢ervend. Indigo neboli modré barvivo se
ziskava fermentaci listi. Madder je zdrojem rostlinného Cerveného pigmentu. Kurkuma
a mesi¢ek produkuji zluty pigment. Mezi hlavni vlastnosti pfirozenych barviv patii nutri¢ni
charakteristiky, dobra kvalita a farmakologické ucinky, jelikoz jsou pfirodni barviva citliva na
pH, teplo, svétlo a mize dojit ke sniZeni stability. Pro tyto problémy byly navrzeny metody
mikro-a nanoenkapsulace, které zlepSuji stabilitu pfi riznych environmentalnich podminkach.
Mezi barviva pochazejicich z rostlin, které jsou vyuzivany pro pramyslové ucely, patii znamy
annatto neboli Bixa orellana. Tato rostlina ma wvné&j$i vrstvu z pryskyfice a poskytuje
cerveno-oranzovou barvu, ktera se skldda z karotenoidnich pigmentt: bixin, norbixin a jejich
estery. Annato se pouziva zejména pro potravinaisky a textilni primysl, avS§ak mohou byt

aplikovany i ve farmaceutickém pramyslu pro jejich antikarcinogenni aktivitu [28].

Synteticka potravinaiska barviva byla pouZivana zejména diky své vysoké stabilité
a priznivé nizké cend. Casem ovSem doslo k nahrazeni syntetickych barviv piirozend
odvozenymi alternativami. PouZiti pigmentd pfirodnich barviv vSak zplisobuje niZsi stabilitu,
problémy s pozadovanymi odstiny, Spatnou kvalitu tinktury a také mozné interakce S rliznymi
pfisadami potravin. Vzhledem k témto problémim nemohou piirozené¢ odvozend barviva
nahradit univerzalni alternativu syntetického barviva. Vznikaji také aplikace a barvy (teplé,
chladné ¢i achromatické) ptirodnich pigmenti, jako jsou antokyany. Jednid se o modré ¢i

cervené barvivo [29].
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1.15. Klasifikace barviv

Klasifikace ptirodnich barviv je komplikovana, vzhledem k riiznym pfirozenym vlastnostem
jednotlivych barviv. Jelikoz pochdzeji z riznych zdroji, maji i odliSnou chemickou kompozici
a mohou mit riizny vliv na stabilitu, rozpustnost a jiné vlastnosti. Mezi nej¢astéji pouzivana

barviva patii:

Rostliny — jedna se o pigmenty, které pomoci biochemickych aktivit vedou k riznym
fyzikalné — chemickym vlastnostem. Pigmenty rostlin obsahuji chemické latky, jako jsou

porfiriny, karotenoidy ¢1 betalainy.

Zvitrata — zvitata mohou produkovat rizné chemické slouceniny, které vedou k tvorbé
rizného zbarveni v zivoCiSné oblasti. Tyto pigmenty maji dilezité tkoly jako je napiiklad

transport kysliku.

Mikrobialni organismy — pouziti téchto pigmentl pro vyrobu barviv je dilezité pro fizeni

podminek rtistu ¢i obnovitelnosti.
Mineraly — jsou to krystalické latky, které maji pouziti v kosmetice, potravinach a jiné [29].

1.16. Potravinarska barviva
Jedna se o latky (tabulka 1), které slouzi ke zmén¢ barvy potravin a to z n¢kolika divodd,

aby se zvysila atraktivita potravin vzhledem ke spotiebitelim.

1.16.1. Déleni barviv

Délime je do péti skupin: 1. azoslouceniny
2. chinolinové barviva
3. triarylmethany
4. xantheny

5. indigova barviva

Mezi nejznaméjsi azobarviva patii tartrazin, amarant nebo karmoxin. Chinolinova barviva
jsou Zluté, jednd se o synteticky piipravené latky, které mohou zptisobovat astma ¢i koptivku.

Triarylmethanova barviva sem fadime brilantni modrou ¢i ¢ernou barvu.
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Mezi xantheny fadime erythrosin, fluorescein, eozin a rhodamin. Indigova barviva

se extrahuji z kifoviny Indigofera trinctoria [27].

Tabulka 1 Seznam zakladnich potravinatrskych barviv a pigmenti

E - kéd | nazev barviva E - kéd | nazev barviva

E100 Kurkumin E153 medicinalni uhli

E10la |Riboflavin E154 hned’ FK

E102 Tartrazin E155 hned HT

E104 chinolinova zlut E160a | Karoteny

E110 zlut' SY E160b | Bixin

E120 pravy karmin E160c | kapsanthin, kapsorubin
E122 Azorubin E160d | Lykopen

E123 Amarant E160e | beta - apo - 8 -karotenal
E124 ponceau 4R E160f |ethylester kys.beta - apo - 8 - karotenové
E127 Erythrosin E161b | Lutein

E128 cerven 2G E161g | Kanthaxanthin

E129 allura Cerven AC E162 Betanin

E131 patentni modi V E163 Anthokyany

E132 Indigotin E170 uhli¢itan vapenaty

E133 brilantni modt FCF E171 titanova beloba

E140 chlorofyly a chlorofyliny E172 oxidy a hydroxidy zeleza
E141 médnaté komplexy chlorofylii a chlorofylini | E173 hlinik v podobé pigmentu
E142 zelen S E174 stiibro v podobé pigmentu
E150 cukrova barviva-rizné druhy karameli E175 zlato v podob¢ pigmentu
E151 brilantni ¢ern BN E180 litholrubin BK

V nasledujici teoretické ¢asti budou popsana pyrolova barviva, které jsou hlavnim cilem mé

praktické Casti.

1.17. Pyrrolové derivaty
1.17.1. Chlorofyly

Chemicka struktura se sklada z péti€lenného kruhu, ktery obsahuje ctyfi atomy uhliku

a jeden atom dusiku. Tyto latky jsou dualezité¢ v biologickych systémech, jsou to stavebni

kameny pro n¢které heteroatomické kruhy. Mezi nejvice zabyvanymi derivaty pyrolu jsou

spektrum barev ve viditelné oblasti [29].
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1.17.2. Struktura chlorofylu

Jedna se o porfinovy kruh, ktery ma 8 poloh pro substituci, symetricky cyklicky tetrapyrrol.
V ptirodé dochazi k fytolovému ptipojeni s centralizovanym hoté¢ikovym iontem. Tyto slozky
jsou nedilnou soucasti, ktera zptsobuje barveni potravin. Pii §té€peni fytolu vznika chlorofylin

a ten umozni pfeménu lipofilniho pigmentu na hydrofilni [29].
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Obrazek 3 Chlorofyl
1.17.3. Médnaté komplexy chlorofylu

M¢d’ se pridava k derivatim chlorofylu pro ziskani siln€jsi barvy. Musi se ale ptidat forma,
kterd nezplsobi degradaci nebo nezanecha nadbytek médnatého iontu v produktu. Timto
zpusobem dojde k vytvofeni velmi stabilnich komplexii, které se pouzivaji jako funkéni slozky
¢i potravinaiské barvy. Komplexni méd’ je velice stabilni. Méd™ neni biologicky dostupna.
Vzhledem k pevnému a stabilnimu porfyrinovému kruhu se kovové komplexy vyskytuji i
v loziscich ropy. Vyskyt médi je pfirozeny, jelikoz mnoho rostlin obsahuje vyznamnou jeji

vyznamnou ¢ast [30].
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1. Zarizeni a pristroje

Pro LC/MS byl pouzivan nésledujici systém:
e Hmotnostni spektrometr
— QTRAP 4500 (ABSCIEX, USA)
e Kapalinovy chromatograf
— Autosampler SIL-20DXR (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
— SméSova¢ mobilni fdze (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
— Cerpadla mobilni faze LC-20XR (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
— Termostat kolon LCO 102 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
— UV/VIS detektor SPD-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
Analyzy ve 2D byly realizovany na kapalinovém chromatografu:

e Kapalinovy chromatograf Agilent Infinity Il (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA), ktery se sklada z nasledujicich modulii:

» Binarni ¢erpadlo (1260, G1312B) pro kolonu v prvni dimenzi

» Binarni ¢erpadlo (1290 Infiniti II, G7...) pro kolonu v druhé dimenzi

» Autosampler (G7114B, Vialsampler) s oddilem pro termostatovani kolon
» Detektor s proménnou vinovou délkou (G7114B)

» Osmiportovy dvoupozicovy ventil (Four port duo valve) vybaveny smyckami

s20a60 ul
e Ultrazvukova lazen (Kraintek 12, Slovensko)
e Analytické digitalni vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

e UV-VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2600 (Kyoto, Japonsko)
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Tabulka 2 Pouzité kolony:

Nazev kolony rozméry (mm) |velikost Castic (um) | vyrobce kolony | Priitok m.f. (ml/min)
Kinetex HILIC 100 A 100 x 2,1 1,7 Phenomenex 0,1
Kinetex Polar C18 100 A 150 x 3,0 2,6 Phenomenex 0,4
Kinetex Biphenyl 100 A 150 x 3,0 2,6 Phenomenex 0,4
Kinetex Biphenyl 100 A 50 x 4,6 2,6 Phenomenex 2,0

2.2. Pouzité chemikalie

— Acetonitrile CHROMASOLYV, SIGMA-ALDRICH
— 2 —Propanol CHROMASOLYV, SIGMA-ALDRICH
— Ammonium acetate, BioXtra, SIGMA-ALDRICH
— Formic Acid [for LC-MS], TCI, TOKYO

— Ammonium formate, Fluka Analytical

— Acetic Acid 99,8 %, Honeywell

— chlorid méd’naty Lachema, Brno

2.2.1. Pouzity vzorek
— Chlorophyllin sodium copper salt, SIGMA

2.2.2. Pouzité standardy
— PROTOPORPHYRIN IX

o Sumarni vzorec C3sH34N4O4

o Molarni hmotnost 562,6581 g/mol
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Obrazek 4 Protoporphyrin 1X
— CHLORIN E4

o  Sumarni vzorec C33zHzsN4O4

o Moléarni hmotnost 552.675 g/mol

Obrazek 5 Chlorin e4
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— CHLORIN E6

o Sumarni vzorec CasH3sN4Og

o Molarni hmotnost 596.684 g/mol
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Obrazek 6 Chlorin e6
— PHEOPHORBIDE A

o Sumarni vzorec C3sH3sN4Os

o Molarni hmotnost 592,68 g/mol
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Obrazek 7 Pheophorbide a
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2.3. Pracovni postup
2.3.1. Priprava standardi — rozpusténi v acetonitrilu

Do velké sklenéné vialky byl u v§ech standardi navazen 1 mg standardu a 1 ml acetonitrilu.
Takto pripravené standardy byly vlozeny do ultrazvuku na 15 minut. Z takto pfipravenych
roztokt bylo odpipetovano 50 pl a pfidano 450 pl acetonitrilu. Takto pfipravené standardy byly

pouzity pro analyzu kapalinovou chromatografii a LC/MS.

2.3.2. Priprava vzorku

Do velké sklenéné vialky byl navazen 1 mg vzorku Chloropyllin sodium copper a 1 ml
acetonitrilu. Takto pfipraveny vzorek byl vlozen do ultrazvuku na 15 minut. Z takto
ptipraveného roztoku bylo odpipetovano 50 pl a pfidano 450 ul acetonitrilu. Pfipraveny vzorek

byl pouzit pro analyzu kapalinovou chromatografii a LC/MS.

2.3.3. Podminky pro méieni na HPLC

Analyza standardu chlorin e4, chlorin e6, protoporphyrin IX a pheophorbide a byla
provadéna na kolonach uvedenych v tabulce 2. Jako mobilni faze byla pouzita voda (A)
a acetonitril (B). Do vody byly dale ptfidavany aditiva (octan amonny, kyselina mravendi,
kyselina octova a mraven¢an amonny). Pro mobilni fazi (B) bylo pouzito n¢kolik koncentraci
od 50 —100 %. Teplota termostatu kolon béhem analyzy byla 30 °C, vinova délka pro méteni
standardli a vzorku byla 400 nm a vlnova délka pro méfeni mrtvého objemu, kterym byla
thiomoCovina nebo acenaften byla 254 nm. Pro métfeni na LC byly pouzivany i gradienty

s mobilni fazi od 500 —100 % acetonitrilu (B).

Tabulka 3 Gradienty pro HPLC

¢as koncentrace acetonitrilu
(min) (%)

0 50

20 100

25 100

26 50
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2.3.4. Podminky pro méieni na LC/MS

Pii LC/MS experimentech bylo pouzito ndsledujici nastaveni hmotnostniho spektrometru.
Spektra byla proméfovana v rezimu linearni iontové pasti (Enhanced MS) v zdznamu kladnych
i zapornych iontti pomoci ionizace elektrosprejem. Na zdroji byly nastaveny parametry Curtain
gas 20 psi, napéti na spreji 5500/-4500 V, teplota susiciho plynu 300 °C, tlak plyni Gasl 40
psi, Gas2 50 psi, deklasterac¢ni potencial 100/-100 V, vstupni potencial 10/-10 V, kolizni energie
10/-10 V. Spektra byla zaznamenavana v rozsahu m/z 300-900 s rychlosti skenovani 10 000
Da/s.

2.3.5. Podminky pro méieni na 2D LC/UV

Analyzy pomoci dvourozmérné chromatografie byly realizovany v reZimu komplexni 2D
separace. Byly testovany rtizné priabéhy gradientti v prvni a druhé dimenzi (tabulka 7, 8, 9, 10
a 11). Byly testovany dva objemy smy¢ek pro pievod frakei a to 20 ul ve spojeni s modula¢nim
Casem piepnuti ventilu 30 s a smycky objemu 60 ul s ¢asem piepnuti ventilu 60 S. Ostatni
podminky analyzy byly obdobné jako u jednorozmérné LC/UV separace, tedy teplota kolon 30
°C, detekcni vinova délka 406 nm. Pti 2D analyze bylo davkovano 20 ul vzorku na prvni

kolonu.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1.Ur¢eni vinové délky pomoci UV/VIS spektrometru

Na zacatku praktické casti diplomové prace byla zmétena UV/VIS spektra pro jednotlivé
standardy chlorin e4, chlorin e6, protoporphyrin IX a pheophorbide a. Vysledna spektra jsou
uvedena v piiloze OBRAZKY a to: Graf P 1 (chlorin e4), Graf P 2 (chlorin e6), Graf P 3
(protoporphyrin IX) a Graf P 4 (pheophorbide a). Elektronové absorp¢ni spektrum chlorofylt
a jejich derivatli je velmi charakteristické a je ptisuzovano systému konjugovanych dvojnych
vazeb, tvoricich zakladni porfyrinovou strukturu. Pfechody elektronu jednotlivych molekul
chlorofylu tvofi absorpéni pasy a jejich hustota je vyjddiena molarnim absorpénim
koeficientem, ktery podle Lambert-Beerova zdkona zéavisi na optické hustoté, molarni
koncentraci a optické draze paprsku. Absorpéni maxima jednotlivych derivata chlorofylu se
nachazeji v modrofialové oblasti kolem 400 nm, kde jsou jejich charakteristické piky. Kromé
toho existuji i mensi vyrazné pasy kolem 500—-700 nm v ¢ervené oblasti. Z naméfenych spekter
byla zvolena vhodna vlnova délka 406 nm pro méfeni na kapalinovém chromatografu Agilent

Infinity I1.

3.2. Méfeni pomoci spojeni LC/MS

Nejprve byla provedena experimentalni méfeni standardi pomoci vyse uvedeného stanoveni
UVI/VIS spektrometru. Na téchto zaznamech se nachazelo vice pikd. Majoritni pik byl
identifikovan jako cilova slozka, tedy standard. Zbylé minoritni piky byly identifikovany jako

piipadné necistoty ¢i izomery cilové slozky.

Separace pomoci spojeni LC/MS probihala za gradientové eluce a s pouzitim dvou typa
kolon v systému s obracenymi fazemi a v chromatografii hydrofilnich interakci (Kinetex
HILIC a Kinetex POLAR C18). Mobilni faze pro tyto analyzy byl acetonitril a 30 mM octan

amonny. Prutok mobilni faze byl 0,2 ml/min, teplota 30 °C a detekéni vinova délka 400 nm.
Gradientova separace na LC/MS v HILIC médu:

Kinetex HILIC kolona, pritok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota 30 °C, davkovani 1 pl
vzorku. Gradient A — 50mM octan amonny ve vodé¢, B-acetonitril, gradientovy profil je uveden

v tabulce 4.
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Tabulka 4 Gradienty LC/MS

¢as (min) | koncentrace acetonitrilu (%)
0 99 % B
15 50%B
17 50% B
18 ¥%B
30 stop analyzy

V grafu P 6 se nachazi spektrum, kde majoritni signal z m/z 553,3 v reten¢nim case 6,71
minut odpovida chlorinu e4, jehoz skutecna molekulova hmotnost je 552,675 g/mol.
Ve spektru se dale nachazi signal s m/z 1105, odpovidajici [2M+H]". V grafu P 7 se nachazi
LC/UV zaznam chlorinu e6, $iroky pik s retenénim ¢asem 6,69 min je pravdépodobné zpiisoben
veétsim mnozstvim koelujicich latek a $patnou rozpustnosti vzorku, a proto také nebylo ziskano
jednozna¢né hmotnostni spektrum tohoto standardu. V grafu P 9 se nachazi spektrum, kde
majoritni signal 563,4 v reten¢nim ¢ase 7,94 minut (graf P 8) odpovida protoporphyrinu IX,
jehoz  skuteéna  molekulova  hmotnost je 562,67 g/mol. Vgrafu P 11
se nachazi spektrum, kde majoritni signal 593,3 v reten¢nim ¢ase 5,58 minut (graf P 10)
odpovida pheophorbidu a se skutecnou molekulovou hmotnosti 592,696 g/mol. Také v tomto

spektru byl pozorovan signal s m/z odpovidajici [2M+H]* = 1185,2.
Meéfeni za téchto podminek odpovida graf P 5 az graf P 11 v piiloze OBRAZKY.
Gradientova separace na LC/MS v RP médu:

Kinetex Polar C18 kolona, prutok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota 30 °C, davkovani 1 ul
vzorku. Gradient A — 50mM octan amonny ve vod¢, B-acetonitril, gradientovy profil je uveden

v tabulce 5.

Tabulka 5 Gradienty LC/MS

¢as (min) | koncentrace acetonitrilu (%)
0 50
20 100
25 100
26 50

V grafu P 13 se nachazi MS/MS spektrum, kde je majoritni signal 553,3 z hmotnostniho

spektra na grafu P 12 byl fragmentovan, a ktery odpovida standardu chlorinu e4.
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Dale se zde nachazi ztrata dvou oxida uhlicitych z dekarboxylace molekuly chlorinu (m/z =
509 a 465). V grafu P 14 je MS spektrum chlorinu e6, z n¢hoz byl dale fragmentovan prekurzor
s m/z 597. Graf P 15 zobrazuje MS/MS spektrum, kde je majoritni signal 597,4, ktery odpovida
prekurzoru standardu chlorinu e6 a dale se zde nachazi ztrata oxidu uhli¢itého (m/z = 553) a
vody (m/z =579). V grafu P 17 se nachazi MS/MS spektrum, kde je majoritni signal prekurzoru
pti m/z = 593,3 odpovida standardu pheophorbidu a a dale se zde nachazi ztraty kyseliny octové
(m/z = 533,3). Jednoduché hmotnostni spektrum k této analyze je uvedeno na grafu P 16.

Mgéfeni za téchto podminek odpovida graf P 12 az graf P 17 v piiloze OBRAZKY.

Pomoci vySe uvedenych experimentti bylo potvrzeno, ze dané standardy chlorofylinti obsahuji

majoritni slozku, ktera v chromatogramech reprezentuje pik s nejvyssi plochou.

3.3. Retenéni chovani latek v HILIC systému

Nejprve byly prométeny standardy chlorin e4, pheophorbide a a protoporphyrin IX pomoci
izokratické eluce pfi riznych pomérech mobilnich fazi a s nékolika typy aditiv mobilnich fazi.
Pro stanoveni mrtvého objemu byl pouzit acenaften jako nepolarni latka, ktera se nezadrzuje na
polarni stacionarni fazi a zaroven poskytuje vyrazny signal pii UV detekci. Jako prvni byla
pouzita mobilni faze acetonitril/voda s aditivem 50 mM octanem amonnym, dalsi aditivum byl
50 mM mravencan amonny, 50 mM kyselina mravenci a jako posledni 50 mM kyselina octova.
Pro tato méfeni byla pouzivana kolona Kinetex HILIC (velikost ¢astic 1,7 um
a rozméry 100 x 2,1 mm). Zvolené poméry mobilnich fazi byly nasledujici: 80 % (Vv/v)
acetonitrilu a do 100 % (v/v) byla ptidana voda s ptislusnym aditivem; dale 85 % (v/v), 86 %
(v/v), 87 % (viv), 90 % (v/Vv) a jako posledni 92 % (v/v) acetonitrilu. Podrobné informace
s vysledky reten¢nich faktord (vypoétenych s pouzitim rovnice (1)), logaritmu retenéniho
faktoru a prislusnych grafi jsou uvedeny v pfiloze TABULKY (Tabulka P 1 = octan amonny,
Tabulka P 2 = mraven¢an amonny, Tabulka P 3 = kyselina mravenéi a Tabulka P 4 = kyselina
octova) a OBRAZKY (Graf P 18 = octan amonny, Graf P 19 = mraven¢an amonny, Graf P 20
= kyselina mraven¢i a Graf P 21 = kyselina octova). Grafy byly sestrojeny jako zavislost
logaritmu retenéniho faktoru na logaritmu koncentrace vodné slozky mobilni faze (objemovy
zlomek). U grafii byla zjisténa linearni zavislost, dale bylo zjisténo, ze s rostouci koncentraci
vodné sloZky klesa retence, coZ potvrzuje separaéni mechanismus chromatografie hydrofilnich
interakci. Pfi porovnani jednotlivych aditiv byl jako nejleps$i pro analyzu vyhodnocen
mraven¢an amonny vzhledem k tomu, ze poskytoval nejvétsi retenci studovanych latek,

nejvetsi smeérnici zavislosti, pH bylo v kyselé oblasti a také nejvétsi iontovou silu, proto byl
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mravenc¢an amonny zvolen jako mobilni faze pro 2D LC analyzu. Standard chlorin e6 nebyl

prométen z diivodu Spatné rozpustnosti v danych rozpoustédlech.

Vypocty retenéniho faktoru byly provedeny pomoci rovnice 1:

Retenéni faktor K = (tr / tm) -1 (¢D)
r.... reten¢ni ¢as latky (standardu)

M. reten¢ni ¢as mrtvého objemu (acenaftenu)

Druhé métfeni na LC probihalo v systému s obracenymi fazemi pomoci gradientové eluce
viz. tabulka 6. Vzhledem k tomu, Ze detailni reten¢ni chovani studovanych latek na bifenylové
kolon¢ bylo studovdno vramci piedeSlé diplomové prace (Analyza porfyrinovych
potravinaiskych barviv pomoci kapalinové chromatografie, Lanikova H., 2017), byly
V systému s obracenymi fazemi provedeny pouze experimenty zaméfené na sledovani vlivu
rozpoustédla vzorku na separaci. Vzorek byl analyzovan v acetonitrilu a acetonitrilu
s pridavkem vody, coz simulovalo pfevod frakci ve 2D systému z chromatografie hydrofilnich
interakci. Pritok mobilni faze 0,4 ml/min, kolona Biphenyl (velikost ¢astic 2,6 um a rozméry
150 x 3,0 mm), mobilni faze acetonitril a voda, vinova délka 406 nm, profil gradientu je uveden

v tabulce 6.
Standardy a vzorek byly pFripraveny tiemi zpusoby:
— 50 pl latky + 450 pl acetonitrilu — odpovida 100 % (v/v) acetonitrilu
— 50 pl latky + 50 pl vody + 400 pl acetonitrilu — odpovida 90 % (v/v) acetonitrilu

— 50 pl latky + 100 pl vody + 350 pl acetonitrilu — odpovida 80 % (v/v) acetonitrilu

Tabulka 6 Gradient LC

¢as (min) | koncentrace acetonitrilu (%)
0 50
15 100
20 100
21 50
25 konec analyzy

Meéfeni za téchto podminek odpovida graf P 22 az graf P 26. Z porovnani ziskanych zdznamu

vyplyva, Ze pro vzorky chlorinu e4, chlorinu e6 a pheophorbide a dochazi pouze k malé zméné
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chromatogrami. U protoporphyrinu IX je deformace pikli nejvyznamnégj$i, nicméné lze
shrnout, ze priprava vzorku v 80 — 100 % (v/v) by neméla nasledné RP separaci Cinit vyrazngjsi

problémy.

3.4. Analyza latek ve 2D LC systému

2D LC analyza probihala ve spojeni dvou typi kolon Kinetex HILIC (rozméry 100 x
2,1 mm) a Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm), byly pouzity dva typy smycek s mensim objemem
20 pl a s vétsim objemem 60 pl. Nejprve byly proméfeny smési standardd a vzorek s pratokem
mobilni faze 2 ml/min na koloné Biphenyl a byla pouzita vétsi smycka 60 ul, jedna se o prvni
gradient v tabulce 7. Na zéklad¢ jednotlivych vysledkt byly upraveny podminky pro nasledujici
méfeni a to tim, ze byl zvySen pritok v druhé dimenzi na 3 ml/min na koloné¢ Biphenyl, dale
byla pouzita mensi smycka 20 pl, jedna se o druhy gradient v tabulce 8. Tieti pouzity gradient
byl obdobny, pouze se lisil zvoleny ¢as gradientu v druhé dimenzi ato 0,8, 0,4 a 0,7 min. Timto
jsme se propracovali k finalnim podminkam, kdy byl zvySen pritok na 3,3 ml/min na druhé
kolon¢ Biphenyl, byla pouzita smycka s objemem 20 ul, liSila se pouze doba analyzy neboli
,,stop time* u ¢tvrtého gradientu 0,8 min v tabulce 10 a u patého gradientu 0,4 min v tabulce
11. U tohoto gradientu byly zméfeny jednotlivé standardy a vzorek nejprve samostatné a poté
s pridavkem roztoku chloridu méd’natého, ktery komplexuje se vzorky chlorinii a vytvari tak

méd’naté analogy téchto latek.

Vzhledem k posunu v prvni dimenzi z 1 % (v/v) pufru na 4 % (v/v) pufru doslo k lepSimu
rozlozeni latek, stejné tak i v druhé dimenzi pii sniZzeni rozsahu gradientu doslo k lep§imu
rozprostieni latek po dvourozmérné ploSe, tak i k lepSimu oddé€leni jednotlivych latek. Po
pridani roztoku CuCl, K jednotlivym latkam se zvysila retence v prvnim rozméru v HILIC

systému, a to pravdépodobné diky centralnimu atomu médi, ktery umoznil iontovou vyménu.

Tabulka 7 Prvni gradient 2D LC

1D - kolona Kinetex HILIC (rozméry 100 x 2,1 mm), priutok m.f. 0,06 ml/min
¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 99
50 50
59 50
59,1 99
2D - kolona Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm ), priitok m.f. 2 ml/min, smy¢ka 60 pl
¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 50
08 100
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Tabulka 8 Druhy gradient 2D LC

1D - kolona Kinetex HILIC (rozméry 100 x 2,1 mm), priutok m.f. 0,06 ml/min

¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 99
75 50
88 50
89 99

2D - kolona Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm ), priitok m.f. 3 ml/min, smycka 20 pl

¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 50
04 100

Tabulka 9 Tteti gradient 2D LC

1D - kolona Kinetex HILIC (rozméry 100 x 2,1 mm), prutok m.f. 0,06 ml/min

¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 99
50 50
59 50
59,1 99

2D - kolona Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm ), priitok m.f. 3 ml/min, smycka 60 pl

¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 60
0,7 100

Tabulka 10 Ctvrty gradient 2D LC

1D - kolona Kinetex HILIC (rozméry 100 x 2,1 mm), priutok m.f. 0,04 ml/min

¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 99
50 50
59 50
59,1 99

2D - kolona Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm ), priitok m.f. 3,3 ml/min, smycka 20 pl

¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 60
08 100
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Tabulka 11 Paty gradient 2D LC

1D - kolona Kinetex HILIC (rozméry 100 x 2,1 mm), priutok m.f. 0,04 ml/min
¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 96
75 60
88 60
89 96
2D - kolona Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm ), pritok m.f. 3,3 ml/min, smycka 20 pul
¢as (min) koncentrace acetonitrilu (%)
0 60
04 100

Tabulce 7 odpovida graf P 27, P 28, P 29. Tabulce 8 odpovida graf P 30 a P 31. Tabulce 9
odpovida graf P 32. Tabulce 10 odpovida graf P 33 a tabulce 11 odpovida graf P 34, P 35, P
36,P 37,P38,P39,P40,P41,P42aP43.

Pti porovnani dvourozmérné analyzy standardt chlorinu e4, chlorinu €6, protoporphyrinu IX a
pheophorbidu a a vzorku sodné soli chlorofylint je patrné, ze vzorek mize obsahovat dané
latky (zejména chloriny). Pro jednoznac¢nou identifikaci latek ptitomnych ve smési vzorku by
v8ak bylo vhodné provést naslednou analyzu naptiklad hmotnostni spektrometrii. Ta by vSak
byla vzhledem k nutnosti pouziti 2D instrumentace sloZitéj$i. Z prostého srovnani reten¢nich
Cast v grafech P 34 — P 43 je patrna shoda pikit méd’natého komplexu chlorinu e4 a chlorinu

€6 se vzorkem.
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ZAVER

V ramci této diplomové prace byla provedena identifikace jednotlivych standarda (chlorin
e6, chlorin e4, protoporphyrin IX a pheophorbide a) a vzorku (chlorophyllin sodium copper)
pomoci metody HPLC/MS, kde byly zjistény majoritni signaly odpovidajici uvedenym latkam

podle jejich molekulové hmotnosti.

Chromatografickd analyza probihala s tfemi typy kolon a s riznymi kombinacemi mobilnich
fazi. Jednalo se o acetonitril a voda nebo acetonitril a voda Vv systému s obracenymi fazemi a
s jednotlivymi  aditivy  (octan amonny, mraven¢an amonny, Kkyselina mravenci
a kyselina octova) v chromatografii hydrofilnich interakci. Timto méfenim bylo zjiSténo, ze
standard chlorin e¢6 je Spatné rozpustny. Pii pouziti mobilni faze acetonitril a voda
s jednotlivymi aditivy, bylo zjisténo, Ze nejlepsi je mravencan amonny a proto byl zvolen pro

nasledujici 2D LC analyzu.

2D LC analyza probihala v kombinaci dvou typii kolon a to pro prvni dimenzi Kinetex
HILIC (rozméry 100 x 2,6 mm) a pro druhou dimenzi Biphenyl (rozméry 50 x 4,6 mm), ktera
pro studované latky poskytovala vyssi retenci nez kolona C18. Mobilni faze pro prvni dimenzi
byla acetonitril a mravenc¢an amonny a pro druhou dimenzi acetonitril a voda. Pro tuto analyzu
byly pouzity dva typy smycek 20 pl a 60 ul, bylo ovéteno, ze mensi smycka poskytuje lepsi
rozliSeni analyzovanych latek. Pfi porovnani 2D analyz standardi, jejich méd’natych komplext
a vzorku méd’natych chlorofylinti bylo patrné, ze tyto vzorky pravdépodobné obsahuji zejména

chloriny e4 a e6.
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Graf P 1 UV/VIS spektrum pro chlorin e4.
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Graf P 2 UV/VIS spektrum pro chlorin e6.
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Graf P 3 UV/VIS spektrum pro protoporphyrin IX.
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Graf P 4 UV/VIS spektrum pro pheophorbide a.
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Graf P 5 LC/UV zaznam chlorinu e4 na koloné Kinetex HILIC 100 A s monilni fazi
acetonitril/octan amonny.
L=V S Exp 1, 6,794 t0 6,866 min from Sanrple 1 (E4) of Petra-Pavia-brezen13.wiff (Turbo Spray), subtracted (5,721t0 6,734 minand 7,12t0 858.... Max. 2,8e7 cps|
2867 33
2,667
24e7+
2,267
2,0e7-
1,8e7-
1,6e7

1,4e7

Intensity, cps

1,267+
1,067
80667
6,066

4,066+

20661
5852
ﬁ%g L 11053
I T by ‘ [
400

450 50 550 60 650 700 70 80 850 %00 %0 1000 1080 1100 1150 1200

Graf P 6 Hmotnostni spektrum pro pik s reten¢nim ¢asem 6,71 min.
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[ M Shimedzu LC Controller Detector A, Channel 1 from Sarrple 2 (ES) of Petra-Pavia-brezen13 wiff Vex. 2567,0
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Graf P 7 LC/UV zaznam chlorinu e6 na koloné Kinetex HILIC 100 A s mobilni fazi

acetonitril/octan amonny.
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Graf P 8 LC/UV zaznam pro protoporphyrin IX na koloné Kinetex HILIC 100 A

S monilni fazi acetonitril/octan amonny.
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Graf P 9 Hmotnostni spektrum pro pik s retenénim ¢asem 7,94 min.
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Graf P 10 LC/UV zaznam pro pheophorbide a na koloné Kinetex HILIC 100 A

S monilni fazi acetonitril/octan amonny.

53



[ 3EVS B 1, 5,587 to 5,852 nin from Sample 3 (PH) of Petra-Pavia-brezen13wiff (Turbo Spray) Max. 2,667 cps|
5033
2667
2467
2267
2067
1,867

16er:

L4er

Intensity, cps

127
1,07
8,0e6
6,066
4,066

200 uss2

004 6372 l

oo ‘ : ‘ et
40

50 500 550 600 650 70 750 80 850 %0 %0 1000 1050 1100 1150 1200

Graf P 11 Hmotnostni spektrum pro pik s retenénim ¢asem 5,58 min.

B LEVS: Exp 1, 13642 to 14.078 min from Sample 13 (E4 novy) of Petra-Pavia-unor4.wiff (Turbo Spray), subiracted (12.868 to 13.632 m.. Max. 2.2e6 cps|
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Graf P 12 MS+ spektrum standardu chlorinu e4. Signal 553,3 odpovida chlorinu e4,
jehoZ molekulova hmotnost je 552,675 g/mol.
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Graf P 13 Spektrum MS/MS pro signal 553,3 chlorinu e4. VV tomto zaznamu se nachazi
ztrata dvou oxida uhli¢itych a to ( 553,3 —509,3 = 44) a ( 509,3 — 465,1 = 44,2).
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Graf P 14 MS+ spektrum standardu chlorinu e6. Signal 597,2 odpovida chlorinu €6,

jehoZ molekulova hmotnost je 596,68 g/mol.
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Graf P 15 Spektrum MS/MS pro signal 597,4 chlorinu €6. V tomto zaznamu se nachazi
ztrata oxidu uhli¢itého a to ( 597,4 — 553,4 = 44) a ztrata vody ( 597,4 — 579,4 = 18)
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Graf P 16 MS+ spektrum standardu pheophorbide a. Signal 593,3 odpovida

pheophorbidu a, jehoZ molekulova hmotnost je 592,696 g/mol.
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Graf P 17 Spektrum MS/MS pro signal 593,3 pheophorbidu a. V tomto zaznamu se
nachazi ztrata kyseliny octové a to (593,3 — 533,3 = 60).
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Graf P 18 Zavislost log retenc¢ni faktoru (log k) na log koncentrace vody s aditivem
octanem amonnym (log c¢). Proméreny standardy chlorin e4 (modry), pheophorbide a
(oranZovy) a protoporphyrin IX (¢erveny). Méreno na koloné Kinetex HILIC 100 A, 100
x 2,1 mm, 1,7 pm velikost ¢astic, pratok 0,1 ml/min, teplota 30 °C, detekce pii 406 nm.

Proméreno systémem LC.
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Graf P 19 Zavislost log reten¢ni faktoru (log k) na log koncentrace vody s aditivem
mravenc¢anem amonnym (log ¢). Proméreny standardy chlorin e4 (modry), pheophorbide
a (oranZovy) a protoporphyrin IX (¢erveny). Méreno na koloné Kinetex HILIC 100 A, 100
X 2,1 mm, 1,7 pm velikost ¢astic, prutok 0,1 ml/min, teplota 30 °C, detekce pri 406 nm.

Proméieno systémem LC.
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Graf P 20 Zavislost log retenc¢ni faktoru (log k) na log koncentrace vody s aditivem
kyselinou mravenci. (log c¢). Proméieny standardy chlorin e4 (modry), pheophorbide a
(oranZovy) a protoporphyrin IX (¢erveny). Méreno na koloné Kinetex HILIC 100 A, 100
x 2,1 mm, 1,7 pm velikost ¢astic, pratok 0,1 ml/min, teplota 30 °C, detekce pii 406 nm.

Proméreno systémem LC.
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Graf P 21 Zavislost log reten¢ni faktoru (log k) na log koncentrace vody s aditivem
kyselinou octovou. (log c¢). Proméreny standardy chlorin e4 (modry), pheophorbide a
(oranZovy) a protoporphyrin IX (¢erveny). Méfeno na koloné Kinetex HILIC 100 A, 100
x 2,1 mm, 1,7 pm velikost ¢astic, pritok 0,1 ml/min, teplota 30 °C, detekce p¥i 406 nm.

Proméieno systémem LC.
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Graf P 22 Zavislost absorbance na ¢ase méfen standard chlorin e4 na kapalinovém
chromatografu pomoci gradientu viz. Tabulka ¢. Teplota 30 °C, vinova délka 406 nm,
pritok m.f. 0,4 ml/min. Standard byl pripraven 3 zpiisoby. Modry pik odpovida redéni
50 ul standardu (odpipetovaného ze zasobniho roztoku 1 mg standardu + 1 ml
acetonitrilu) + 450 ul acetonitrilu. Oranzovy pik odpovida Fedéni 50 ul standardu + 50 pl
destilované vody + 400 pl acetonitrilu. Sedy pik odpovida Fedéni 50 pl standardu + 100 pl

destilované vody + 350 ul acetonitrilu. Profil pouZitého gradientu uveden v tabulce 6.
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Graf P 23 Zavislost absorbance na ¢ase méfen standard chlorin e6 na kapalinovém
chromatografu pomoci gradientu viz. Tabulka ¢. Teplota 30 °C, vinova délka 406 nm,
pritok m.f. 0,4 ml/min. Standard byl pripraven tfemi zptsoby. Modry pik odpovida
fedéni 50 ul standardu (odpipetovaného ze zasobniho roztoku 1 mg standardu + 1 ml
acetonitrilu) + 450 pl acetonitrilu. Oranzovy pik odpovida Fedéni 50 pl standardu + 50 pl
destilované vody + 400 pl acetonitrilu. Sedy pik odpovida Fedéni 50 pl standardu + 100 pl

destilované vody + 350 ul acetonitrilu. Profil pouZitého gradientu uveden v tabulce 6.
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Graf P 24 Zavislost absorbance na ¢ase méfen standard protoporphyrin IX na
kapalinovém chromatografu pomoci gradientu viz. Tabulka ¢. Teplota 30 °C, vinova
délka 406 nm, pritok m.f. 0,4 ml/min. Standard byl pfipraven tiemi zptisoby. Modry pik
odpovida Fedéni 50 ul standardu (odpipetovaného ze zasobniho roztoku 1 mg standardu
+ 1 ml acetonitrilu) + 450 pl acetonitrilu. OranZovy pik odpovida fedéni 50 ul standardu
+ 50 pl destilované vody + 400 pl acetonitrilu. Sedy pik odpovida fedéni 50 pl standardu
+ 100 pl destilované vody + 350 ul acetonitrilu. Profil pouzitého gradientu uveden

v tabulce 6.

62



500

400

300

< 200

100

-100
t (min)

Graf P 25 Zavislost absorbance na ¢ase méien standard pheophorbide a na
kapalinovém chromatografu pomoci gradientu viz. Tabulka ¢. Teplota 30 °C, vinova
délka 406 nm, pritok m.f. 0,4 ml/min. Standard byl pFipraven tiemi zpusoby. Modry pik
odpovida redéni 50 pl standardu (odpipetovaného ze zasobniho roztoku 1 mg standardu
+ 1 ml acetonitrilu) + 450 pl acetonitrilu. OranZovy pik odpovida fedéni 50 ul standardu
+ 50 pl destilované vody + 400 pl acetonitrilu. Sedy pik odpovida fedéni 50 pl standardu
+ 100 pl destilované vody + 350 ul acetonitrilu. Profil pouZitého gradientu uveden

v tabulce 6.
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Graf P 26 Zavislost absorbance na ¢ase méren vzorek chlorophyllin sodium copper na
kapalinovém chromatografu pomoci gradientu viz. Tabulka ¢. Teplota 30 °C, vinova
délka 406 nm, priatok m.f. 0,4 ml/min. Vzorek byl p¥ipraven tfemi zpisoby. Modry pik
odpovida fedéni 50 pl vzorku (odpipetovaného ze zasobniho roztoku 1 mg vzorku + 1 ml
acetonitrilu) + 450 ul acetonitrilu. OranZovy pik odpovida fedéni 50 ul vzorku + 50 ul
destilované vody + 400 pl acetonitrilu. Sedy pik odpovida Fedéni 50 ul vzorku + 100 ul

destilované vody + 350 ul acetonitrilu. Profil pouZitého gradientu uveden v tabulce 6.
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Graf P 27 Analyza smési standardi chlorinu e4, chlorine e6, protoporphyrinu IX a

pheophorbidu a pomoci 2D LC za pouZiti prvniho grafientu uvedeného vyse v tabulce 7.
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Graf P 28 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZiti

prvniho gradientu uvedeného vySe v tabulce 7.
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Filled contour plot - created by Eval2D
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Graf P 29 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZiti

druhého gradientu uvedeného vyse v tabulce 7.
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Graf P 30 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZiti tietiho

gradientu uvedeného vyse v tabulce 8.
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Filled contour plot - created by Eval2D

Graf P 31 Analyza smési standardi chlorinu e4, chlorine e6, protoporphyrinu IX a

pheophorbidu a pomoci 2D LC za pouZiti tfetiho grafientu uvedeného vyse v tabulce 8.
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Graf P 32 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZiti tietiho

gradientu uvedeného vySe v tabulce 9.
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Graf P 33 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZiti

¢tvrtého gradientu uvedeného vyse v tabulce 10.
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Graf P 34 Analyza standardu chlorinu e4 pomoci 2D LC za pouziti patého gradientu

uvedeného vyse v tabulce 11.
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Filled contour plot - created by Eval2D
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Graf P 35 Analyza standardu chlorinu e6 pomoci 2D LC za pouZiti patého gradientu
uvedeného vySe v tabulce 11.
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Graf P 36 Analyza standardu protoporphyrinu IX pomoci 2D LC za pouZiti patého
gradientu uvedeného vySe v tabulce 11.
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Graf P 37 Analyza standardu pheophorbide a pomoci 2D LC za pouZiti patého

gradientu uvedeného vySe v tabulce 11.
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Graf P 38 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZiti patého

gradientu uvedeného vySe v tabulce 11.
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Graf P 39 3D zobrazeni vzorku chlorophyllin sodium copper pomoci 2D LC za pouZziti

patého gradientu uvedeného vyse v tabulce 11.
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Graf P 40 Analyza standardu chlorinu e4 s pfidavkem CuCl, pomoci 2D LC za pouZiti

patého gradientu uvedeného vyse v tabulce 11.
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Graf P 41 Analyza standardu pheophorbide a s pfidavkem CuCl; pomoci 2D LC za

pouZiti patého gradientu uvedeného vyse v tabulce 11.
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Graf P 42 Analyza standardu protoporphyrin X s pfidavkem CuCl, pomoci 2D LC za

Filled contour plot - created by Eval2D
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pouziti patého gradientu uvedeného vyse v tabulce 11.
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Graf P 43 Analyza vzorku chlorophyllin sodium copper s pfidavkem CuCl, pomoci 2D

LC za pouziti patého gradientu uvedeného vyse v tabulce 11.
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Tabulka P 1 Analyza standardi chlorinu e4, pheophorbide a a protoporphyrin IX. Pfi
poméru mobilni faze 80 % acetonitrilu (B) a 20 % vody s octanem amonnym (A), 85 %
(B)a15% (A), 86 % (B) a14 % (A), 87 % (B) a 13 % (A), 90 % (B) a 10 % (A) a nakonec
92 % (B) a 8 % (A). Prumér byl vypocten ze tii méfeni. Tabulka odpovida grafu P 18

v priloze obrazky.

koncentrace m.f. Av % 20% - -
koncentrace 0,2 - -
logaritmus koncentrace -0,699 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,305 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (min) | reten¢ni faktor (k) |log k
chlorin e4 1,746 0,338| -0,472
pheophorbide a 1,358 0,041] -1,391
protoporphyrin 1X 1,676 0,284| -0,547
koncentrace m.f. Av % 15% - -
koncentrace 0,15 - -
logaritmus koncentrace -0,824 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,32 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) | retenéni faktor (k) |log K
chlorin e4 3,06 1,317 0,12
pheophorbide a 1,556 0,178 | -0,749
protoporphyrin 1X 2,53 0,916| -0,038
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Pokracovani Tabulky P 1.

koncentrace m.f. Av % 14% - -
koncentrace 0,14 - -
logaritmus koncentrace -0,854 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,326 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tr (Min) reten¢ni faktor (k) |log k
chlorin e4 3,745 1,824| 0,261
koncentrace m.f. Av % 13% - -
koncentrace 0,13 - -
logaritmus koncentrace -0,886 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,328 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tg (Min) retenéni faktor (k) |log k
chlorin e4 4,753 2,579 0,411
koncentrace m.f. Av % 10% - -
koncentrace 0,1 - -
logaritmus koncentrace -1,000 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,328 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tg (Min) retenéni faktor (k) |log k
pheophorbide a 2,08 0,566 | -0,247
protoporphyrin 1X 7,03 4,294| 0,633
koncentrace m.f. Av % 8% - -
koncentrace 0,08 - -
logaritmus koncentrace -1,097 - -
mrtvy ¢as ty (Min) Primér ty (min) - -
acenaften 1,328 - -
reten¢ni ¢as tg (Min) Pramér tg (Min) reten¢ni faktor (k) |log k
pheophorbide a 2,595 0,954| -0,020
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Tabulka P 2 Analyza standardi chlorinu e4, pheophorbide a a protoporphyrin IX. Pii
poméru mobilni faze 80 % acetonitrilu (B) a 20 % vody s mraven¢anem amonnym (A),
85 % (B) a 15 % (A), 86 % (B) a 14 % (A), 87 % (B) a 13 % (A), 90 % (B) a 10 % (A) a

nakonec 92 % (B) a 8 % (A). Primér byl vypo¢ten ze tfi méreni. Tabulka odpovida grafu

P 19 v priloze obrazky.

koncentrace m.f. Av % 20% - -
koncentrace 0,2 - -
logaritmus koncentrace -0,699 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,304 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (min) | retenéni faktor (k) log k
chlorin e4 1,854 0,422 -0,375
pheophorbide a 1,377 0,056 -1,252
protoporphyrin IX 1,631 0,251 -0,601
koncentrace m.f. Av % 15% - -
koncentrace 0,15 - -
logaritmus koncentrace -0,824 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,317 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) | retenéni faktor (k) log K
chlorin e4 3,199 1,429 0,155
pheophorbide a 1,518 0,153 -0,816
protoporphyrin 1X 2,192 0,664 -0,178
koncentrace m.f. Av % 14% - -
koncentrace 0,14 - -
logaritmus koncentrace -0,854 - -
mrtvy ¢as ty (Min) Priamér ty (min) - -
acenaften 1,321 - -
reten¢ni ¢as tg (Min) Priamér tz (Min) | retenéni faktor (k) log k
chlorin e4 3,958 1,996 0,300
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Pokracovani Tabulky P 2.

koncentrace m.f. Av % 13% - -
koncentrace 0,13 - -
logaritmus koncentrace -0,886 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,32 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tz (min) | retenéni faktor (k) log k
chlorin e4 4,938 2,741 0,438
koncentrace m.f. Av % 10% - -
koncentrace 0,1 - -
logaritmus koncentrace -1,000 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,33 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) | retenéni faktor (k) log K
pheophorbide a 1,8 0,353 -0,452
protoporphyrin IX 5,082 2,821 0,450
koncentrace m.f. Av % 8% - -
koncentrace 0,08 - -
logaritmus koncentrace -1,097 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,335 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) | retenéni faktor (k) log K
pheophorbide a 2,046 0,533 -0,274
protoporphyrin 1X 8,703 5,519 0,742
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Tabulka P 3 Analyza standardi chlorinu e4, pheophorbide a a protoporphyrin IX. Pii
poméru mobilni faze 80 % acetonitrilu (B) a 20 % vody s kyselinou mravenci (A), 85 %
(B)a15% (A), 86 % (B) a14 % (A), 87 % (B) a 13 % (A), 90 % (B) a 10 % (A) a nakonec
92 % (B) a 8 % (A). Prumér byl vypocten ze tii méfeni. Tabulka odpovida grafu P 20

v priloze obrazky.

koncentrace m.f. Av % 20% - -
koncentrace 0,2 - -
logaritmus koncentrace -0,699 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,320 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tz (min) |retené¢ni faktor (k) | log k
chlorin e4 2,153 0,631 -0,200
pheophorbide a 1,313 -0,005 -
protoporphyrin 1X 1,582 0,198 -0,702
koncentrace m.f. Av % 15% - -
koncentrace 0,15 - -
logaritmus koncentrace -0,824 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,331 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) |retenéni faktor (k) |log k
chlorin e4 2,958 1,222 0,087
pheophorbide a 1,334 0,002 -2,647
protoporphyrin 1X 1,748 0,313 -0,504
koncentrace m.f. Av % 14% - -
koncentrace 0,14 - -
logaritmus koncentrace -0,854 - -
mrtvy ¢as ty (Min) Primér ty (Min) - -
acenaften 1,335 - -
reten¢ni ¢as tg (Min) Pramér tg (Min) | retenéni faktor (k) | log k
chlorin e4 3,213 1,407 0,148
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Pokracovani Tabulky P 3.

koncentrace m.f. Av % 13% - -
koncentrace 0,13 - -
logaritmus koncentrace -0,886 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,336 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tz (min) |retené¢ni faktor (k) | log k
chlorin e4 3,422 1,561 0,194
koncentrace m.f. Av % 10% - -
koncentrace 0,1 - -
logaritmus koncentrace -1,000 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,344 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) |retenéni faktor (k) | log kK
pheophorbide a 1,363 0,014| -1,850
protoporphyrin IX 2,225 0,656| -0,183
koncentrace m.f. Av % 8% - -
koncentrace 0,08 - -
logaritmus koncentrace -1,097 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,349 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) |retenéni faktor (k) |log k
pheophorbide a 1,385 0,027 -1,574
protoporphyrin 1X 2,76 1,046 0,020
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Tabulka P 4 Analyza standardi chlorinu e4, pheophorbide a a protoporphyrin IX. Pri
poméru mobilni faze 80 % acetonitrilu (B) a 20 % vody s kyselinou octovou (A), 85 % (B)
al59% (A), 86 % (B) a 14 % (A), 87 % (B) a 13 % (A), 90 % (B) a 10 % (A) a nakonec 92
% (B) a 8 % (A). Prumér byl vypoclten ze tii méieni. Tabulka odpovida grafu P 21

v priloze obrazky.

koncentrace m.f. Av % 20% - -
koncentrace 0,2 - -
logaritmus koncentrace -0,699 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,322 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) reten¢ni faktor (k) |log Kk
chlorin e4 2,397 0,813| -0,090
pheophorbide a 1,315 -0,005 -
protoporphyrin 1X 1,605 0,214| -0,669
koncentrace m.f. Av % 15% - -
koncentrace 0,15 - -
logaritmus koncentrace -0,824 - -
mrtvy ¢as ty (min) Primér tm (Min) - -
acetnaften 1,332 - -
retencni ¢as tr (Min) Priamér tg (Min) retenéni faktor (k) |[log K
chlorin e4 3,1 1,327 0,123
pheophorbide a 1,333 0,001| -3,125
protoporphyrin 1X 1,752 0,315| -0,501
koncentrace m.f. Av % 14% - -
koncentrace 0,14 - -
logaritmus koncentrace -0,854 - -
mrtvy ¢as ty (Min) Primér ty (min) - -
acenaften 1,335 - -
reten¢ni ¢as tg (Min) Pramér tg (Min) reten¢ni faktor (k) |log k
chlorin e4 3,439 1,576 0,198
koncentrace m.f. Av % 13% - -
koncentrace 0,13 - -
logaritmus koncentrace -0,886 - -
mrtvy ¢as tm (min) Primér tm (min) - -
acenaften 1,334 - -
reten¢ni ¢as tr (Min) Primér tg (Min) retencni faktor (k) |log k
chlorin e4 3,713 1,783 0,251
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Pokracovani Tabulky P 4.

koncentrace m.f. Av % 10% - -
koncentrace 0,1 - -
logaritmus koncentrace -1,000 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,342 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) reten¢ni faktor (k) |log Kk
pheophorbide a 1,366 0,018 -1,748
protoporphyrin 1X 2,211 0,648| -0,189
koncentrace m.f. Av % 8% - -
koncentrace 0,08 - -
logaritmus koncentrace -1,097 - -
mrtvy ¢as tm (min) Priamér tv (min) - -
acenaften 1,346 - -
retencni ¢as tr (Min) Primér tz (Min) retenéni faktor (k) |[log K
pheophorbide a 1,385 0,029| -1,538
protoporphyrin 1X 2,639 0,961 -0,017
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