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ABSTRAKT

Bakaldska prace se v teoretick&sti zabyva obecnou charakteristikotirgdnich
a syntetickych barviv, jejich extrakci #igpdnich materidl a vytem vybranych
analytickych metod vhodnych ke stanoveni barviakBcka ¢ast je ¥novana extrakci
barviv zcerstvého a mrazeného Spenatu, jejich separaci ik@zhntenkovrstvé

chromatografie a analyze pomoci hmotnostni spekitoens elektrosprejovou ionizaci.

Kli¢ova slova: barvivo, extrakce, macerace, chromatiegrea tenké vrsi; hmotnostni
spektrometrie, Spenat

ABSTRACT

In the theoretical part of this bachelor thesisjegal characterization of both natural
and synthetic dyes, methods of their extractiomftbe natural sources and description of
analytical methods commonly used for their deteatiam, is described. The practical part
of this work describes the extraction of dyes frivesh and frozen spinach, separation of
extracted dyes using thin-layer chromatography thedelectrospray mass spectrometry

analysis of both separated dyes and obtained éxtrac

Keywords: dye, extraction, maceration, thin-lay@romatography, mass spectrometry,

spinach
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UvoD

Barviva jsou roz$enou skupinou organickych, senzoricky aktivnicheKatkteré
dodavaji charakteristickou barevnost potravinanostlinnym materid@lm. Podle fvodu
se rozliSuji barviva irodni a syntetick&. #todni barviva pedstavuji Sirokou skupinu
latek, které se mohotienit na zaklad jejich chemické struktury, rozpustnosti, vyskytu
anebo dle biologické funkce ¥ippdnim materialu. NeptSi diraz v této praci je kladen na
karotenoidni a chlorofylova barviva. Nejvyznagiimi zastupci karotenoidnich barviv
jsou lykopen f-karoten, lutein, violaxanthin, neoxanthin, mutatothin; z chlorofylovych
barviv jsou nejvyznamijSi dva typy - chlorofyh a chlorofylb. Pro potravinéké ely se
vyuZivaji takova syntetickd barviva, ktera jsou pwgtnd ve vog ato proto, aby
nedochazelo kjejich hromé&d v®l¢ a mohly byt metabolizovany v jatrech

s naslednym vylatenim mdai.

Tato bakaléska prace je roztena na dv ¢asti — teoretickou a praktickou. Teoreticka
cast prace je anovana charakteristicerippdnich barviv vyskytujicich se \Wippzenych
materialech a syntetickych barviv, ktera se nejuipdaiiuji pii technologické vyrob
potravin. Pro analytické stanoveni barviv je negpnezbytné je vyextrahovat z daného
materialu. Ktomu se vyuzZiva exttaich a macegaich technik. Takto vyextrahovana
barviva mohou byt izolovana a charakterizovana poncbromatografie nebo za pouziti

metody hmotnostnii infracervené spektrometrie, o kterych taktéz pojednawapicce.

V praktické ¢asti byly podrobeny kvalitativni analyze listy Sa&n setého, které jsou
bohaté na karotenoidni a chlorofylova barviva. mMcatéto prace byly studovany dva typy
vzorka, kdy prvnim byly listy cerstvého Spenatu, a druhym vzorkem byl mrazeny
Spenatovy protlak. Cilem prace bylo extrahovat ivarjak na Soxhletavextraktoru, tak i
jednostupiovou maceraci za pouziti vhodného rozpédlat Po ziskani jednotlivych
extrakti nasledovala izolace barviv pomoci tenkovrstvé etaiografie, a na zaklad
rychlosti interakci mezi kapalnym vzorkem a mobitdi byly zjiSeény retardani faktory
pro jednotlivé barevné skvrny. S vyuZzitim hmotn@stnspektrometru s elektrosprejovou
ionizaci byla provedna analyza barviv Spenatovythakti, kdy vystupem r&eni byl graf
zavislosti intenzity proudu iofit na hodnotachm/z, nazyvany hmotnostni spektrum.
V diskuzi jsou podrobh popsany vysledky jednotlivych dfeni s drazem na popis

odliSnosti pozorovanychderstvého Spenatu a mrazeného Spenatoveho protlaku.
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|. TEORETICKA CAST
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1 BARVIVA

Barviva jsou organické sldeniny, jez maji takovou molekularni strukturu, kter
umoziuje absorpci sitla ve viditelnécasti spektra a zaroireumoziuje fyzikalni nebo
chemickou vazbu s vybarvovanym substratem. Banjsau vyznamnou skupinou

senzoricky aktivnich latek potravin, kter&uwii jejich charakteristickou barvu. [1,2]

Barevnost je dana rozsahlym konjugovanym systémeajnyich vazeb v molekule
barviva. Nositelem barevnosti jsou skupiny obsatujivojné vazby, tzv. chromofory
(skupina azo-, nitro-, nitros@i karbonylovd). Slotenina nesouci chromofory se nazyva
chromogen. Auxochromy (skupina hydroxy-, aminokykmino-), jsou latky, které

udavaji intenzitu zbarveni a afinitu k substrag]. [
Podle fivodu jsou barviva&ena na 3 skupiny:

» prirodni (irozena) barviva
» synteticka barviva identicka $ipdnimi

= synteticka barviva. [1]

Prirozena barviva se klasifikuji podle chemické poyalvyskytu v biologickych
materialech nebo rozpustnosti. Syntetickd barve@u glenéna taktéZ podle chemické
povahy, rozpustnosti, ale i z hlediska fyzikabhemickych vlastnosti. [1,3]

Synteticka barviva identicka gippdnimi jsou sice ziskavana chemickymi reakcetsi, a
jejich struktura je totozna se strukturou barviirgzenych. Typickym fikladem mohou

byt synteticky 3-karoten a riboflamin, které zanowéni funkci vitamiri. [1]

1.1 Prirodni barviva

Prirodni barviva jsou barevné latky, které jsotirqzenou sotasti jednak potravin
ZivociSného nebo rostlinnéhodyodu, jednak jinych neZz potraviiskych material
piirodniho m@ivodu, ze kterych se ziskavaji wwdnim stavu nebo strukturn
pozmeEnénem.

Do prirodnich barviv se taktéfadi nejen barevné produkty ziskavanétimpnich
surovin fiznymi technologickymi procesy, ale i édnaté komplexy chlorofyl
a chlorofylling, které se v firok piiliS nevyskytuiji,¢i anorganické pigmenty, jez mohou

byt vyuzivany i v potravindtvi. [1]

Klasifikace girodnich barviv je schematicky znazéma na Obrazku 1.



w
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Obrazek 1 Schéma roz#leni prirodnich barviv]2,4,5]
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Nasledujicicast této kapitoly bude zatifena na barviva, ktera se vyskytuji v listovém
Spenatu (3-karoten, lutein, violaxanthin, neoxamthiutatoxanthin, chlorofyd, chlorofyl

b), poté budou stkin¢ popsana ostatniipodni barviva.

1.1.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou firodni barviva, kterd jsou syntetizovdna jak rosthi, tak
mikroorganizmy. Karotenoidni barviva ttfosoubor Zlutych, oranzovych¢ervenych
a fialovych pigment. Jsou to zejména [3-karoten, ktery by¥a@sto doprovazeru-
karotenem, luteinem, violaxanthinem a neoxanthineKarotenoidy jsou vazany
s chlorofyly v chloroplastech. Maji funkci provitamn A, tudiZz jsou fyziologicky

vyznamné. [3,4,6]

Karotenoidy jsou latky nerozpustné ve w¥pdavSak v organickych nepolarnich
rozpoustdlech jsou relativéd snadno rozpustné. Dle chemické struktury jsameny mezi
nenasycena polyenova barviva, kterd jsou sloZzen@ngho mnoZstvi isoprenovych
jednotek. [4] Strukturni vzorec isoprenu, jehoZtegsaticky nazev je 2-methyl-buta-1,3-
dien je znazorn na Obrazku 2.

CHj,

2

Obrazek 2. Strukturni vzorec isoprenu.

Struktura kazdého karotenoiduwuje jak jeho barvu, tak fotochemické vlastnostiojeh
molekuly. Polyenova struktura karotendidjim dodava barevnost. Wipozenych
systémech se tato barviva &atji vyskytuji v takzvanéll-trans-konfiguraci, coz

znamena, ze vSechny dvojné vazby maji konfiguraais [4,6]
Karotenoidy se &li na dw hlavni skupiny:

= karoteny

= xanthofyly
Podle uhlovodikové struktury molekuly Ize také karmidy rozdlit na:

= karotenoidy s acyklickou strukturou (rfafykopen)
= karotenoidy s monocyklickou strukturou (iiapkaroten g-karoten)

= karotenoidy s bicyklickou strukturou (nap-karoten, [3-karoten, lutein)
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Mezi nejvyznamyjSi karoteny pat lykopen (Obrazek 3), ktery dodava rostlinnym
plodim ¢ervenou barvu. Vyskytuje se rididad v ragatech, erveném rybizu, vodnim
melounu nebo vizovém grapefruitu. Jeho izomeraci a cyklizaci pdnmezymatické
katalyzy vznikajiy-, a-, 3-karoten. [4]

3-Karoten (Obrazek 3) je vyznamny svymi antiokidani inky. Diky systému
dvojnych vazeb ve svéietzci dokaze vybord pohlcovat volné radikaly. Prokazan byl
rovnézZ inhibicni vliv 3-karotenu na peroxidaci lipid[7,8] Jeho dalSi unikatni schopnosti
je to, Ze chrani lidskoutZi pred vysokou intenzitou slutieiho z&eni a UV zé&enim, které
muze vést k poSkozeniike, ba dokonce fize byt fic¢inou vzniku rakoviny kzZe. [6]

3-karoteny maji neptSi zastoupeni v mefikdch, mangu, mrkvi, Spenatii paprice.
Taktéz pafti k vyznamnym potraviri&@kym barvivim. [1,6]

CH3 CH3 CHj3 CHg

N NN = =

HsC
= CHj

= NN NS

CHg CHj CHj CHs

3-karoten

Obrazek 3. Strukturni vzorec lykopenu a 3-karotenu.

Xanthofyly jsou kyslikaté derivaty odvozené od kamd. Primarg vznikaji jako
produkty chemické oxidace karotervVyskytuji se jako volné latky, glykosidy nebo éak
jako estery mastnych kyselin. Hlavni mastnou kyselive Zlutych xantofylech je kyselina
linolov4a, miristova a palmitova. ¥ervenych xantofylech je vazandepevsim laurova,
miristova a palmitova kyselina. [1,6]

Lutein, jehoZ strukturni vzorec je znazémnna Obrazku 4, je Zluté rostlinné barvivo.
Vyskytuje se ve vajmém Zloutku, v ovoci a zelerin zejména v té listové, ale také
v o¢nich tkanich. Toto barvivo se #é clovéka nemgni na vitamin A, ale je velmi
acinnym antioxidantem. Blezitou roli hraje v ochrahoci, protoZze dokaze neutralizovat
volné radikaly, které vznikaji gsobenim UV paprgkna @ni sitnici. Dale ma vliv na

spravnou funknost imunitniho systému, chrani proti nemocem sed@kovirg.
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V rostlinnych materialech se lutein vyskytuje veodvormach:

= ve forme volného luteinu — nejvice v listové zelefiimag. Spenatu, kapust
brokolici;

= ve forme esteru mastnych kyselin — z ovoce je tofnapango, pomerandi

papaja, ze zeleniny p&krvena a zelena paprika nebo kiike. [6,9]

Obrazek 4. Strukturni vzorec luteinu.

Oxidaci na obou koncich molekuly antheraxanthinaraxanthinu vznika violaxanthin,
ktery je dalSim oranZzovym barvivem obsazenym ven&pe Neoxanthin, neboli taktéz
foliaxanthin se nejvice vyskytuje ve vySSich rostih. Je uloZen v membgan

chloroplastu. Mutatoxanthin vznika izomeraci andixanthinu a taraxanthinu. [10]

1.1.2 Chlorofyly

Chlorofyly jsou skupinou zelenych pigméntkteré se vyskytuji v pletivech zelenych
rostlin. Nachazi se nejen téfru vSech vyssich rostlin, maghtas, ale také vdkterych
bakteriich jako tzv. bakteriochlorofyly. V Zivychuitkdch jsou chlorofyly umishy
v chloroplastech, jeZz maji vyznamnou Ulohu fptosyntetické asimilaci oxidu ulitého.
[4,10]

Chlorofylové pigmenty existuji ve dvou formach zryam jako:

= chlorofyla
= chlorofylb

Rozdil mezi nimi je v barevnosti a v chemické stoii (Riloha Pl1). Chlorofyla je
modrozelené barvy a na druhém pyrrolovém kruhu toljea methylovou skupinu.

Chlorofyl b je naopak Zlutozeleny a na pyrrolovémigtha aldehydickou skupinu. [4]

Molekula chlorofylu obsahuje protoporfyrin s vazematomem higiku. Tato vazba
neni [iliS pevna. Atom hitiku lze snadno nahradit jinymi kovy nebo atomemikod
Tento jev nastavaipzahevu v kyselém progedi, kdy se velmi rychle uvlije hacik a je
nahrazovan vodikem. To potomigoebuje ztratu sytzelené barvy na olivaévZlutou za
vzniku feofytinu. [3,4]
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Reakce, fi které dochazi ke vzniku feofytinu se nazyva féiofyce. Rychlost tvorby
feofytinu zavisi pedevSim na pH pragdi a teplat. Znana stalost chlorofylu
v rostlinnych tkanich je dana vazbou chlorofylu li@oproteiny, které maji schopnost
chranit ged feofytinaci. Bhem technologickych operaciii ppisobeni vysSich teplot
lipoprotein denaturuje, dojde k uveéhm volného chlorofylu, ktery se gippmnymi
organickymi kyselinami rychle #mi na feofytin. Rsobenim silnych kyselin se
hydrolyzuje fytol a z feofytii vznikaji feoforbidy. Enzym chlorofylaza ¢gti fytolove
fetzce za tvorby chlorofylid. [4,10]

Chlorofyly se vyskytuji v firodé ténet v neomezeném mnoZstvi a jsou prakticky
jedingm girodnim zelenym pigmentem. Siroké uplath nachazi zejména jako
potravindska barviva. Pro tytodely se nejasteji chlorofylova barviva ziskavaji z rostlin

rostoucich na sousi (kaigy, vojtéSka, Spenat a mnoha dalSich). [2]

Chlorofyl je nedilnou satésti nasi stravy. Bil je pijiman v podol zeleninovych
salafi, nebo niZze byt souasti potravingskych barviv. Vyznamné jsou jehaidgky na
zdravotni stav. Dopotwje se pi anémii, snizuje hladinu cholesterolu v krvi, podye
rast tkani a jeji hojeni, ffznivé ovliviiuje perilstatiku sev a zpomaluje oxidaci btk.

Denni doportiena davk&ini 10 mg/den. [11]
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1.1.3 Ostatni prirodni barviva

Chinoidni barviva pedstavuji skupinu cca 200 Zlutyatervenych, hadych az térs
¢ernych barviv sitznou chemickou strukturou. Z chinboryskytujicich se vfirod jsou
nejrozstergjSi barviva, kterd jsou odvozena od 1,4-benzochinohb,4-naftochinonu

a anthrachinonu (Obrazek 5).

(@) O (@]
(@) O (@]
1,4-benzochinon 1,4-naftochinon antrachinon

Obrazek 5. Strukturni vzorce vybranych sléenin s chinonovym skeletem.

Od 1,4-benzochinonu je odvozena spousta barvitorpnych v mikroorganizmech,
v menSi mie vrostlinnych tkanich. Ro¥a jsou od 1,4-benzochinonu odvozeny
ubichinony. Tato Zlutda aZz oranZzova barviva se pidiha dychacich procesech
v mitochondriich. Chinoidni barviva se mohou naehazitiznychéastech vyssich rostlin,

liSejnicich,fasach, houbach, bakterii¢hv urcitych druzich hmyzu. [1,4]

Pteriny jsou dalSimi firodnimi barvivy, které jsou odvozeny od pteridintjejich
molekule se vyskytuje aminova nebo hydroxylova skaipNejvyznamgSim zastupcem
pterinovych barviv je xanthopterin, ktery jéitomny v jatrech a ledvinich a je vywéan

moci. Jedna se o Zluty pigment, ktery se v potraigtvé neuplatuje. [4]

Betalainy jsou vyznamnym potravifskym barvivem, vyskytujicim se dervenéreps.
Jedna se o dusikaté latky, které jsou rozpustneéode a jsou zodposdné zacervené,

oranzové a Zluté zbarveni. [12]

Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou barevnyastlinnych latek, které ve své
molekule obsahuji dva benzenové kruhy.iifqak se vyskytuji jak ve volné forén tak
glykosidicky vazané. Nejvyznamy8i skupinou flavonoidnich latek jsou anthokyany.
Anthokyany pedstavuji skupinu ve vedrozpustnych firodnich barviv, kter4 jsou
zodpowdna zacervene, fialové az modré zbarveni¢ky plodi a jinych ¢asti rostlingi
obilovin. Molekula anthokyainse sklada z necukergasti (aglykonu) a jednoho nebo vice

cukernych zbytik. Cukernou slozkuéthto glykosid tvori predevsim glukéza, galaktoza,
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rhammoéza, arabin6za a xyléza. iikdch se anthokyany vyskytuji ve vakuolach a kazdy
rostlinny druh obsahuje charakteristicka anthokyanumarviva. [4,13,14]

Pyrrolova barviva se vyskytuji u mikroorganignrostlin a Zivéichu. Predstavuiji sice
malou, avSak velice vyznamnou a réefbu skupinuitznobarevnych barviv. Zakladem
jejich chemické struktury je pyrrolové jadro a podeho pdétu se @li na dipyrroly,
tripyrroly a tetrapyrroly. Z potravitdkého hlediska jsou nejvyznadjgi tetrapyrroly.
[2.4]

Posledni skupinouftfrodnich barviv jsou takzvana hemova barviva, nieera paii
hemoglobin a myoglobin. Hemoglobin je barvi¢ervenych krvinek, myoglobin zase
tmaw ¢ervené barvivo svalové tkdnMolekula obou barviv je twena protoporfyrinovym
komplexem s dvojmocnym atomem Zeleza, tzv. henmy gevazany na bilkovinu globin.
Chemicka struktura myoglobinu je fema jednim peptidovyniettzcem, na &mz je
navazana jedna hemova skupina. Oproti tomu chensick&tura hemoglobinu je sloZzena
ze ¢tyi peptidovychretézcl, z nichZz ma kazdy svoji vlastni hemovou skupinuobe 1959
se pod#lo britskému biologovi jménem Max Ferdinand Perutzzlustit strukturu
hemoglobinu pomoci metod rentgenové krystalogr&polu s Johnem Kendrewem ziskal
vroce 1962 Nobelovu cenu za chemii za vyzkum ‘astbl stanoveni struktury
globularnich bilkovin. [4,15,16]

1.2 Synteticka barviva

Primyslow vyrakEné barevné slaeniny, které se syntetizuji z velkého mnozstvi
prekurzofi, zaloZzenych na produktech zpracovani ropy a dsektunazyvaji synteticka

barviva.

Dle chemické struktury jsou synteticka potra¥si@ barviva rozélovana do gkolika
skupin. Jedna se o azobarviva mono- i poly- &mnkdi- a trifenylmethanova barviva,
nitrobarviva, pyrazonova, xanthenova, antrachin@nahinolinovd a indigoidni barviva.
DalSim zmisobem klasifikace j&lenéni dle rozpustnosti ve véda jejich acidobazické

povahy.

Synteticka barviva kyselé povahy jsoé&tsinou ve vod rozpustna. Ve své molekule
obsahuji jednu nebo vice sulfonovych skupin a jgguzivana ve foré sodnych soli,
které jsou velmi doie rozpustné ve v@édZasadita barviva maji ve své molekui&gmnu

jednu nebo vice volnyckij substituovanych aminoskupin. [1]
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Roku 1856 se podito anglickému chemikovi W. H. Perkinsnovi, kterérbylo v té
doke pouhych 18 let, fipravit prvni syntetické barvivo. Toto barvivo nas@izev mauvein
a ma fialové zbarveni. Podle gio a umistni methylovych skupin se rozliSujtyii typy
mauveinu. Mauvein A, B, B2 a mauvein C, jejichZ mieka struktura je znadzotna na
Obrézku 6. [17]

R,
HyC N CHs
+
H,N N N
H A H  H

B H CH;
B2 CH, H
C CH; CHsy

Obrazek 6. Strukturni vzorec mauveinu.

1.2.1 Azobarviva

Azobarviva jsou latky, které se vyznhgi pritomnosti jedné nebo¢kolika azoskupin
v molekule. Azoskupina se skladad ze dvou dtodusiku spojenych dvojnou vazbou
amiZe na sebe vazatzané, hlavd aromatické radikaly. Intenzivniho zbarveni nabivaj
latky obsahujici azoskupinu tehdy, kdyz do jejicblekuly vstoupi i auxochromy (skupina

hydroxy-, amino-, alkylamino-).

Zakladni metodafjpravy azobarviv je zaloZena na diazotaci primdrr@mmatickych
amini a nasledné reakci ziskanych diazo&min s aromatickymi hydroxyderivaty nebo

aminoderivaty.

V dnesni dob azobarviva slouzi k vybarvovani vSech druaken i tkanin, k barveni
kawuku i plastickych hmot, kijjppraw laka, maliskych a polygrafickych barev, inkoust
k barveni potravin a k mnoha jinyntalim. [18]

Vyznamnou vlastnosti azobarviv je jejich Siroké kdpem vyuZziti. Pouzivaniéthto
latek je nedilnou saasti \&tSiny vyrobnich procds neba jsou k dispozici tért ve vSech
barvach. Jsou stalobarevné, tudiz mohou byt stnktwpraveny tak, aby se mohly pouzit

jak na girodni, tak syntetick& vlakna, nebo jako barvioZka potravin. [17]

Vyznamnym potravingkym azobarvivem je tantrazin (Obrazek 7). Jedn& géuté

barvivo, které se uplatije zejména v ovocnychdvach, konzervovaném ovoci i zelefin
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cukrovinkach a zmrzliq Déle se pouzivérpbarveni krmiv pro zvata nebo medicinskych
piipravki. V poslednich letech je snaha omezit toto pot@ské barvivo, neld ma
negativni vedlejSidinky na zdravi. MiZze zgisobovat hyperaktivitu udti, astma, kopvku

¢i jiné alergické reakce. [19]

Ns
/@/ N
NaO3S

Obrazek 7.Strukturni vzorec tantrazinu.

Mezi dalSi potravingka azobarviva p#t nagiklad zlw SY, azorubin, amarant,
ponceau 4R¢erven 2G, ¢ervai Allura AC, cem BN, hred’ FK, hred HT litolrubin BK.
S €mito potravinéskymi barvivy jsoucasto spojovanyizné nezadoucidinky — reakce

piipominajici alergie, astmatické zachvaitynyperaktivita u dti. [20,21]

1.2.2 Trifenylmethanova barviva

Trifenylmethan paf do skupiny triarylmethanovych barviv, které maglené az
zelenomodré zbarveni. Plasem nafiklad patentni maaV, brilantni mod a zel& S.

Patentni moil V, je modro-zelené barvivo vyuzivanéii pvyrobé cukrovinek,

nealkoholickych napd@j mrazenych dezértkrén ¢i krmiv pro zviata.

Brilantni mod je zeleno-modré barvivo, které seize nachazet v cukrovinkach,
mrazenych dezertech a krémech,éktarych ml€nych vyrobcich a napojich. ide byt

vyuzito i v kosmetickém @myslu @i vyrobé barev na vlasy, deodoranti zubnich past.

Zelen S je zelené barvivo, které sefiqava do cukrovinek, dezért zmrzlin,
konzervovaného hradsku. U limonad a cukrovinek dadswbjektivni pocit sladSi chuti.
Muze zpisobovat hyperaktivitu udti, astma, kofivku nebo nespavost. Toto syntetické

barvivo je zakazano v Kan&drinsku, Japonsku, Norsku, Svédsku a v USA. [92,23

1.2.3 Xanthenova barviva

Znamym potravingkym xanthenovym barvivem je erythrogehoz barvy se pohybuji
od zeleno-Zluté ies cervenou az po fialovou. Nejidi uplat@ni nachézi p vyrobe

konzervovanychitSni, dzem, zmrzlin, cukrovinekei pii dobarveni pistaciovychiiskil.
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V ostatnich pimyslovych od¥tvich se vyuZiva do tiskovych inkoustpri barveni papit,

ktize, deva a kosmetiky.

Erythrosin je disodnait 2,4,5,7-tetrajodfluoresceinu (Obrazek 8) a jakdlejSi &inky
se mu pipisuji astma, hor&ky, hyperaktivita u &ti ¢i porucha sougednosti. Mize

postihovat jatra, srdce, rozmnoZovaci organy,@tittlazu a Zaludek. [24]

Obrazek 8. Strukturni vzorec erythrosinu.

1.2.4 Indigoidni barviva

Indigotin je tma¥¢ modré barvivo, které setypodre izolovalo z asijské rostliny
indigovniku a pouzivalo se k barveni dzinového &hié Nyni je ziskavano synteticky
avyuziva se ip vyrob¢ nealkoholickych nap@j cukrovinek, mrazenych krém
a kosmetiky. Mize zpisobovat nevolnost, zvraceni, vySSi krevni ttaljiné alergické
reakce. [25]
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2 MOZNOSTI EXTRAKCE BARVIV

Extrakce je dlici metoda, fi niZ se vyuziva rozpustnost jednotlivych slozelorka
v riznych rozpousgtlech. Jedna se tedy o proces kperém jsou v kontaktu dwzajemnt
nemisitelné faze. Cilem této metody je selektivngpecifické odéeni latek od ostatnich

sloZzek nebo odieni ruSici latky od analytu. [26]
Klasifikace extrakce:

» dle pitomnych fazi:
* plyn — kapalina
» kapalina — kapalina
* tuhé faze — kapalina
= dle zpisobu provedeni
e jednostupiova
» dvoustupova
* kontinualni
» dle charakteru extrahovanych latek
» extrakce organickych latek
» extrakce kovovych chelét

» extrakce iontovych asociat
Proces extrakce zpravidla zahrnujegob solg jdouci kroky, a to:

= Upravu vzorku — vytvieni extrahovatelné formy sledované latky
= vlastni extrakci — ustaveni raddvaci rovnovahy

» jzolaci stanovované latky z organicke faze. [27]

2.1 Macerace

Macerace je nejjednodussitgob extrakce metodou separace z tuhé faze do kgpali
Princip sp@iva v tom, Ze dany vzorek séefije specifickym rozpoustlem tak, aby byl
zcela pongen, a ponecha se stanovenou dobu zastgho promichani vyluhovat. Doba
vyluhu mize trvat gkolik minut az dni. Pokud se objem rozp@&d$a po celou dobu
vyluhu nengni, jedna se o jednostigvou maceraci. Kdyz vSak dochazi k pravidelnému

obmenovani rozpougtla, oznéuje se tato macerace jako vicesioyA.
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Po uplynuti doby extrakce se vznikly vyluh dekaataj filtruje. Timto procesem se
ziskavaji vodné ¢i  ethanolické vyluhy. VwZnost macerace zavisi na udrZeni
koncentréniho spadu mezi tuhou latkou a rozpédEm. Rychlost extrakce postupn
klesa, pokud se koncentrace vyluhované latky v sharezpoustdle zvySuje. Tuto metodu
lze praktikovat fi laboratorni¢i za zvySené tepldt Zakratim roztoku se sice zvysi
rychlost extrakce, ale iie také dojit k rozkladu termolabilnich latek.

Pokud je cilem ziskat nalev, jéeba pelit vzorek vroucim rozpouitlem a nechat
vyluhovat danou dobu. Nebo je také mozné viitvadvary, které jsou specifické tim, ze
se vzorek srozpouftlem nejprve povd a nasledé se je& necha vyluhovat za
postupného chladnuti. [28]

2.2 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce siadi mezi extrakci tuhé latky kapalinou, kterd s¢camsji
pouziva k izolaci jedné nebo vice slozekizqaniho materialu. i extrakci se voli takové
rozpoustdlo, aby se vé&m co nejselektivgji rozpustila pouze slozka, ktera ma byt

izolovana. Material, z&hoz je sloZka extrahovana se musi obvykle &aitn

V roce 1879 sestrojil Prof. Dr. Franz Ritter vorxBlet extrakni pristroj, ktery je dnes
po rEm pojmenovan. Princip Soxhletovy extrakce &pa vtom, Ze f extrakci

v extraktoru dochazi k izolaci analytu z tuhéhorkmo

Aparatura Soxhletova extraktoru (Obrazek 9) sedskla varné hiky, extrakniho
nastavce a chlatk. Extrahovany vzorek je rozinén, vioZzen do patrony a uzan vatou.
Extrakéni patrona mize byt b’ skleréna, nebo papirova. Rozdil mezi nimi je ¥ipovaci
cert a moznosti opakované pouzitelnosti. Rozp&dlét ve varné bigce se pvede
k mirnému varu, jeho pary nasleédstoupaji postranni trubici do &pého chladie, kde
kondenzuji, a kondenzéat kape na patronu ¥edsf ¢asti extraktoru. Po napini stedni
¢asti extraktoru dojde pomocitgpadové trubice k vypudti extraktu do varné lily
acely proces se tak opakuje. Izolovana latka nimgi stabilni pi teplo& varu
rozpoustdla. Proto je vyhodné, ma-li pouzité rozp@&dsd nizky bod varu, aby jej bylo
mozno odstranit destilaci od izolované slozky, dnidoslo k jejim ztratantkanim. Jako
rozpoustdlo miZe byt pouzit hexan, aceton, petrolether, neb&gsdmexan-aceton. [29,30]
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Obrazek 9.Aparatura pro Soxhletovu extrakci.

2.3 Vysokotlaka extrakce

Jedna se o techniku zaloZenou na principu extrakkeelatky kapalinou. Jak uz vyplyva
Z nazvu, tato metoda se provadi za zvySeného {laBu- 15 MPa) a ip teplo& 50 —
200 °C, coz vede ke zkraceni doby extrakce a zvwy&dnakéni (€innosti. Tlak je zvolen
takovy, aby bylo rozpou&dlo udrzovano v kapalném stavii pysoké teplot, coz zpisobi
nizkou viskozitu rozpoudtla a zvySi rozpoudti schopnost, tudiz dochazi k lepSimu
efektu extrakce.

Vyhodou vysokotlaké extrakce je snizeni mnoZstviuZpeanych organickych
rozpoustdel acasova nenatmost. [31]

2.4 Extrakce s vyuzitim ultrazvuku

Tato extrakni metoda se provadi v ultrazvukové lazni, nebo ganultrazvukové
sondy. Pevny vzorek, ktery se musi r@imt se smicha svhodnym rozpotdiem
a vytvai se smis pipravena k extrakci. Vlivem ultrazvuku nasléddochazi k rozpadu

takto pipravené srési. Pomoci sondy Ize nastavit dobu, teplotu exgakcintenzitu
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energie. Latky fechazi do rozpouiila a pro oddeni od extraktu se vyuziva filtrace.
Ziskany extrakt se poté zakoncentruje ddpan rozpougtla.

Metoda je porérné rychla, jednoducha a levna. Diky ultrazvukové soddchazi ke

shizeni provozni teploty, tudiz Ize extrahovatktaré termolabilni slateniny. [30]

2.5 Mikrovinna extrakce

Pii této extrakni technice se vyuziva mikrovinnéhoredi, které pronika do materialu
a spolu s polarnimi molekulami rozpotdia dochazi k tvorb tepla a cely vzorek je
stejnomérné zatrivan. U mikrovinné extrakce se pouZzivaji pouze paldozpoustdla,
neba’ ty nepolarni nejsou mikrovinami oviievany. Tato technika se vyuzivé pvySeni
efektivity klasické extrakce u tuhych vzdrkZ divodu vyvijeni vysoké teploty jerdba

tuto metodu aplikovat u termostabilnich slenin.

Vyhodou této metody oproti klasické Soxhletoextrakci je nejen vyznaminkratk&
doba extrakce (do 30 minut), ale i nizSi $pba organického rozpogdta. [30]

2.6 Extrakce na pevneé fazi

Mechanismus této extra&hki metody sp&iva v zachyceni molekul latky, které ulpivaji
na pevném sorbentu vlivem mezimolekulovych intetakg extrakci z kapaliny na tuhou
fazi je velky objem kapalného vzorku prolévan kddom, kterd je napkna pevnym
absorbentem. Ten na svém povrchu zachycuje a zeRttogava fslusny analyt.
Nasledr® se kolonka promyje vhodnyréinidlem o malém objemu, ktery uvolni dany
analyt z pevného absorbentu a dojde k jeho vymytéisté zkumavky o malém objemu
onoho¢inidla. Nezadouci fimési mohou byt z kolonky selekti¢nodstragny promytim
spravre zvolenymi rozpousgtly. Vystupem je tedy separovany a purifikovany lgna
ktery byl z velkého objemu kapalného vzorku redéodo malého objemu vymyvaciho
¢inidla. Takto pipraveny vzorek je nasledipodroben analytickym metodam.

Sorbent nize byt tvden polarni stacionarni fazi, coz je fifad nemodifikovany
silikagel nebo alumina, nebo nepolarni stacionarfdzi modifikovanym
silikagelem.Vyhodou této metody je nejen kratka alelxperimentu, ale i mala speiba
pouzitych rozpougtel. [32]
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3 ANALYTICKE STANOVENI BARVIV

3.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka, fyzik&themickd metoda slouzici kdavani
hmotnosti atorin, molekul a jejichéasti po jejich pevedeni na kladné nebo zaporné ionty.
Dale tato metoda slouzi k identifikaci neznamyclou&nin, kvantifikaci znamych
slowenin, objasovani struktury iont vplynné fazi a ke stanoveni fyzikélnich
a chemickych vlastnosti iointa molekul. Pokud je vzorek ve slozZité matrici aifije se

hmotnostni spektrometrie se segaieni metodami, mize se tak zvysit selektivita

.....

Principem hmotnostni spektrometrie je separace kuotbeych ionti a fragment
analyzované latky, které vznikly ionizaci molekuévmatnym od&penim valetinich
elektroni v magnetickém poli. Pro tuto separaci je rozhadupelicinou efektivni
hmotnost ionizovanéastice oznéovana jakom/z kdem je hmotnost iontuz je velikost
naboje. Analyzovany vzorek se vystavi vlivu iontooézdroje, v 8mz vzniknou
molekulové ionty. Proud iofitse vlivem silného elektrického pole urychli a @edveden
jako tenky svazek leticichhastic do homogenniho magnetického pole.émndochazi
k rozliSeni jednotlivych¢astic podle svych efektivnich hmotnosti a dochazakiveni
jejich drah podle hodnotm/z Céstice stejnych efektivnich hmotnosti vychazi
z magnetického pole jako svazky zdese na stejné misto detektoru. Intenzita signalu je
ameérna pa@tu dopadenycltastic. Vystupem je potom hmotnostni spektrum, efrpf

zavislosti intenzity proudu iofitha hodnotacim/z [26]

3.1.1 Hmotnostni spektrometr

Historie spektrometrse piSe jiz od roku 1910, kdy se vyuZival parabpkpektrograf
od J. J. Thompsona. Nasledovaly dokonaldjtimje, které uz umoznilyipsreji stanovit

meérny naboj, nebo zastoupeni idrg odliSnym mirnym nabojem.

Nyni se v analytické chemii vyuzivaji hmotnostnélsppometry, které umaitiji picimou
detekci iontovych proud mgfit ¢i registrovat zastoupeni jednotlivych rozliSenych
iontovych druli s velkou pesnosti nebo rychlosti, a to fiprelmi malém relativnim

zastoupeni jednotlivych drahonti. [35]
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Z&kladnimi stavebnimi prvky vSech hmotnostnich speketiti jsou:

» vstupni systém umo#uje prevedeni vzorku analyzované latky z predt vrejSiho
do prostoru iontového zdroje

» jontovy zdroj— slouZi k pevedeni analyzované latky do ionizovaného stavy, kd
v prostoru iontového zdroje ithe dochézet i k reakcim vedoucich k destrukci
chemickych vazeb vzniklého iontu

*» hmotnostni analyzator ma funkci jako disperzni prvek a unioje rozdlit
v prostoru nebd@ase snis ionfi o riznych pongrech hmotnosti ku nabojin{/2,
produkovanou v iontovém zdroji

= detektor- na @& je smeérovan proud ionit po pfichodu hmotnostnim analyzatorem,
poskytuje analogovy signal @gmmy paitu dopadajicich ioft

» pocitac — signal z detektoru je po digitalizaciepeden do péitace a vhodnym

programovym vybavenim je zpracovan do formy hmdtriok spekter. [34]

3.2 Chromatografie

Chromatografie je vysoceiimna analyticka sepatai metoda, slouzici kéteni snési,
identifikaci a stanoveni velkého #a organickych i anorganickych latek. Pod
chromatografické metody se zahrnuji vS8echny operkiggé jsou zaloZeny naiznych
fyzikalné-chemickych principech, ip kterych dochazi k postupnému, mnohonasgobn
opakovanému vyt¥@ni rovnovaznych stévdélenych latek mezi dima fazemi. Za

objevitele chromatografie je povaZzovan rusky batawtichail Semjonow C\et. [26]

Chromatografické &eni sngsi Ize uskuténit jak v plynné, tak v kapalné fazi. Princip
metody je zaloZen na vneseni vhodného mnozstend snisi latek do chromatografické
kolony, kterou tvéi sloupec Ginné latky velkého povrchu. Tato latka tvotzv.
nepohyblivou (stacionarni) fazi, jez ma schopndgtnou n&rou zadrZzovat jednotlivé
souwasti ctlené smisi. Do kolony se pak fjvadi ugitou rychlosti dalSi kapalnd nebo
plynna faze, tzv. pohybliva (mobilni) faze, ktesangva (eluuje) jednotlivé s@asti snisi
z nepohyblivé faze a odnasSi je ve ¢sn toku. Po projiti dostateého mnozstvi
rozpoustdla dojde k odd&eni jednotlivych latek. Takto izolované slozky ek
identifikuiji.

Chromatografické metody lze klasifikovat podle sémgtvi fazi, tedy na plyn-kapalina,

plyn-pevna latka, kapalina-kapalina a kapalina-pevatka. DalSi rozfleni je podle



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

povahy sepataich sil, které se dalesll na étyti hlavni typy chromatografie — adsém,
rozc&lovaci, vyménna a chromatografie na molekulovych sitech. [35,36

V Tabulce 1 jsou znazogny chromatografické metody.

Tabulka 1. Prehled chromatografickych metod. [26]

: roz&lovani, plynova rozdlovaci
kapalina : . ;
rozdlovaci rovnovaha chromatografie (GLC)
adsorpce, adsothi plynova adsorgni
plyn izoterma chromatografie (GSC)
pevna latka plynova
sitovy efekt chromatografie na
molekulovych sitech
rozdlovani kapalinova
rozcklovaci rovn’ovéha rozoEIova}ci
kapalina chromatografie (LLC)
I gelova permeani
sitovy efekt chromatografie (GPC)
kapalinova
kapalina adsorpce, adsotpi adsorgni (LSQ)
. chromatografie
izoterma
tenkovrstva
pevna latka chromatografie (TLC)
iontova vynéna, iontové vymenna
vymeénna rovnovadha chromatografie (IEC)
biospecificka afinitni
chemické reakce chromatografie

3.2.1 Chromatografie na tenké vrstw

Chromatografie na tenké vrstye metoda, ktera umaigje pouziti ¥tSiho mnoZstvi
stacionarnich fazi, nez je tomu tidgad u chromatografie na pdei Nepohyblivou fazi
tvori vrstva adsorbentu uloZzena na rovné podloZce.olpditovitou vrstwikou je hasavano
rozpoustdlo mobilni faze, které eluuje latky nanesené m@at ste forng skvrny. Maji-li
délené latky dostata¢ rozdilné adsormi izotermy pro dany systém fazi, dojde po projiti
rozpoustdla do utité vzdalenosti od startu k jejich Uplnému rdedi. Deleni latek
probiha na zékladriznych mechanizify podle toho, jaky material je zvolen pro tenkou

vrstvu. Pro adsofmi chromatografii je vhodny silikagel, oxid hlinjtityselina kemiita,
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polyamid a jiné. Pro roztbvaci chromatografii je tofpdevSim celul6za, silikagel a dalsi.
[3,35,37]

Adsorbenty jsou tuhé latky schopné reverzibMdzat na svém povrchu jiné chemické
sloweniny v kapalné nebo plynné fazi, a tadbptisobenim fyzikalnich sil (n&pVan der
Waalsovych), nebo chemickych sil (vodikovéstky a chemisorpce). Tenka rovnénma
vrstva adsorbentu se nanasi na hladkou desku ¢&sklen hlinikovou nebo z plastické
hmoty) rekolika zpisoby, nap roztiranim, nagtkanim, litim suspenze adsorbentu, pop

pondenim desky do této suspenze.

Kazda slodenina mé v danych podminkach charakteristickoulogthmigrace, ufujici
jeji polohu na chromatogramu. K vyj&ai rychlosti migrace se pouzivaji tzv. hodnoty
retard&niho faktoru —R;. Jedna se o paimvzdalenosti sedu (8zis€) skvrny od startu
a vzdalenosttela rozpou&idla od startu. To znamena, Ze se hodnoty retaida faktoru
pohybuji v rozmezi od nuly do jedné. Pro latkystiastu“ blizici se nule, pro latky wela“
blizici se jedné. &kdy tvar skvrny nedovoluje odhadnout spréwifed skvrny a je nutné
meiit od jejiho edniho ¢i zadniho okraje, coz jeidba vzdy uvést. Vyjdeni

retard&nihofaktoru je ukdzano na Obrazku 10. [38]

3.2.2 Chromatografie na papire

Chromatografie na pag@ je rozdlovaci chromatografie, ip niz je stacionérni faze
fixovana na inertnim celuldzovém nésiVyhody této metody, ve srovhani s metodou
chromatografie na tenké vrstv spaivaji predevsim v jednoduchosti manipulace
a pipraw stacionarni faze, dobré reprodukovatelnosti vysieda také ve snadné
uchovatelnosti chromatogra@mNaopak nevyhodou e byt tSi casova narénost, mala
kapacita, obtizSi izolace latek po rozteni a nemoZznost pouziti drasgSich
deteknichc¢inidel. [3]

Na specialni chromatograficky papir se vydnae vhodné vzdalenosti od horniho nebo
dolniho okraje, tzv. start s body pro nanaSeni kizoNa ozn&ené body se nanesou
roztoky gislusnych vzork. Po vysuSeni startu se chromatogram umisti do
chromatografické komory nasycené zakotvenou molféni a provede se vyvijeni. Poté
rozpoustdlo vzlina kapilarni silou viru. Jakmilecelo rozpoustdla dosahne dostaiee
vzdalenosti od startu, chromatogram je vyjmut z &pma necha se vyschnout. Nasledn
je mozna detekce vzniklych skvrn. Poloha skvrnychematogramu, ktera je pro kazdou

sloweninu za danych podminek charakteristicka, je \gaa pomoci hodnoti:. [38]
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Obrazek 10.Vyjadieni retardéniho faktoru.

3.2.3 VysokoWinna kapalinova chromatografie

Vysoko&inna kapalinova chromatografie je dalSi analytickeparani metodou, ktera
je vyuzivana k separaci Siroké Skaly anal}te srovnani s plynovou chromatografii ma tu
vyhodu, Ze umaluje ukeni tepeld nestalych, neékavych nebo velmi polarnich
slowenin. Zakladnim cilem této metody je dosazeni géep&ho rozdleni latek v co

nejkratSiméase.

Separace latek probiha na zaklgdjich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi.
Mobilni faze je kapalna. Stacionarni faze je gerakotvena v chromatografické koton
Béhem procesu dochazi k vice typ interakci. Mize to byt interakce latek s mobilni fazi,
interakce mobilni faze se stacionarni fazi, anaerpce latek na stacionarni fazi. Princip
analyzy spoiva vtom, ze aparaturou protéka mobilni faze, &fer ze zasobnich lahvi
vedena pes vysokotlakou pumpu do kolony. Davkéem je do proudu mobilni faze
nadavkovan vzorek, ktery je unasSen do kolony. ddéhazi k opakovanému ustanoveni
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a taktéZeparaci latek dle fyzik&in
chemickych vlastnosti. Po jwmhodu sepatmi kolonou jsou latky v mobilni fazi
detekovany v detektoru. &fenou velkkinou je fluorescence, absorbance, index lomu,
elektricky proud, ionizéni proud, elektricka vodivost a relativni permitazi Signal
z detektoru se zaznamenava pomockitpbe. Vystupem je chromatogram teoy
soustavou pik, které maji iznou plochu, vySku a ret&mi ¢as. Pokud je analyzovana
smes dol¥e rozdtlena, pak kazdé sloZce &snodpovida jeden pik. [26,39,40]
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3.3 Infra ¢ervena spektrometrie

Infracervena spektrometrie je vyznamna analyticka kvalitéametoda, ktera spada pod
elektromagnetickou spektroskopii. Tato analyza gelgtatou vibrén¢ rotainich spekter
molekul. Molekuly a atomy maji za vhodnych podminsthopnost pohlcovat nebo
vyzaovat elektromagnetické wWni pouze ufitych vinovych délek. Je to dano tim, Ze
molekuly nebo atomy mohou existovat pouze ditych kvantovych stavech, které se liSi
obsahem energie. K pohlceni elektromagnetickéhénvldochazi f prechodu ze stavu
s niz8i energii do stavu s vysSi energii, naopakzieni viréni dochazi § opaném
prechodu. [41]

Jsou rozeznavanyitdruhy energetickychipchodi — elektronovy, vibréni a rot&ni.
VSechny tytoil druhy pohyli spolu souvisi. # zméne stavu elektronového obalu s&mn
vibratni a rot&ni stavy. B zmeéné vibratniho stavu se #mi i stav rotani. Vibrace a rotace

molekul sefidi zakony kvantové mechaniky. [35]

Sitka infratervené oblasti odpovida elektromagnetickémterziao velikosti vinovych
délek 0,78 — 1000 pm a vigtm 13000 — 10 cih Tuto oblast Ize déale rozit do

intervali:

= blizk4 infratervena oblast: 13000 — 5000 ¢m
= stredni infr&ervena oblast: 5000 — 200 ¢m

= dalekd infréervena oblast: 200 — 10 &n42, 43]

3.3.1 Infra éerveny spektrometr

VSechny infréervené spektrometry se skladaji ze zdrojéemia monochrométoru,
detektoru infréerveného zi@ni a registréniho z&eni. Jednotlivé spektrometry se mohou
liSit uspaadanim &chto ¢asti a takeé tim, zda spektrometr pracuje jako jpdpskovyci

dvoupaprskovy.

Zdrojem infra&erveného z&ni jsou vyuzivany rozzhavené pevné latky, kterdaveji
v infracervené oblasti spojité spektrum. Teplota, na kte®uadroj zaiiva je zvolena tak,
aby bylo dosazeno v inftarvené oblasti maxima energie. Monochromator sédskkze
vstupni a vystupni &tbiny, zobrazovaci optiky a dispergujiciho systéktarym je hranol
nebo nitizka. Jako detektarinfraterveného z&ni se pouziva termoelektricky¢hanki,

bolometru, fotoelektrického detektoru nebo tak@kieru pneumatického. [35]
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. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material
Pro analyzu byly pouzity tyto vzorky:
= gerstvy mlady Spenat—Jung Spinat, Eisberg Hungary
» hluboce zmrazeny Spenatovy protlak — Icefield, \felgle Creations

Cerstvy mlady Spenéat byl zakoupen v obchodni sitiLBI spol. s.r.o a hluboce

zmrazeny Spenatovy protlak byl kupovan v obcho@nLsll v.o.s. (Obrazek 11)

Obrazek 11.Material pouzity pro analyzu.

4.2 Pristrojové vybaveni a pouzitéchemikalie

= laboratorni sklo

* nadstavec pro Soxhletovuextrakci

= extrakéni papirova patrona

= zpétny chladt

= silufolova destika pro tenkovrstvou chromatografii
» papirovy skladany filtr

= ty¢ovy mixér

» analytické vahy (Bas 31, Boecog¢mhecko)

= topné hnizdo (LTHS 250 cin
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» trepaka (ReaxControl, Heidolph Instrument GmbH)
» rotatni vakuova odparka (Laborota 4000, Heidolph)
= hmotnostni spektrometr siontovou pasti (amaZon BtukerDaltonics,

Némecko)

4.3 Pouzité chemikalie

» demineralizovana voda

= aceton p.a. (IPL, Uhersky Brod)

» hexan p.a.(IPL, Uhersky Brod)

= petrolether p.a.(IPL, Uhersky Brod)

= jzopropylalkohol p.a.(IPL, Uhersky Brod)

= ethylacetat p.a.(IPL, Uhersky Brod)

= methanol p.a.(IPL, Uhersky Brod)

= cyklohexan p.a.(IPL, Uhersky Brod)

= uhlicitan vapenaty bezvody p.a.(IPL, Uhersky Brod)
= siran sodnybezvody p.a.(IPL, Uhersky Brod)

* methanol LC-MS CHROMASOLY (Sigma-Aldrich)
= voda LC-MS CHROMASOLY (Sigma-Aldrich)

4.4 Metody extrakce barviv ze Spenatu

4.4.1 Extrakce na Soxhletoé extraktoru

Pomoci tgového mixéru bylo roziinéno 10 g Spenétu spolu s1 g praskovitého
uhli¢itanu vapenatého. Rozmixovana hmota bylenpsena do papirové extéak patrony
a zakryta vatou. Patrona byla unifet do Soxhletova extraktoru. Do 250 *odestilaini
baiky bylo pfidano150 criacetonu. Extrakce probihala podsaym chladéem po dobu 2
hodin. Po této dabbyl ziskany acetonovy extrakt vytemperovan na fatooni teplotu
a po dobu 24 hodin suSen na tmavém a suchént nddtbezvodym siranem sodnym. Po
této dok byl acetonovy extrakt zfiltrovanies skladany filtr¢imz doSlo k jeho odileni
od susSidla. Naslednbyl filtrat zahustn na roté&ni vaukové odparcefiplizné na tetinovy

objem a pouzit k naslednym analyzam.
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4.4.2 Jednostupiova macerace

Na analytickych vahach bylo odvazeno 0,5 g Sper@gfug uhléitanu vapenatéhoa 1 g
bezvodého siranu sodného. VSechny komponenty bikladre promiseny v hmozdi
¢imz byla ziskana sés pastovité konzistence. Tato &rbyla kvantitativy prevedena do
zkumavky, do niz byly naslednpiidany 2 cni acetonu. Po dobu jedné minuty byla
zkumavka intenzivé ttepana tak, aby doSlo k dokonalému promichani paéstewtsi
s rozpoustdlem. Zkumavka byla poté ponechana 10 minut statabaratorni teploty.
Béhem této doby doSlo k odeéni tuhé faze od kapalné. Naslédoyla kapalna faze
odfiltrovana pes skladany filtr a pouzita k naslednym analyzayse/uvedeny postup byl
pievzat z odborné literatury. [44]

4.5 Tenkovrstva chromatografie

TLC analyzy byly provaghy na deskadch ALUGRARM SIL G/UV.ss od firmy
Machrey-Nagel, kdy fislusny vzorek byl na TLC desku nandSen pomociéeskkertné

kapilary. V ramci provedenych experimétityly pouzity nasledujici typy mobilnich fazi:

Tabulka 2. Seznam pouzitych mobilnich fazi.

A petrolether/isopropanol/voda 0,90/0,09/0,0023
B petrolether/ethylacetét 0,89/0,12

C petrolether/ethylacetéat 0,50/0,50

D petrolether/ethylacetéat 0,20/0,80

E ethylacetat/methanol 0,50/0,50

F petrolether/aceton/cyklohexan/ethylacetat/methano 0,40/0,07/0,10/0,07/0,30

Bezprostedre pred samotnou TLC analyzou byla do vyvijeci chromatfigké komory
piipravena pislusnd mobilni faze (Tabulka 2). Vyvijeci chrongatidickd komora byla
poté uzaiena. Poté byl na TLC destu nanesen ijslusny vzorek a po oschnuti skvrn
byla desttka pomoci pinzety vloZzena do vyvijeci chromatogiadikomory, picemz bylo
pouzito vzestupné vyvijeni. Po vyvinuti byla tenkdtva opatrd vyjmuta z vyvijeci
chromatografické komory a vizu&lrekontrolovana. VSechny pozorované skvrny byly
oznaeny a byla pro &ispaitana hodnota retardaiho faktoru (R. Pro @ipad, Ze by se ve
vzorku nachazely sla@eniny, které neni mozné pozorovat v denninitlsy byla kazda

vyvinuta vrstva roviZ prohlédnuta pod UV paprsky.
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4.6 Hmotnostni spektrometrie

Analyzy vSech studovanych vzdarkbyly provadny na hmotnostnim spektrometru
s iontovou pasti amaZon X (BrukerDaltonics) vybawenelektrosprejovym ionizaim
zdrojem (Riloha PII).

4.6.1 Specifikace hmotnostniho spektrometru

Nazev: amazon X (BrukerDaltonics)
lonizaini zdroj: elektrosprej

Hmotnostni analyzator: iontova past

Rozsalm/z 50 — 3000

SusSici a rozpraSovaci plyn: dusik

Zpusob fragmetance ioint kolizi indukovana disociace (CID)
Kolizni plyn: helium
Software: Trap Control, Data Analysis

4.6.2 Parametry MS analyz

VSechny analyzované vzorky byly do hmotnostnihdkgpenetru givadény kovovou
kapildrou a nasledn me¢reny v pozitivnim skenovacim modu. Déle jsou uvedeny

nevyznamgjSi parametry reni:

Skenovani méd: Enhance dresolution (8 r0@s")
Napsti na kapilée: - 2,0 az- 6,0 kV

Napeti na konci kapilary: 140 V

Tlak rozpraSovaciho plynu: 55 158 Pa

Pritok susiciho plynu: 6 dimin®

Teplota suSiciho plynu: 220 °C

ICC (maximalni poet ionti v pasti): 200 000

Maximalni akumulani ¢as: 20 ms

Rozpsti m/z 50 — 2000

Tandemova spektra: MS/MS
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4.6.3 Pr¥iprava vzorki
Piiprava vzorki po TLC analyze ziskanych extraki

Jednotlivé skvrny pozorované na TLC désdich byly vyiznuty a kvantitativa
prevedeny do vialky o objemu 1,5 EigEppendorf microtube 3810X) a to bezprostir
po provedeni TLC analyzy. Nasledhyl do vialky gidan 1 cni methanolu a vialka byla
ponechana po dobu 60 sekundimgp&ce. Nasled& bylo provedeno dvoustiipvéiedni.
Nejprve bylo ze zasobniho roztoku odebrangd %zorku a gevedeno do vialky obsahuijici
1 cn? methanolu (fipadré smss methanol/ivoda, 1/1, v/v). Z této vialky bylo odiio
100ul vzorku a pevedeno do vialky obsahujici 0,9 tmmethanolu (fipadré smss
methanol/voda, 1/1, v/v). Taktdipraveny vzorek byl nasledrpomoci kovové kapilary
piivadén do hmotnostniho spektrometru. ¥pad nizké intenzity signél pozorovanych
ve spektrech prvnihéadu, byl do hmotnostniho spektrometru fiaut vzorek o vyssi

koncentraci.
Priprava vzorka po extrakci bez provedeni TLC analyzy

Do vialky o objemu 1,5 ci(Eppendorf microtube 3810X) bylo napipetovan 1 tm
methanolu do ¢hoz bylo gidano 10ul ziskaného extraktu (extrakt byl zahirsna jednu
tretinu pivodniho objemu). Nasledrbylo provedeno dvoustipveé redéni. Nejprve bylo
ze zésobniho roztoku odebrano fOvzorku a pevedeno do vialky obsahujici 1 €m
methanolu. Z této vialky bylo odebrano ¢éplOul vzorku a pevedeno do vialky
obsahujici 1 cth methanolu. Takto fipraveny vzorek byl naslednpomoci kovové
kapilary givadkn do hmotnostniho spektrometru. ¥pad nizké intenzity signdl
pozorovanych ve spektrech prvnibédu, byl do hmotnostniho spektrometru Haaut

vzorek o vysSi koncentraci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole budou postupnuvedeny a komentovany nejvyznafjin vysledky,
které byly v ramci této prace ziskany. Prasv prehlednost rukopisu a snagii orientaci
piipadnéhoctende, bude tatotast prace koncipovana st&jnjako je tomu v kapitole
nesouci nazev Experimentéldast (kapitola 4). To znamena, Ze nejprve bude podan
komentd k extraknim metodam, které byly pouzity pro izolaci barvagerstvého
a mrazeného Spenatu, dale bude pojednano o sepadaotlivych barviv, Kemuz byla
pouzita chromatografie na tenké vista v neposlednfad budou zmisny vysledky

ziskané pomoci hmotnostni spektrometrie.

5.1 Extrakce barviv ze Spenétu

Jak je jiz zmigno v experimentalni¢asti, gednttem této studie byla extrakce
a nasledna analyza barviv obsazenyadlergtvém a mrazeném Spenatéic@gmz vzorky
pouzité pro jednotlivé analyzy byly zakoupeny \nir&iti. Pro extrakci barviv z obou typ
studovanych vzorkbyly vybrany d¥ metody, a sice Soxhletova extrakce a jedndistug
macerace. Tyto metody se vzajemrisi v nekolika ohledech. Prawpodobr
nejvyznamgjsi rozdil lze spabvat v teplok, pii niZz je samotna extrakce provad.
Zatimco macerace se provadi za laboratorni teplogk pro Soxhletovu extrakci je
nezbytné pouzit teplotu,fipniz bude zvolené rozpow#iio privedeno k varu. Rozdilna
teplota pi provadni extrakce mize mit teoreticky vliv na vysledné slozeni ziskanéh
extraktu. Jinakeceno, @i pouziti Soxhletovy extrakce e dojit k nezadoucim reakcim
termolabilnich slotenin, které pak nemusi byt ze studované matnidew vyizolovany,
nebo se mohourpmenit na jiné, nedekavané typy slaienin. DalSi odliSnost Ize spavat
v délce trvani analyzy, kdy samotnd maceracag®\¢ nenargna (cca 15 minut), zatimco
Soxhletova extrakce trv@dow nékolik hodin. To zalezi na tom, jak je k samotnéraiti
pristoupeno. R extrakci barviv z rostlinnych materidbe nmize extrakce provéd bud’ tak
dlouho, dokud neni rozpodsiio prichazejici z pepadoveé trubice 2Zp do varné baky ciré
nebo po pesrt stanovenou dobu zafigjici vyextrahovani vSech studovanych ityp
slowenin, nebo alesgiojejich podstatnéasti. DalSi moZnostipdstavuje konstantni pet
uskut&nénych cykli, ktery je pro vSechny provédé experimenty shodny. Pro paiy
této bakalgské prace byla jako nejvhognse jevici zvolena metoda konstantnitesu

provadni kazdé extrakce, a to po dobu 2 hodin.
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Prvnim Ukolem f optimalizaci extrakce dle Soxhleta bylo vybratodny typ
organického rozpouidla. Na zaklad odborné literatury [45] byl vybran hexan (nepolarn
rozpoustdlo) a aceton (polarni aprotické rozpaahh), pricemz kazdé rozpou&tio bylo
vzdy pouzito samostatnNabizela se také variantéigravit rizné smisi €chto dvou tyj
rozpoustdel, ale od ni bylo zasovych dvodi upustno. Extrakce barviv Zerstvého
Spenatu dle Soxhleta za pouziti dvou vySe Zmjoh rozpou&del probihala bez
jakychkoliv probléni. Nicmérg, po rekolika prokehlych cyklech bylo patrné, ze barva
kazdého z pouzitych rozpoddel se rapidé liSi. Zatimco v pipad extrakce provathé
pomoci acetonu #&ho rozpou&dlo syt zelenou barvu (Obrazek 12, vlevo), iipacdct
hexanu mil extrakt s¢tlé (Zluto-zelené) zabarveni (Obrazek 12, vprawry. ukoeni
reakce, vysuSeni rozpouadla a jeho zahu&tbi na roténi vakuové odparce, byl extrakt
ziskany z obou reakci analyzovan pomoci tenkovrstkiiomatografie. Pomineme-li
negili§ dobré sepatmi &inky prvotre zvolenych tyfi mobilnich fazi, coz bude dale
diskutovano v kapitole 5.2, je na ngistuvést, Ze prostym srovnanim intenzity
pozorovanych skvrn bylo zceldefmé, Ze acetonovy extrakt obsahuje jednotlivéksioe
vySSi koncentraci, nezli extrakt hexanovy. Z tohalivodu byly vSechny nasledné

experimenty provashy jiz jen pomoci acetonu jako rozpoidig.

Obréazek 12.Srovnani acetonového a hexanového extraktu.
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Druhou, vtéto praci aplikovanou, exttmk metodu pedstavovala jednostipva
macerace. Jedna se o velice jednoduchéasa nenargnou extrakni metodu, ktera se
provadi za laboratorni teploty. Kdvym krokem p tomto typu extrakce je
pravdEpodobrg dikladné promiseni studovaného materialu, rozgdigta dalSickinidel.
Znaxnou vyhodou této metody je také nizka ekonomickénam@st, vyplyvajici nejen
z malé spdtby pouzitého rozpouftla, ale také z minimélnich narokkladenych na
materialni vybaveni. Zarpdnost macerace Ize také povazovat to, Ze je &npusd suseni
extraktu, které je n&pu Soxhletovy extrakce nezbytné a relatizasow nara@né (cca 24
hodin — dle typu pouzitého susidla). Z vySe uvetendyne, Ze&as potebny pro tento typ
experimentu, fesrgji doba od provedeni samotné macerace az po ziskgsiédki
z tenkovrstvé chromatografie, obvykle begahne 1 hodinu. Togdstavuje, ve srovnani
se Soxhletovou extrakci, u niz Ize vysledky z TL&k@vat nejéive po 24 hodinach
(z divodu relative dlouhého suSeni ziskaného extraktu), nepopiratemghodu. Po
ziskani extrakt pomoci vySe uvedenych metod, bylidsfpupeno k jejich analyze pomoci

tenkovrstvé chromatografie.

5.2 Tenkovrstva chromatografie

Poté co byly ziskdny poZzadované extrakty barvivaadbeych ve studovanych vzorcich,
bylo pristoupeno k jejich analyze pomoci chromatrografietenkeé vrst¥. Stejreé jako Ize
nalézt uéité odliSnosti mezi pouzitymi extrakimi metodami, tak také wipac
tenkovrstvé chromatografie Ize poukazat na skdsti, v nichZz se TLC analyzy extrékt
ziskanych pomoci dvoutznych extraknich metod liSily. Zatimco extrakty ziskané
pomoci metody dle Soxhleta bylyfgd samotnou chromatografickou analyzou
zahu$ovany na roténi vakuové odparce, tak extrakty ziskané jedndistupu maceraci
Za&dnou dalSi uUpravuiged samotnou TLC analyzou nevyZadovaly. Vzorky zigka
Soxhletovou extrakci byly nejprve na TLC délsyi nandSeny z extraktu, jeZ nebyl Zadnym
zpisobem upravovan, dale pak z extraktu zaimé$to na ¥z fovodniho objemu a nakonec

z extraktu zahu8hého giblizné na's pivodniho objemu.

Priméarnim cilem vS8ak bylo nalézt optimalni sloZzembbilni faze pro tenkovrstvou
chromatografii, zaji€ujici co mozna nejlepsi odléni jednotlivych sloZzek nachézejicich se
ve studovanych extraktech. Postéiptak bylo vyzkouSeno sedm typmobilnich fazi
vzajemr¢ se liSicich svym sloZzenim a/nebo gomem jednotlivych slozek mobilni fazi

tvoricich. Rehled sedmi typ mobilnich fazi, které byly v gbéhu této studie vyzkouseny,
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se nachazi v Tabulce 2 (kapitola 4.5, strana 3&jn®o mobilni faze A, B a E se ukazaly
byt jako nevyhovujici, kdy nedochéazelo k t#mzadnému nebo jen velmi Spatn
rozliSitelnému dleni jednotlivych barviv, pak mobilni faze C, D gpbskytovaly relativé
uspokojivé vysledky. Z tohotoustodu bylo v dalSich experimentech pracovano $rav

s €mito typy mobilnich fazi.
Chromatografii na tenké vrstvak byl postup#é analyzovan:

a) extrakt zcerstvého Spenatu ziskany Soxhletovou extrakci
b) extrakt z¢erstvého Spenatu ziskany jednositypu maceraci
c) extrakt z mraZzeného Spenatu ziskany Soxhletovoaleit

d) extrakt z mrazeného Spenatu ziskany jednéstupu maceraci.

V obecné rovia lze fici, Ze ve zkoumanych vzorcich bylo pozorovano dech
piipadech minimak5 a maximala 8 vzajems odclenych barevnych skvrn. Na zaktad
odborné literatury [44] byla k jednotlivym skvrnapiitazena barviva frozerg se
vyskytujici ve Spenatu. S vysokou prapddobnosti Ize u¢it [-karoten, feofytina,
feofytin b, chlorofyl a a chlorofylb. Slozi€jSi je rozkl£ovat skupinu xantofylovych
barviv, z nichZz se ve Spenatu velmi prgwodobré maze vyskytovat lutein (nebo jeho
izomer zeaxanthin), violaxanthin a neoxanthin. K&dé zdchto latek byl u vSech tyip
pouzitych mobilnich fazi sg@tan retardéni faktor, gicemz hodnoty uvedené dale v této

praci gredstavuji aritmeticky @meér ziskany z pti TLC analyz pisluSného vzorku.

Vysledky TLC analyz extrakit z¢erstvého Spenétu ziskanééota pouzitymi typy
extrakénich metod jsou uvedeny v Tabulce 3. Okidlee fici, Ze g pouZziti vSechif typa
mobilnich fazi (C, D a F), byly obdrzené vysledkgimi podobné, alesgiove smyslu
poctu pozorovanych barviv (nikoliv vSak jejich retaédéch faktorl). Ve wtSing pripadi
bylo detekovano Sest barviv, a sifekaroten, chlorofyla, chlorofyl b a rektera
xantofylova barviva (pravgbodobr lutein/zeaxanthin, violaxanthin a neoxanthin). Bou
u extraktu ziskaného Soxhletovou extrakci nebyl obini fazi C a F pozorovan
neoaxanthin. Pro ilustraci jsou reprezentativnileglsy TLC analyz extrakit z ¢erstvého
Spenatu znazo#ény na Obrazku 13,f@emz pismenné ozdeni nad kazdou TLC vrstvou
zn&i typ pouzité mobilni faze. Z obrazku je patrnévgsledky chromatografie na tenké
vrstwé byly u obou pouzitych extr&kich technik shodné.
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Tabulka 3. Vyjadieni retardénich faktoti barviv vyextrahovanych &rstvého Spenatu.

B-karoten 0,81 0,84 0,77 0,80 0,73 0,78
feofytina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d.
feofytinb n.d. n.d n.d. n.d. n.d n.d.
chlorofyl a 0,73 0,78 0,73 0,74 0,33 0,28
chlorofyl b 0,58 0,51 0,66 0,69 0,24 0,20
lutein/zeaxanthin 0,51 0,39 0,47 0,48 0,14 0,15
violaxanthin 0,38 0,25 0,36 0,37 0,11 0,07
neoxanthin 0,27 n.d. 0,23 0,22 0,06 n.d.

n.d.: nebyl detekovan

\J"‘

[

Soxhletova extrakce Jednostupriova macerace

Obrazek 13.Vysledky TLC analyz extraktz cerstvého Spenatu.

Vysledky TLC analyz extrakit z mrazeného Spenatu ziskanych Soxhletovou extrakci

a maceraci jsou uvedeny v Tabulce 4. Tak jako ukwzéerstvého Spenatu, tak i u tohoto
byly pouzity mobilni faze typu C, D a F. U mobilhizi C a D bylo pozorovano celkem
Sest barevnych skvrn zfaich g@itomnost Sesti tznych barviv, a top-karotenu,
chlorofylua, chlorofylu b, luteinu/zeaxanthinu, violaxanthinu a neoxanthintelice
zajimavé vysledky poskytla TLC analyza provedengnabilni fazi typu F, v niz byly
detekovany d¥ doposud nepozorované barevné skvrny. Ty byly ndad& odborné
literatury ozndeny jako feofytina a b (moznosti fivodu €chto latek v extraktech

z mrazeného Spenatu budou diskutovany nize). [45]tétd mobilni faze nebyly

v maceranim extraktu detekovany xantofylova barviva violattan a neoxanthin.
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Tabulka 4. Vyjadieni retardaénich faktofi barviv vyextrahovanych z mrazeného Spenéatu.

Mobilni faze C Mobilni faze D Mobilni faze F

Slowenina
Macerace Extrakce Macerace Extrakce Macerace Extrakce
B-karoten 0,81 0,78 0,79 0,72 0,81 0,74
feofytina n.d. n.d. n.d. n.d. 0,47 0,43
feofytin b n.d. n.d. n.d. n.d. 0,38 0,31
chlorofyl a 0,77 0,73 0,74 0,71 0,30 0,26
chlorofyl b 0,72 0,67 0,60 0,63 0,23 0,17
lutein/zeaxanthin 0,53 0,49 0,49 0,44 0,17 0,13
violaxanthin 0,42 0,35 0,38 0,33 n.d. 0,07
neoxanthin 0,19 0,25 0,25 0,22 n.d. 0,04

n.d.: nebyl detekovan

Vysledky TLC analyz extraktz mrazeného Spenatu jsou priSv ndzornost uvedeny
na Obrazku 14, ijtemz pismenné ozteni nad kazdou TLC vrstvou zfidyp pouZzité
mobilni faze. V pipact mobilnich fazi C a D nebyly mezi jednotlivymi typpouzitych
extraknich technik pozorovany zadné vyznamné rozdilyo Jadtice zajimavé se ukazalo
byt pouziti mobilni faze F, v niz byly pozorovamy¢dzcela nové barevné skvrny (pégd

uréené jako feofytiny) umishé mezi3-karotenem a chlorofylera

F C D F C D

Soxhletova extrakce Jednostupnova macerace

Obrazek 14Vysledky TLC analyz extraktz ¢erstvého Spenatu.

Pri srovnani TLC analyz extraktzcerstvého a mrazeného Spenatu je patrné, zZe
v piipact pouziti mobilnich fazi C a D nebyly pozorovany tddryznamné rozdily. Jinak
tomu vSak bylo v okamziku, kdy byly TLC vrstvy vyemy v mobilni fazi F. Zatimco
v piipadt TLC analyz (mobilni faze F) extrakiz ¢erstvého Spenatu, bylo pozorovano 5
(Soxhletova extrakce), respektive 6 (jednostayd macerace) latek, takipouziti stejné

mobilni faze pro extrakty ziskané z mrazeného Spehglo na TLC desite pozorovano
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8 (Soxhletova extrakce), respektive 6 (jednostw@d macerace) sléanin. Tato skui@nost
byla nejprve fisuzovana experimentalni chybnicmért na zéklad vysledki ziskanych
TLC analyzami dalSich provedenych extrakci bylejrmé, Ze se o experimentalni chybu
nejedna. No¥ pozorované skvrny, situované m@ezkarotenem a chlorofylera, byly na
zaklad studie odborné literatury ozteny jako feofytiny, a sice feofytia a feofytin b.
[45] Feofytiny jsou slodeniny, které se svoji strukturou velmi podobajiocbfylam, s tim
rozdilem, Ze centréini betnaty kationt je nahrazen &wa atomy vodiku. K tomuto jevu
muze dojit v okamziku, kdy je molekula chlorofylu tggena nad®&rnému zakevu,
piipadre kyselému prosedi. Vzhledem ktomu, Ze vii&hu vyroby mrazeného
Spenatového protlaku dochazi ke kratkodobému zvytepioty za delem inaktivace
enzymi, lze usuzovat, Zze ke vzniku feofyiinmize dochéazet v této fazi technologického
postupu. Na Obrazku 15 je pro nazornost znarowysledek TLC analyz (mobilni faze F)
extrakti z ¢cerstvého a mrazeného Spenatu ziskanych Soxhlextoakci s vyzn&enim

oblasti, v nizZ byla nebo naopak nebyla pozorovéoéyfinova barviva.

[ feofytin a ( ]

[ feofytin b

.

extrakt z Cerstvého extrakt z mraZeného
Spenatu Spenatu

Obrazek 15.Srovnani TLC analyz extrakiz ¢erstvého a mrazeného Spenatu.

5.3 Hmotnostni spektrometrie

Poslednim krokem praktickéasti této bakaki&ké prace byla analyza jednotlivych
barviv odalenych tenkovrstvou chromatografii pomoci hmotnbspektrometrie. K tomu
Gcelu byl pouzit hmotnstni spektrometr s iontovou tpas/baveny elektrosprejovou
ionizaci. Pro samotnou analyzu byly jednotlivé sive TLC destiek opatri vyriznuty,
odcEleny silikagel obsahujici fslusné barvivo byl kvantitatigén preveden do vialky
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a vyextrahovan methanolem. Jednotlivé vzorky byfipravovany bezprostdre pied

samotnymi analyzami.

Aby bylo mozné ze ziskanych spekter interpretoyatedky, byly gedem pro kazdou
s aiekavanych slatenin vypaitany jeji exaktni hmotnosti. Zarov®ylo kazdé slotenin
pridéleno ¢iselné oznéeni, pod nimzZ budou tyto latky v dat&isti této kapitoly uvashy.
Ciselné ozn&eni, nazev, sumarni vzorec a exaktni hmotnost digfé@ jako atomova

hmotnostni jednotka; u) pro vSechny uvazovanécsiony jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5. Exaktni hmotnosti pozorovanych barviv.

1 B-karoten GoHsg 536,44
2 feofytin a GsH74N4Os 870,57
3 feofytin b GsH74N4Os 884,55
4 chlorofyl a GsH74MgN4Os 892,54
5 chlorofyl b GsH70MgN4Os 906,51
6 lutein/zeaxanthin £oHs60; 568,43
7 neoxanthin/violaxanthin CaoHs5604 600,42

Pti analyzach jednotlivych skvrn vignutych z TLC destky byl vzorek nastknut
piimo do hmotnostniho spektrometru pomoci tavmg difuze. Akoliv byly v prib&éhu
kazdé z provedenych analyzminy vSechny parametry, které mohoditym zpisobem
zmenit profil spektra prvnihdadu (napti na kapil&e, nagti na konci kapilary, teplota
susiciho plynu, tlak rozprasSovaciho plynu, maxirmakumul&ni ¢as apod.), nepot se
nam v zadném ze zkoumanych vzonkalézt signal, jehoz hodnota/z by odpovidala
jakékoliv z gedpokladanych struktur. Ve vSech spektrech prviféau se vyskytovaly
jedenkrat nabité signalym/z338,4, 360,4, 376,4 a 722,5. Z hodnot prvnithitedenych
signah je patrné, Ze je mezi nimi vzajemny vztah. Vzhiadk tomu, Ze rozdil mezi
signale 338 a 360ini 22 m/z a rozdil mezi signalem 360 a 376 je @z Ize fici, ze
exaktni hmotnost této sloéeniny ¢ini 337,4 u. Jednotlivé signaly pak lze ¢iar
naslednove: 338 [337+H], 360 [337+Nad], 338 [337+K]. Strukturu pednetné
sloweniny se na zakl&dtéchto Udaj bohuzel wit nepoddilo. Obava, Ze tyto signaly
pochazeji z TLC desiky a jsou tedy pouhou tistotou byla vyvracena provedenim
slepého pokusu, kdy byla analyzovaést TLC destiky neobsahujici zadnou latku.
V tomto pipac nebyly vySe zmigné signaly pozorovany.
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Po vySe uvedenych nezdarech bytsioupeno ESIMS analyze samotné extraktu.
Byly provedeny analyg extrakti ziskanych jednostupvou maceraci a to jal cerstvého
tak zmrazeného Spenatu. ektra prvnihoradu zmétena vpozitivnim skenovaci moédu
jsou uvedena na Obrazki6, kdy horni spektrum (a) naleéktraktu : cerstvého Spenatu
aspodni spektrum (b) odpovida extraze Spenatu mrazeného. Ve spech obou vzork
byly pozorovany signaly m/z568,5, 601,5 a 893,6. lontrao/z568 odpovida nejwtsi
pravdEpodobnosti luteinu nebo zeaxanthintié¢@mz vzhledem tomu, Ze ob uvedene
sloweniny maji shodnou exaktni hmotnost, nel jistotou fici, o kterou latku se jedn
Pokusy o izolaci a nésinou fragmenta tohoto iontu, ktera by mohla o dané slenin
poskytnout vice informaci, nebyly ar jednom pipadt Gs@sSné. Za zminku stoji, ze te
latka byla pozorovana, pro E-MS netypicky, ve forra kationradikalu Signal om/z893

byl identifikovan jako protonova molekula chlorofya.

a 381.1

7855

365.1

61"
568.5

[7+H]

601.5 [4+H]+

893.6

b 365.1

769.5
797.6
N 6]"
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Obrazek 16.ESI-MS spektra extraktterstvého a mrazeného Spen
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Stejre jako v @ipadt luteinu a zeaxanthinu, pak také Wgact dalSich dvou xantofyl
a sice neoxanthinu a violaxanthinu (600,42 u) meazné ze spektra prvnilkadu utit,
o kterou z&chto dvou latek se jedna. Ve spektrech obou studmiavzorki byl sice
pozorovan signal om/z 601, ktery prav&podobrt nalezi jedné ze dvou posledn
jmenovanych slatenin, resp. se jedna o jejich protonovanou forntelvahledem k vySe
uvedenym dvodim nelze s jistotou tento signdifadit ani jedné z nich.

Poslednim pozorovanym byl signalno/’z 871,6, ktery se nachazel pouze ve spektru
jednoho ze dvou studovanych vzorka sice extraktu z mrazeného Spenatu. Tento signal
s nej\jtSi pravépodobnosti odpovida protonované molekule feofytauPritomnost
tohoto signalu ve spektru prvniti@du extraktu z mrazeného Spenatu potvrzuje vysledky
ziskané TLC analyzami, kdy také pouze ve vzorcichzeného Spenatu byly pozorovany
skvrny, které ve vzorcich extrakize Spenatiertsvého fitomny nebyly a jez byly, dle
retard&nich faktofi, za feofytiny povazovany. Za zminku r@énstoji intenzita signalu
om/z 871 a jeji srovnani s relativni intenzitou iontumdz 893 (protonovana molekula

chlorofylu a).
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ZAVER

Cilem prace bylo analyzovat barviva vyskytujici\s&erstvém a mrazeném Spenatu
a vysledky naslednporovnat mezi sebou. Pro samostatnou analyzuilgZith extrakce
barviv z rostlinného materialu vhodnym rozp&d&m. Byly provadny dva typy
extrakce, ficemz u té prvni dochazelo k extrakci barviv podtapm chladéem na
Soxhleto¥ extraktoru a druhym typem byla jednostapa macerace. U obou extialkch
metod bylo pouZzito acetonové rozpaatb. Ziskané extrakty se analyzovaly pomoci
tenkovrstvé chromatografie, diky které doslo k aoblbarevnych skrvn, na zakkadehoz
bylo mozné identifikovat jednotliva barviva.

Ve vzorku z ¢erstvého Spenatutf aiz v macerénim extraktuci extraktu ziskaného
Soxhletovou extrakci, bylafipomna tato barviva: oranzZovf-karoten, modro-zeleny
chlorofyl a, Zluto-zeleny chlorofyb a skupina Zlutych xantofly) do kterych pat barviva

lutein, zeaxanthin, violaxanthin a neoxanthin.

Zajimavy vysledek finesl vzorek mrazeného Spenatu, kdy¥ gnalyze tenkovrstvé
chromatografie, kde byly krom barviv jakocerstvém Spenatu, vyizolovany dwove
skvrny Sedého zbarveni. Tyto skvrny se nachazebi firkarotenem a chlorofylera. Na
z&klad odborné literatury [45] byly skvrny identifikovangko feofytiny, a to pesrji
feofytin a a feofytin b. Tyto sloweniny vznikaji nahrazenim centralnihoi&matého
kationtu z molekuly chlorofylu za dva atomy vodiKDento jev se nazyva feofytinace
a vznika tehdy, kdy je molekula vystavena vysSiatem pipadré kyselému prosedi. To,
Ze jsou pitomny v mrazeném Spenatuibe byt proto, Ze v fibéhu jeho vyroby dochazi
ke kratkodobému zvyseni teploty az k hodnotam haatu. Nicmés pritomnost feofytir
nema zadny negativni vliv z hlediska vyzigipvéka. Podili se na z&n¢ barvy finalniho

produktu, nebt mize dochazet ke zteasyk zelené barvy na olivévSedou.

Ackoliv ESI-MS analyzy jednotlivych barviv, ziskanycjejich preparaci z TLC
destéek, nebyly uspdné (pravdpodobré s ohledem na jejich nizkou koncentraci),
nasledg provedné ESI-MS analyzy samotnych extliaé¢rstvého a mrazeného Spenatu
ziskanych jednostujpvou maceraci, imesly relativie zajimavé vysledky. V obou
vzorcich byla potvrzena ifpomnost chlorofylu a a xantofylovych barviv
luteinu/zeaxanthinu a neoxanthinu/violaxanthinu.Werku ¢erstvého Spenatu byl roén

pozorovan (3-karoten. Prav&podobré nejzajima¥jSi vysledek pedstavuje fitomnost
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feofytinu a ve vzorku extraktu z mrazeného Spenatu, zatimgoakiodpovidajici této

slowenirg ve vzorkucerstvého Spenatu pozorovan nebyl.

Na zaklad ziskanych vysledk Ize konstatovat, Ze mrazeny Spenat obsahoval ioprot
tomucerstvému d¥ barviva navic. Pravghodobre se jednalo o vySe diskutované feofytiny
(byt byla pomoci ESI-MS analyzy potvrzena pougomnost feofytinua, které vznikly
z chlorofylovych molekul #2jmé béhem vyroby Spenatového protlaku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ESI elektrosprejova ionizace

MS mass spectrometry

m/z hmotnost iontu ku velikosti naboje
p.a. pro analyzu

TLC thin-layer chromatography
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SEZNAM PRILOH
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Priloha PIl:  Hmotnostni spektrometr amaZon X



PRILOHA PI: STRUKTURNI VZOREC CHLOROFYLU AAB
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PRILOHA PII: HMOTNOSTNI SPEKTROMETR AMAZON X
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