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Shrnuti:

PtedloZena prace se zabyva hmotnostni spektrometrii betalainovych barviv. Teoreticka
cast se zabyva obecn¢ betalainy, jejich vlastnostmi, vyskytem a také rtiznymi zplsoby
separace a identifikace téchto pfirodnich pigmentl. Experimentalni ¢ast prace je vénovana
identifikaci betalaini pomoci hmotnostni spektrometrie (QqTOF systém) s ionizaci MALDI,
ESI (pfima infuze) a spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s ionizaci
ESI vriznych modifikacich (C18, HILIC s vyuzitim silikagelu, HILIC s vyuzitim faze
TSKgel Amide) v rostlinnych extraktech (Cervena fepa, opuncie, pitaya). Pti MALDI
experimentech byl nalezen a méfenim piesné a spradvné hmotnosti iontd a koliznimi
experimenty jednoznacné identifikovan betanin. Piima infuze extraktii do elektrospreje
umoznila identifikaci betaninu, phyllocactinu a amaranthinu, resp. gomphreninu III.
Ze studovanych chromatografickych systému poskytuje nejlepsi vysledky spojeni UPLC-ESI-
MS provedené v systému reverznich fazi (C18), pfi kterém byl v potravinovém dopliku
obsahujicim extrakt z ¢ervené fepy identifikovan betanin, hylocerenin a phyllocactin.

Klicova slova: betalainy, betanin, barviva, betakyaniny, betaxanthiny, UPLC, ESI,
MS, MALDI, QqTOF

Summary:

Presented thesis deals with mass spectrometry of betalain dyes. Theoretical part deals
with betalains, their properties, presence and different approaches for separation
and identification of these natural pigments. The experimental part is dedicated
to identification of betalains by mass spectrometry with MALDI ionization, electrospray
(direct infusion) and liquid chromatography coupled with mass spectrometry with ESI
ionization in different modifications (C18, HILIC based on silicagel stationary phase, HILIC
based TSKgel Amide stationary phase) in plant extracts (i.e. Beta Vulgaris, Opuntia, Pitaya).
During MALDI experiments betanin was found and unambiguously confirmed by exact mass
measurement and MS/MS experiments. Direct infusion of plant extracts into ESI allowed
to identify betanin, phyllocactin and amaranthin or gomphrenin III. Among the studied
chromatographic systems the best results are provided by UPLC-ESI-MS system performed
in reverse phase (C18) mode. This system allowed identification of betanin, hylocerenin

and phyllocactin in a food supplement containing extract from beet-root.
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1. Uvod

Betalainy jsou ve vodé rozpustné rostlinné pigmenty, které poskytuji zbarveni
od svétle zluté do tmavé fialové barvy. DEli se do dvou skupin na cerveno-fialové
betakyaniny a Zluto-oranzové betaxanthiny. Betalainy vykazuji antioxidac¢ni ucinky a jsou
tedy ptiznivé pro lidské zdravi. Diky t€émto vlastnostem a pfirodnimu ptvodu téchto pigmentt
o n¢ vzrostl zdjem. V potravindiském primyslu jsou zatim pouzivany pouze betalainy, které
jsou obsazené v Cervené fepé (Beta vulgaris). Ty jsou vyuzivany jako pfirodni potravinaiska
barviva, v Ceské republice pod oznagenim E 162. Vzhledem k vysokému zajmu o tato barviva
se hledaji 1 alternativni pouzitelné zdroje. K separaci a identifikaci se pfevazné pouZziva
spojeni hmotnostni spektrometrie a spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii v riiznych modifikacich. Na tyto techniky jsem se zaméftila v této praci.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Instrumentalni metody

2.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC (high performance liquid chromatography) je separacni technika pouzivana
ke kvalitativni a kvantitativni analyze latek pfevazné organického charakteru. Separace latek
je zalozena na rozdilné interakci latek se stacionarni a mobilni fazi. Vzhledem k rizné retenci
opoustéji jednotlivé slozky vzorku systém v riznych casech (tzv. elu¢ni Casy), diky nimz
je mozné latky identifikovat.

Stacionarni fazi je sorbent, ktery mtze byt uspotadan plosné¢ nebo v koloné (sloupci).
V kolonovém uspoiadani jde o sloupcovou chromatografii, ktera je dnes vyuzivana pievazné
k ¢isténi a izolaci latek a o vysokouc€innou, resp. ultrau¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC, resp. UHPLC). Vysoké ucinnosti a rychlosti (U)HPLC se dosahuje pouzitim kolon
naplnénych velmi malymi &asticemi 1,5 az 5 pm a pomérné velkymi pritoky mobilni faze.'~
Pro moderni vysokoucinnou a zejména ultrau¢innou kapalinovou chromatografii je nezbytné
pouziti kvalitnich chromatografickych cerpadel umoziujicich dlouhodobé stabilni praci
za vysokych tlakli. Klicovou soucasti moderniho kapalinového chromatografu je detektor.
V soucasné analytické praxi je pouzivana cela fada raznych detektor vyuzivajicich riznych
fyzikalné chemickych vlastnosti analyzovanych latek. S ohledem na zaméfeni této prace bude
v nasledujicich kapitolach vénovana pozornost spojeni chromatografie s hmotnostni

spektrometrii.

2.1.1.1 Typy separacnich systémii

Pii chromatografickych separacich se vyuzivd riznych kombinaci vlastnosti
staciondrni a mobilni faze. BéZné€ jsou pouzivany systémy normalnich fazi, reverznich
(obracenych) fazi a dale hydrofilni interak¢ni chromatografie, iontové vymeénna
chromatografie, chromatografie iontovych part a gelova permeacni chromatografie.

V systému normdlnich fazi (NP) je interakce analytu se staciondrni fazi zalozena
na adsorpci. V tomto uspotadani je stacionarni faze polarn&jsi nez faze mobilni.?

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) vychéazi ze systému normalnich fazi,
ale na rozdil od systému normalnich fazi se do mobilni faze ptidava voda v mnozstvi jednotek

az desitek procent.” Voda zptisobi tvorbu tenkého filmu na povrchu stacionarni faze.



Principem separace je rozd€lovani analytu mezi mobilni fazi a tenky film na povrchu
stacionarni faze.” Vzhledem k vyuziti HILIC v praktické &asti této prace je tomuto systému
vénovana samostatnd kapitola.

Chromatografie v systémech reverznich fazi (obracenych fazi, RP) se v soucasné dobé
vyuzivaji nejcastéji, protoze umoznuji separovat analyty obsahujici nepolarni, stfedné polarni
i polarni a &asto i iontové latky.* Retence analytii je zaloZena na rozd&lovani mezi stacionarni
a mobilni fazi. Zékladnim znakem chromatografie na reverznich fazich je, Ze mobilni faze
je polarngjsi, nez faze stacionarni.” Stejné jako u systému HILIC byl tento systém pouzit
v experimentalni ¢asti této prace a bude podrobnéji popsan v samostatné kapitole.

Iontové vyménnd chromatografie (IEC) je zalozena na interakci iontové (nebo
ionizovang¢) ¢asti analytu s ménici iontll (ionexy), které jsou chemicky navdzané na povrchu
stacionarni faze.® Stacionarni faze je nejcastdji makromolekularni matrice obsahujici kyselou
nebo bazickou funkéni skupinu. Katexy jsou iontoménice s kyselou funk¢ni skupinou (SOj5,
COO") nesouci zaporny naboj a anexy nesou bazickou funkéni skupinu (NH3', NR3") a jsou
nositeli kladného naboje.’ K separaci dochazi na zakladé rozdilnych elektrostatickych
interakci slozek vzorku se stacionarni fazi.

Chromatografie iontovych part (IPC) je metoda umoziujici separaci sloucenin
iontového charakteru.” Stacionarni fize je nepolarni (obvykle jde o reverzni fazi) a polarni
mobilni faze obsahuje ionparovaci Cinidlo, které s analytem vytvoii iontovy asocial majici
oproti samotnému analytu niz§i polaritu a vyssi afinitu ke stacionarni fazi.

Gelova permeacni chromatogratie (GPC) je zaloZena na separaci analytu podle
velikosti molekul.® Stacionarni fazi je chemicky ¢i fyzikdlné vytvofeny gel o definované
velikosti a distribuci pord. Velké molekuly eluuji jako prvni, protoZe nemohou proniknout
do téchto port. Z toho plyne, Ze elu¢ni Cas roste se zmensujici se velikosti molekul. Praktické
vyuziti gelové permeacni chromatografie je v oblasti separace proteini a dalSich

makromolekul.’

2.1.1.1.1. Systém s reverznimi fazemi (RP-HPLC)

Reverzni faze jsou v soucasné dobé ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
vyuzivany asi v 80 az 90 % aplikaci. Chromatografie s reverznimi fdzemi je charakteristicka
uspofadanim, pii kterém ma mobilni fize vy$si polaritu, nez faze stacionarni.’ Jako
stacionarni faze se obvykle pouziva silikagel chemicky modifikovany nepolarnimi

uhlovodikovymi zbytky. Nejcastéji jde o fetézce oktadecylové (C18 kolony — viz obr. €. 1),



oktylové (C8 kolony — viz obr. & 1) a jiné alkylové nebo aromatické fetézce a substituenty.’
Vhodné polarity mobilni faze je dosazeno pouzitim smési rozpoustédel. VétSinou se jedna
o vodu v kombinaci s acetonitrilem nebo methanolem, ale pouzivaji se i jind rozpoustédla

napf. propanol, tetrahydrofuran nebo dioxan.
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Obr. €. 1: Priklad stacionarni faze: A) C18, B) C8

Mechanismus retence v téchto systémech neni dosud zcela jednoznac¢né objasnén.
Predpoklada se, Ze se nejvyrazn&ji uplatituje tzv. solvofobni efekt.' Ten si piedstavime tak,
ze je analyt rozpustén v polarni mobilni fazi, ktera analyt solvatuje a usporada se kolem n¢;.
Pokud analyt interaguje se stacionarni fazi, jsou solvatujici slozky mobilni faze uvolnény.
Tim se zvysi entropie systému a toto zvySeni je hnaci silou vytésiiovani latek z mobilni faze
do faze stacionarni. Latky jsou tim vice zadrZovany, ¢im niZ§i je jejich polarita a ¢im

v

polarn&jsi je mobilni faze.'?

2.1.1.1.2 Hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) probihd, jak jiz bylo naznaceno,
na kolondch s polarnimi staciondrnimi fazemi (podobné jako u chromatografie v systému
normalnich fazi), ale fize mobilni obsahuje vodu, kterd se vaze na fazi stacionarni. Tim
se vytvaii tenky stacionarni film vody na povrchu sorbentu. Principem separace
je rozdélovani analytii mezi mobilni fazi a vrstvicku vody. HILIC je velmi vhodnou technikou
pro analyzu polarnich latek. HILIC technika nalezla nejprve uplatnéni pii separacich
sacharidii, aminokyselin a peptidd.® Jako stacionarni faze se u HILIC separaci nejéastéji
pouziva nemodifikovany silikagel se snizenou koncentraci povrchovych silanolovych skupin.’
Dale se uzivaji stacionarni faze s chemicky navdzanymi skupinami aminopropylovymi,
karbamatovymi, amidovymi (viz obr. ¢. 2), nitrilovymi atd.®> Mobilni faze jsou obvykle
tvofeny acetonitrilem s malym ptidavkem vody resp. vhodného pufru. >

Hlavni hnaci silou retence jsou hydrofilni interakce jak s povrchem staciondrni faze,
tak i s kapalinou na povrchu stacionarni faze. Polarni latky jsou zadrZzovany silnéji nez latky

nepolarni. Retence klesa s rostouci koncentraci vodné slozky v mobilnich fazich.'’



Obr. &. 2: Struktura stacionarni faze HILIC — TSKgel Amide 80 (cit.'®)

2.1.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd umoziluje zjistit hodnotu
pomé&ru hmotnosti a néboje ionti analyzovanych latek.'' Principem je ionizace analytu
ve vhodném iontovém zdroji, ndsledna separace iontli podle hodnoty m/z a detekce proslych
iontd analyzatorem."' Je to metoda destruktivni, ale k analyze je potfeba pouze malé mnoZstvi
vzorku. Vysledkem je hmotnostni spektrum.

Hmotnostni spektrometr je slozen z iontového zdroje, kde dochazi k ionizaci vzorku,
dale je zafazen hmotnostni analyzator, kde dochdzi k separaci iontll podle hodnoty m/z
(pomér hmotnosti a naboje iontu), dale detektor, kde dochazi k detekci a vyhodnocovaci
zatizeni (viz obr. €. 3). Pro efektivni transfer iontd hmotnostnim spektrometrem je nezbytné
pracovat za snizeného tlaku Separace a detekce iontll probihd ve vakuu, proto je soucasti

pistroje i vykonny (obvykle vicestupiiovy) vakuovy systém.'’

Tonty
vhraného
Ionty m
LY . .
l.rz::l?u Tontovy Hmotosini Detekior Vyhodnocovaci
zdroj analyzitor zaFizeni

Obr. €. 3: Schéma hmotnostniho spektrometru



2.1.2.1 Iontové zdroje

Utelem iontového zdroje je pfevedeni analytu na ionty, které jsou dale separovany
a detekovany.!' Podle mnozstvi energie dodané pii ionizaci délime ionizaéni techniky
na mekké a tvrdé. Pri tvrdé ionizaci vznika velké mnozstvi fragmentil, na rozdil od ionizace
mekké, kdy vzniké pfevazné ionizovana molekula analytu.

Mezi mékké ionizacni techniky patii skupina technik pracujicich za atmosférického
tlaku (API). Tyto ionizacni techniky nepotiebuji vakuum ani vzorek v plynném stavu a proto
se hodi kon-line spojeni HPLC-MS. Mezi tyto techniky patfi chemickd ionizace
za atmosférického tlaku, fotoionizace za atmosférického tlaku, termosprej a elektrospre;j.'”
Principem chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je zmlzeni analytu, odpafeni
rozpoustédla a vzorku v proudu plynu a nasledna ionizace pomoci vyboje na jehle, kdy dojde

IL12 potoionizace za atmosférického tlaku

k ionizaci rozpoustédla a pfedani naboje analytu.
(APPI) je zaloZena na sprejovani analytu s dopantem, ktery je ionizovan zafenim, a sviij nadboj
naslednd pteda analytu.'"'? PH pouziti termospreje (TSP) vznikaji ionty odpafovanim
rozpouitédla z rozpragovanych kapek za zvysené teploty.'""?

Ionizace elektrosprejem je jednou z nejSetrnéjSich metod ionizace a patii mezi
nejpouzivan&jsi ionizaci ve spojeni s kapalinovou chromatografii.'® Selektivitu ionizace
je mozné ovliviiovat volbou mobilni faze, zménou parametrti kapilary, mezi které patii
teplota, napéti a rychlost pritoku pomocnych kapalin a plynd. Vyhodou je, ze poskytuje
vicekrat nabité ionty, éehoz lze vyuZit pfi analyze velkych molekul, typicky napf. proteind.'?
Principem ionizace elektrosprejem je pifivod roztoku vzorku (eluatu z kolony) nabitou
kapildrou, na jejimz koci se odtrhavaji nabité kapicky. Pro zajiSténi stabilniho procesu
ionizace muze byt tvorba nabitého aerosolu podporovana pritokem zmlZovaciho plynu
(ptipadné¢ také pomocné kapaliny), kolem sprejovaci kapilary. Z nabitych kapicek
je odpatfovano rozpoustédlo, tim roste hustota povrchového ndboje, az do okamziku, kdy je
ptekro€ena kritickd hranice hustoty povrchového ndboje a dojde k tzv. coulombické explozi.
Potom se kapka rozpadne na nckolik menSich a tento proces se opakuje az do vzniku
plynnych iontl analytu. Ionty mohou vznikat dvojim zptisobem, prvnim je model zbytkového
naboje, kdy v kapce zlstane jediny ion spolu s malym mnozstvim rozpoustédla, které

je odpateno a vznikne ion v plynné fazi. Druhym zplsobem je model iontového vypatrovani,

pfi kterém dochazi ke zmenSovani poloméru kapky pod urcitou kritickou hranici, pod kterou



jiz dochazi k ptimému odpafovani plynnych iontii.'? Tyto principy jsou zobrazeny na obr. &. 4.

Vzniklé ionty jsou dale vedeny iontovou optikou do hmotnostniho analyzatoru.''"'>'®

Odparorini rezpousiédla
QDO
e _:'+' ++;: B)
Coulombiclka exploze

Obr. ¢. 4: Mechanismus ionizace elektrosprejem: A) model zbytkového naboje, B) model

iontového vypafovani'!

V moderni analyze je Casto vedle analyzy roztoki potfebné studovat sloZeni povrchi
riznych materidll, ptipadné smési na povrch deponovanych. Pro tento el byla v minulosti
testovana celé fada ioniza¢nich technik, z nichz nejvétsi popularité se tési postupy zaloZené
na desorpci/ionizaci laserem (LDI). Principem metody MALDI (matrici asistované
ionizace/desorpce laserem) je ionizace matrice laserem a nasledné pfedani naboje a energie
matrice analytu (viz. obr. €. 5). Kli¢ova je pfiprava vzorku. Nejprve je roztok analytu smichan
s matrici a vznikly roztok je nanesen na desticku z nerezové oceli (maldi plate). Tato smes
se necha odpafit do sucha. Vedle toho se uplatiiuje fada jinych postupt, naptiklad naneseni

11,12

vzorku a jeho nésledné pirekryti matrici atp. Tato ionizace mize probihat

za atmosférického tlaku nebo za vakua.

Molekuly matrice

H‘““'Lasemvjpaprsek

.

Molekuly analytu

Obr. &. 5: Mechanismus ionizace MALDI'!

Nevyhodou této metody ionizace je nemoznost on-line spojeni se separacnimi
technikami, tedy i1 s kapalinovou chromatografii. Vyhodou je naopak, Ze lze analyzovat

i vzorky zasolené, obsahujici stopy pufrd, denaturacnich Cinidel a neni tedy nutna slozita



uprava vzorku. Na rozdil od elektrospreje dochdzi v MALDI k ionizaci analytu pouze
jedenkrat (vznikaji jednou nabité ionty). MALDI se vyuziva pro Siroky rozsah molekulovych
hmotnosti analytil.'? Jako analyzator se ve spojeni s MALDI nejéastdji vyuziva analyzator
doby letu (TOF)."!

Nano-asistovana ionizace laserem (NALDI) je ionizace, pii které dochdzi k ozéateni
analytu laserem na specialni podlozce z nanomaterialu, ktery umozni pienos energie laseru

ve formé& naboje na analyt.

2.1.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi k rozdéleni vzniklych iontl z ionizatoru podle jejich
poméru m/z a tyto separované ionty transportuje do detektoru. LiSi se principem separace
ionti a také analytickymi parametry analyzatoru, mezi které patii spravnost, piesnost,
rozliSeni a rychlost skenovani. Mezi analyzatory patii sektorové analyzatory, kvadrupdlovy
analyzator, iontova past, iontova cyklotronova rezonance, orbitalni past, analyzator doby letu
nebo se pouzivd tandemové spojeni vice analyzatoru. Blize zde bude popsan kvadrupolovy
analyzator, analyzator doby letu a hybridni analyzator vychazejici ze spojeni kvadrupdlu
a detektoru doby letu (QqTOF), ktery byl pouzit v této praci.

Kvadrupoélovy analyzator (Q, obr. ¢. 6) se sklada ze Ctyf kovovych ty¢i na které
je vlozeno stejnosmérné a stfidavé napéti. lonty, které vlétnou do prostoru mezi tycemi,
zacnou oscilovat a pfi vhodné zvolenych hodnotich stejnosmérného a stiidavého napéti
projdou kvadrupélem jen ionty o urCittm m/z. Postupnou zménou stiidavého
a stejnosmérného napéti jsou postupné detekovany vsechny iontu ve zvoleném skenovacim

rozsahu. Ostatni ionty analyzatorem neprojdou, zachyti se na ty¢ich.'

Ion
sOUrCE

1

Obr. ¢&. 6: Schéma kvadrupélového analyzatoru'

Analyzator doby letu (TOF) je zaloZen na rozdéleni iontd na zéklad¢ doby letu.

Principem je urychleni vSech iontli shodnou energii na zacatku drahy, kterd se projevi riznou



rychlosti ionti podle jejich m/z. Tonty dopadajici v riznych Casech na detektor jsou poté
zaznamenany.'' Tonty s vy$si molekulovou hmotnosti dopadnou na detektor pozd&ji neZ ionty
s niz§i molekulovou hmotnosti. Pro zpfesnéni méfeni a zvySeni rozliSeni se pouziva
tzv. reflektron, ktery fokusuje ionty o shodném m/z a riizné rychlosti."'

Hybridni analyzator Q-TOF se sklada ze dvou kvadrupdlovych analyzétort
a analyzatoru doby letu (obr. €. 7). Prvni kvadrupo6l slouzi jako akumulacéni zafizeni pro vybér
iontu ur¢itého m/z, do druhého kvadrupdlu se ptivadi pod vhodnym tlakem inertni plyn a ten

slouzi jako kolizni cela pro fizenou fragmentaci iontd. V priletovém hmotnostnim

analyzatoru se vzniklé ionty o stejné kinetické energii rozd&li podle doby letu."!
detekior TOF
. — INENEN

!llll (11 i .
T [

L — N, *,
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— vakkuum
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reflekiron
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Iontovy paprsek

Obr. &. 7: Schéma Q-TOF"!

2.1.2.3 Hmotnostni detektory

Hmotnostni detektory slouZi k pfevodu iontl vychazejicich z analyzatoru na elektricky
signal. Hmotnostni detekce se dé€li na detekci pfimou a detekci po zesileni signalu. Pfima
detekce se pouziva pro urCeni pfesného izotopového zastoupeni prvkd (naptf. Faradayova
klec).

Detekce po zesileni signdlu je Castéji vyuzivanou detekci hmotnostni spektrometrie.
Mezi detektory patii elektrondsobice a fotonasobice. Elektronovy nasobi¢ je zafizeni
obsahujici sérii dynod se vzrlstajicim potencidlem. lonty nardzeji na povrch dynody, dojde
k sekundarni emisi. Emitované ¢astice jsou pfitahovany dalsi dynodou, na které dojde
k vicenasobné emisi Castic. Kaskadovitym efektem tak vznikne velké mnoZzstvi elektronil,
které jsou detekovany. Fotonasobic je citlivy detektor elektro-magnetického zatreni v UV, VIS
a IR oblasti. Tonty se detekuji tak, ze se pied fotondsobi¢ umisti fosforova desticka.

Na ni dopadaji castice z konverzni dynody a dochazi k emisi fotonti. Ty dopadaji



na fotokatodu, kde fotoelektrickym jevem dojde k emisi elektront. Ty jsou dile zmnozeny
stejné jako v elektronovém nasobici.

Elektronasobice produkuji méfitelny proud. Patii mezi n¢ desti¢kové dynody, dynody
kontinualni a mikrokanalova desti¢ka.'' Destickové dynody se skladaji ze série kovovych
elektricky propojenych dynod, mezi prvni a posledni dynodu je vloZeno napéti. Po dopadu
iontu na prvni konverzni dynodu jsou vyrazeny elektrony, jejichz pocet se dopadem na dalsi
dynody znasobi a nakonec jsou zachyceny kolektorem.'' Dynody kontinualni jsou tvofeny
zaktivenou trubici z olovnatého skla s velkym elektrickym odporem, na kterou je vlozeno
vysoké napéti. Sténa trubice je pokryta vrstvou oxidu berylnatého nebo hlinitého. lonty
dopadaji na takto pokrytou sténu trubice, ¢imz vyrazeji elektrony a jejich opakovanym
narazem na stény se jejich poGet nasobi.'"

Mikrokanalova desticka (microchannel plate, MCP) je zafizeni, které rovnéz zesiluje
elektronovy signal. MCP ma n¢kolik milionii nezavislych kandli a kazdy kanal pracuje jako
nezavisly elektronovy nasobi¢ (obr. ¢. 8). Obsahuje dvoudimenzionalni periodické pole
tvofené z tenkych sklenénych kapilar (kanalki) stavenych dohromady a rozfezanych na tenké
platky. Jednotlivd dopadajici castice (v ptfipadé¢ hmotnostni spektrometrie ion) vstupuje
do kanalku a emituje elektron ze stény kandlku. Sekundarni elektrony jsou urychleny
elektrickym polem vlozenym pies oba konce MCP. Tyto elektrony potom putuji kanalkem
po parabolickych trajektoriich do doby, nez narazi na povrch kanalku a vyrazi z néj vice
sekundarnich elektront. Tento proces se mnohokrat opakuje a vysledkem této kaskady
je oblak né¢kolika tisic elektront, které vystupuji na zadni strané MCP. Protoze jednotlivé
kandly omezuji (ohranicuji) puls, prostorovy profil pulsi elektronii na zadni strané desticky
zachovavaji profil (obraz) Castic dopadajicich na pfedni povrch MCP. Vystupni signaly
jsou nejcastéji sbirdny kovovymi nebo polymetalickymi anodami, odporovou anodou,
vystupem se zpozd'ovaci linkou nebo fosforovou miizkou deponovanou na vlaknové optice.
Toto zatizeni se pouziva nejcastéji pro TOF analyzatory.'!

Tontovy paprsek

Vysokeé napét

Obr. &. 8: Schéma mikrokanalové desticky''
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2.2 Betalainy

Betalainy jsou skupinou asi 70 ve vodé€ rozpustnych indolovych barviv. Nachézeji
se ve vakuoldch rostlinnych bunék, pfedevsim v kvétech a plodech rostlin, ale je mozné
je nalézt 1 v jinych castech rostlin. Rostlinnym pletivim poskytuji charakteristické spektrum
barev od tmavé fialovych aZ po svétle Zluté odstiny, pfevazng jsou ale Gervené.'”'®

Betalainy se déli na dvé podskupiny - betakyaniny (Cervené az fialové pigmenty)
a betaxanthiny (zluté az oranzové pigmenty), struktury viz obr. €. 9. Spolecnym chromoforem
pro vSechny betalainy je betalamovéa kyselina (viz obr. €. 9). Klasifikaci betalainti do skupiny
betakyaninti nebo betaxanthindl uréuje navazany zbytek.'’ V piirodé bylo identifikovano

o 20

asi 50 betakyanini a 20 betaxanthint.”™ Zakladni kostra betalainii je opticky aktivni diky

piitomnosti chiralniho centra na uhliku C-15.2'

Ry

Y
cooH  Hooc™ COOH

A) B) C)
Obr. ¢. 9: Strukturni vzorce (s vyznaenim uhliku C15): A) betalamové kyseliny,

B) betakyaninti, C) betaxanthin

Betalainy jsou Siroce vyuzivany jako piirodni aditiva v potravinarském prumyslu diky

jejich vyraznym barvicim vlastnostem a netoxicité.'”***

Také nejsou zjistény pripady
alergickych reakei po poziti, coz je jejich vyhodou oproti syntetickym barvivim.** Jedinym
komer¢nim zdrojem betalainli pro barveni potravin je prozatim Cervena fepa (Beta vulgaris),
ale hledaji se 1 jiné vhodné alternativy.”** Pouze v Cing je moZné pouZivat jako potravinova
aditiva 1 betalainy z amaranthu, kterd se zde pouzivaji pro barveni alkoholickych napoju
a kukufi¢ného t&sta.”® Zluté pigmenty (betaxanthiny) jsou v potravinaistvi vzacné kvili jejich

omezenym zdrojim a velmi nizké stabilité.”’ Betakyaniny, pfedeviim betanin se tedy
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pouzivaji predev§im pifi  barveni masa, wuzenin, barveni zmrzliny, cukrovinek
a nealkoholickych népoja v prasku.

Velmi cCasto jsou betalainy srovndvany s anthokyaniny, které nahradily v né€kolika
druzich vys$ich rostlin fadu hvozdikotvarych (Caryophyllales) a to v ¢eledi hvozdikovitych
(Caryophyllaceae) a Molluginaceae.”” Rostling poskytuji stejnd zbarveni jako anthokyaniny.
I anthokyaniny se stejn¢ jako betalainy vyuzivaji v potravinarstvi jako ndhrada za synteticka

19,28

barviva. Maji také antioxidacni vlastnosti a schopnost zhaset volné radikaly. Zajimavé

je, 7 nikdy nebyly anthokyaniny spolu s betalainy nalezeny spoleéné v téze rostling.*>°

2.2.1 Vyskyt betalainii

Betalainy se vyskytuji vrostlinach fadu hvozdikotvaré (Caryophyllales,

Centrospermae) a v nékterych vyssich houbach.”**!

Dale se nachazeji predevsim v plodech
kaktusu opuncie (Opuntia ficus-indica, Opuntia stricta, Opuntia ondulata), které patfi
do celedi kaktusovit¢ (Cactaceae), v bulvach cervené, zluté, bil¢ fepy (Beta vulgaris),
v plodech kaktusu pitaya (Hylocereus polyrhizus), v listech a fapicich laskavce (Amaranthus),
v fapicich mangoldu (Beta vulgaris L. ssp. cicla), v kvétech Nocenky jalapenské (Mirabilis
japala), v kvétech kaktusu Gymnocalycium mihanovichii, v plodech Bazely (Basella alba,
Basela rubra), v plodech Lic¢idla amerického (Phytolacca americana), v kvétech Vanoc¢niho
kaktusu  (Schlumbergera), v kvétech Kosmatcovniku velkokvétého (Carpobrotus
acinaciformis), vestoncich a kvétech Sruchy velkokvété (Portulaca grandiflora),
v kvétenstvich Chvastounu (Celosia cristata Celosia argentea) v listenech Bugénvilei

(Bougainvillea glabra), v kvétenstvich Pestrovky kulovit¢é (Gomphrena globosa)

a v kloboucich Muchomirky ¢ervené (Amanita muscaria).

2.2.2 Vlastnosti betalainu
Betalainy vykazuji antioxidagni’~***, antimikrobialni**, antivirovou® aktivitu a maji

17,23 35,36

schopnost zhaSet volné radikaly Sleduje se i jejich protirakovinova aktivita
Schopnost zhaset volné radikaly je u betakyanint vét§i neZ u betaxanthini.®” Antioxidanéni
ucinky snizuji oxidativni procesy in vivo a tim snizuji riziko vzniku nékterych
kardiovaskularnich®® a nadorovych® onemocnéni. Antioxidaéni aktivita betalainii byla
hodnocena pomoci DPPHe (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) metody®® nebo pomoci metody
ABTSY. Je to metoda vyuZivajici zhaSeni radikalového kationtu ABTS" (2,2’-azino-bis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonat).”” Pro vyjadieni antioxidagni aktivity se vyuzivd metoda
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TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), kdy se antioxidacni aktivita vzorku
vztahuje ke standardni latce (Trolox).*”*' Antioxida¢ni aktivita betaninu je 20,0 + 0,5 pmol
TE/g a indicaxanthinu 1,76 + 0,1 pmol TE/g.*

Nevyhodou betalaintt je jich nizkd stabilita.'” Jsou citlivé na zvysenou teplotu.
Ve vodnych roztocich jsou nejstabilngjsi pii teploté < 14 °C. VysuSené pigmenty jsou nejvice
stabilni pii 25 °C. V roztocich jsou nejstabilnéjsi pii pH 5,6, ale relativné stabilni jsou
v rozmezi pH 3-7.%° Barva betalainl zavisi na pH, mezi hodnotou 4,5 az 5 je barva svétle
namodrald az cervena, modro-fialovd je pokud se pH zvySuje a pii vysoké hodnoté¢ pH

v 7 v v 42
se barva zméni na Zluto-hnédou.*”

Degradaci betalainti urychluje i pfitomnost nékterych
kovovych kationt(l, mezi které patti Fe*", Cu®*, Sn’" a Pb*" Betalainy reaguji i s molekularnim
kyslikem a jsou ovlivnény intenzitou svétla, které urychluje jejich degradaci a proto je vhodné

oy v vr . 19,21,4
skladovani ve tmé a bez ptitomnosti vzduchu.'*?"*

2.2.3 Betakyaniny

Betakyaniny jsou kondenza¢ni produkty betalamové kyseliny s cyclo-Dopa (cyklo-
3,4-dihydroxyphenylalanin) nebo jeji O-glykosylované (vétSinou 5-O-glykosylované nebo
6-O-glykosylované) derivaty.>> Neni popsiana mozna substituce obou pozic zarovei.
Hlavnim aglykonem vétSiny betakyant je betanidin. Jak jiZz bylo zminéno betakyaniny existuji
ve dvou diastereomernich formach liSicich se konfiguraci na uhliku C15.** Nejvice
zastoupenym betakyaninem je betanin (betanidin-5-O-glykosid), ktery reprezentuje vétSinu
obsahu betakyanini v ¢ervené fepé. Betakyaniny maji dv€ absorpéni maxima, prvni mezi 270-
280 nm, diky cyklo-Dopa struktufe a druhé maximum je mezi 535-540 nm."**

Betakyaniny se déli do 4 skupin na betaninovou skupinu, amaranthinovou skupinu,
gomphreninovou skupinu a 2-deskarboxy-betaninovou skupinu.?**’

Betaninova skupina obsahuje phyllocactin, 2'-O-Apiosyl-phyllocactin, 2'-(5"-O-E-
Feruoylapiosyl)-betanin, 2'-(5"-O-E-Feruoylapiosyl)-phyllocactin, hylocerenin a betanin
(obr. €. 10). Phyllocactin je betakyanin (6'-O-malonyl-betanin). Je to charakteristicky pigment
v kvétech a plodech celedi kaktusovit¢é. Vazba malonylové skupiny ve phyllocactinu
je vpoloze 6-O na glukose. 2'-Apiosyl-phyllocactin je betakyanin izolovany z kvéth
Véano¢niho kaktusu. 2'-(5"-O-E-Feruoylapiosyl)-betanin je obsazen v plodech Licidla

amerického spolu s prebetaninem, gomphreninem I a lamphrantinem II. Hylocerenin
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byl nalezen v plodech kaktusu pitaya (Hylocereus polyrhizus) spolu s betaninem

: 27,46
a phyllocactinem.
Rl
H,CO o HO\"/\"/ malonyl
o}
o
HOL o H,OR>
H .
apiosyl
" OH OH
o
| feruoyl
HO
OCHj

3-hydroxy-3-methyl-glutaryl

\\\\\\“ H3C, ~\\OH 0
HOOC N coon  Hooc ST

Obr. ¢. 10: Struktura betaninové skupiny betakyaninl: betanin (R; = R, = H), isobetanin
(Cis epimer); phyllocactin (R; = malonyl, R, = H), isophyllocactin ( C,s epimer); hylocerenin
(R; = 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl, R, = H), isohylocerenin (C;s epimer); 2'-O-Apiosyl-
phyllocactin (R; = malonyl, R, = apiosyl, R3 = H), 2-(5"-O-E-Feruoylapiosyl)-betanin
(R; = H, R, = apiosyl, R3 = feruoyl), 2'-(5"-O-E-Feruoylapiosyl)-phyllocactin (R; = malony],
R, = apiosyl, R; = feruoyl)

Amaranthinova skupina obsahuje amaranthin (obr. ¢. 11), ktery je obsaZzen v laskavci

(Amaranthus). Dal§i pigmenty obsazené v riznych druzich amaranthu jsou iresinin I, celosian

I a celosian I1.274

Obr. ¢. 11: Struktura amaranthinové skupiny betakyaninl: amaranthin, isoamaranthin (Cis

epimer)
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Do gomphreninové skupiny patii gomphrenin I, gomphrenin II, gompherin III
(obr. . 12) a derivaty betanidinu 6-O-(6-O-hydroxy-cinnamoyl)-f-glukopyranosyl-glukosid.
Gomphrenin I, II a III jsou skupina podobnych betakyaninll. Jsou hlavnimi pigmenty
v kvétenstvich Pestrovky kulovité (Gomphrena globosa) a dale se nachéazeji v plodech Bazely
(Basella rubra), v laskavci (Amaranthus) a v Bugénvilei (Bougainvillea). Jsou to strukturni
izomery betaninu. Derivaty betanidinu 6-O-(6-O-hydroxy-cinnamoyl)-B-glukopyranosyl-
glukosid jsou obsazeny v listenech Bugénvilei (Bougainvillea glabra), ktera obsahuje
napt. betanidin  6-O-B-glukopyranosyl-glukosid, betanidin  6-O-(6"-O-E-kaffeoyl)--
glukopyranosyl-glukosid, betanidin 6-O-(6"-O-E-4-kumaroyl)-B-glukopyranosyl-glukosid,
betanidin 6-O-{2"-O-B-glukopyranosyl-glukosyl [(6'-O-E-kaffeoyl)-(6"-O-E-4-kumaroyl)]}-
B-glukopyranosyl-glukosid, betanidin 6-O-[(2"-O-B-glukosyl) (6',6"-di-O-E-4-kumaroyl)]-83-
glukopyranosyl-glukosid, betanidin 6-O-(6', 6"-di-O-E-4-coumaroyl)-B-glukopyranosyl-

glukosid.?”*

| feruoyl

p-kumaroyl

Obr ¢. 12: Struktura gomphreninové skupiny betakyanini: gomphrenin I (R; = H),
isogomphrenin I (Cis epimer); gomphrenin Il (R, = p-kumaroyl), isogomphrenin Il (Cis
epimer); gomphrenin III (R, = feruoyl), isogomphrenin III (C,s epimer)

Betaninova skupina se ztratou karboxylové skupiny v poloze 2 na struktufe indolu
(ndzvoslovné uvadéno jako predpona deskarboxy) obsahuje 2-deskarboxy-betanidin ((E)-2-
karboxy-1-((E)-2-((S)-2,6-dikarboxy-2,3-dihydropyridin-4(1H)-yliden)ethyliden)-5,6-
dihydroxyindolinium), 2-deskarboxy-betanin ((E)-1-((E)-2-((R)-2,6-dikarboxy-2,3-
dihydropyridin-4(1H)-yliden)ethyliden)-6-hydroxy-5-((2R,3R,4S,58S,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-
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methoxytetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)indolinium) a 6'-malonyl-2-deskarboxy-betanin ((E)-5-
((2R,3R,48S,58S,6S)-6-(3-karboxy-2-oxopropoxy)-3,4,5-trihydroxytetrahydro-2H-pyran-2 -
yloxy)-1-((E)-2-((R)-2,6-dikarboxy-2,3-dihydropyridin-4(1H)-yliden)ethyliden)-6-

hydroxyindolinium) (viz obr. ¢. 13). Betakyaniny jsou obvykle derivovany z cyklo-dopa
s vyjimkou betakyaninu derivovaného z dopaminu, kterym je 2-deskarboxy-betanidin.
Je obsazen v kvétech Kosmatcovniku velkokvétého (Carpobrotus acinaciformis) a také
ve Zzluté tepé (Beta vulgaris). 2-deskarboxy-betanin a 6'-malonyl-2-deskarboxy-betanin

. , v . , v ’ v v x : .y 27,4
jsou také obsazeny ve velmi malém mnozZstvi ve zluté fepé (Beta Vulgaris).””*

RO
R,OH,C

0
HO%OH/
HO HO

HOW malonyl

Obr. ¢. 13: Struktura 2-deskarboxy-betaninové skupiny betalainti: 2-deskarboxy-betanidin
(Ry = H), 2-deskarboxy-betanin (R, = %W, R, = H), 6-O-malonyl-2-descarboxy-betanin

(Ry= "o R, =malonyl)

2.2.3.1 Betanin
Betanin je 5-O-glykosylovany betakyanin (obr. ¢. 14), ktery se vyskytuje jako

15-S-betanin (betanin) a 15-R-betanin (isobetanin).****
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A) B)

Obr. €. 14: Struktury A) betanin, B) isobetanin

Betanin slouzi jako potravinaiské aditivum, jehoZz oznaceni je E162 (betalainova
cerven), kterd patii do skupiny barviv E 100- E 182 a pouziva se k barveni mlé¢nych vyrobkd,
zmrzlin, masnych vyrobkii a bonbonll. Je charakterizovan jako bezpecné barvivo
bez nezddoucich ucinki.

Je obvykle ziskavany z extraktu §tavy Cervené fepy, koncentrace v Cervené fepé muze
dosahnout 300-600 mg/kg. Jinymi zdroji jsou napt. plody kaktusu opuncie, mangold nebo

listy n¢kterych druhti aramanthu.

2.2.4 Betaxanthiny

Betaxanthiny jsou dihydropyridinové derivaty, produkty kondenzace betalamové
kyseliny s aminokyselinami nebo biogennimi aminy.” Mezi nejvice zastoupené betaxanthiny
patii indicaxanthin®, vulgaxanthin I** a vulgaxanthin II*>. Absorpéni maximum ve viditelné
oblasti spektra je 480 nm."

Betaxanthiny se déli do 2 skupin na konjugaty odvozené od aminokyselin a konjugaty
odvozené od amini.”’

Do skupiny konjugati odvozenych od aminokyselin patii portulacaxanthin II (tyrosin-
betaxanthin), portulacaxanthin I1I (glycin-betaxanthin) a tryptofan-betaxanthin, dopaxanthin,
vulgaxanthinem [ (glutamin-betaxanthin), miraxanthinem V  (dopamin-betaxnthin),

indicaxathin (prolin-betaxanthin) (obr. ¢. 15). Portulacaxanthin II je hlavni betaxanthin

akumulovany ve stoncich a kvétech Sruchy velkokvété (Portulaca grandiflora).
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Portulacaxathin II je betaxanthin obsahujici hydroxyprolin, ktery se vyskytuje hlavné
v zlutych kvétech spolu s vulgaxanthinem [, vulgaxanthinem I, dopaxanthinem
a miraxanthinem V. Vulgaxanthin I a II, dopaxanthin a miraxanthin V jsou také obsaZeny
v oranzovych bulvach fepy (Beta vulgaris). Portulacaxanthin III je minoritni pigment

obsazeny také v zlutych kvétech Sruchy velkokvété. Tryptofan-betaxanthin se vyskytuje

27,47

v Celedi fadu Laskavcovité, je to zluté az oranzoveé zbarveny pigment.

H H\
N\
N|‘/\Coor
o = - rooc™ Sy COOH
HooC N COOH  HOOC! T COOH  HOOC N COOH
H H H

C) D)

OH

H O\‘“”
Ny NG coo"

= 5 =
Hooc N COOH Hooc™ N COOH Hooc™ T COOH
H H H
E) F) G)

Obr. ¢. 15: Struktury betaxanthinl: A) portulacaxanthin II, B) portulacaxanthin III,
C) tryptofan-betaxanthin, D) dopaxanthin, E) vulgaxatnhin I, F) miraxanthin V,

G) indicaxanthin

Mezi konjugaty odvozené od aminG patii = 3-methoxytyramin-betaxanthin
a betaxanthiny obsazené v kaktusu opuncie a v zluté repé (obr. €. 16). 3-metoxytyramin-
betaxanthin je pigment nachézejici se ve Zlutych a oranZzovych kvétenstvich chvastounu
(Celosia cristata, Celosia argentea). V plodech opuncie (Opuncia ficus-indica) je obsazeno
7 betaxanthinti, kromé indicaxathinu jsou to jeSt¢ y-aminomadselnd kyselina-betaxanthin,

serin-betaxanthin, valin-betaxanthin, leucin-betaxanthin, isoleucin-betaxanthin a fenylalanin-
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betaxathin. Stejné betaxanthiny jsou také obsazeny v podd€loznim c¢lanku kliCici rostliny

(hypokotylu) zluté fepy.27’47’49’50

OCH;

HO.

Serin-

Hy
y Ry: HO—C— betaxanthine
AN " "
H . Vali
} AN - alin-
N Sy coor SN\ €00 (CHy),CH— .
| | | ’ betaxanthin
H. 11—

(CH,),CH—C" Leucin ,

‘ | ‘ betaxanthin
Hy

HC—C Isoleucin-

| ‘ ’ /C betaxanthin
o o HaC
S W W 3
Hooc™ N COOH  Hooc™ N COOH Hooc™ N COOH .
| | | Fenylalanin -
H H M betaxanthin
CH
A) B) C) "

Obr. €. 16: Struktury betaxanhini: A) 3-methoxytyramin-betaxanthin, B) y-aminobutyric acid-

betaxanthin, C) ostatni betaxanthiny obsazené v kaktusu opuncie a v zZluté fepé

2.2.5 Extrakce betalainu

Extrakce betalainii z rostlinnych tkani je pfevazné provadéna vodou, roztoky

19,27,51
methanolu nebo ethanolu.'”?"

Extrakce vodou je jednoducha izola¢ni metoda, ktera ale vede
k mensim vytézktim. Selektivita extrakce je malé a proto je po extrakci vodou tfeba separovat
betalainy od velkého mnozstvi ve vodd rozpustnych bilkovin.® Oproti tomu extrakce
methanolem umozituje vyrazné lepsi oddéleni od bilkovin.?

Na izolaci barviv z rostlinného materidlu extrakci Casto navazuje prekoncentracni
a purifikacni krok. Ten lze provést s vyuzitim aniontové-vyménné kolonové chromatografie
na staciondrni fazi Dowex 1X8, s gradientem vodné kyseliny mravenci. AvSak pii této
extrakci dochdzi k naprosté degradaci nestabilnich betakyaninovych konjugétﬁ.27 Pokud
je tfeba izolovat tyto konjugaty, je ionexova chromatografie nahrazovana gelovou filtraci

na Sephadexu LH-20."*
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Déle lze vyuzit separace na Sephadexu G-25. Na tento sorbent jsou davkovéany

methanolové extrakty a barviva jsou naslednd vymyvana 1 % kyselinou octovou.’”***

o v ’ s 10 ’ I ’ r r 19
Extrakce muze byt provedena i difuzni extrakci, reverzni osmozou a ultrafiltraci.

2.2.6 Identifikace a chromatograficka separace betalaini

Prvnim zpisobem identifikace betalain byla UV-Vis spektroskopie, ktera se obvykle
pouzivd ke kvantifikaci betalaini pomoci moldrnich absorp¢nich koeficienti betaninu
a vulgaxanthinu I nebo indicaxanthinu, hlavnich zastupcii betakyanint a betaxanthini.**
Betakyaniny absorbuji pfi Amasx = 540 nm a betaxanthiny pfi Amex = 480 nm."” Tyto postupy
vSak dovoluji analyzovat betalainy pouze v sumé. V komplexnich matricich logicky
k absorbanci ptispivaji i dalsi barevné slozky.

Proto byly pro vérohodnéjS$i a podrobnéjSi analyzy navrzeny chromatografické
metody. Zejména popularni je HPLC s UV/VIS detektorem, detektorem s diodovym polem
(DAD), a jeji kombinace s hmotnostni spektrometrii (MS) a nuklearni magnetickou rezonanci
(NMR), které jsou schopny poskytnout strukturni informace o jednotlivych
betalainech.!”*"%

Kapalinova chromatografie umoznuje rychlou separaci, kvantifikaci a identifikaci
betalainti. Spojeni kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole a hmotnostni
spektrometrii (HPLC-DAD/MS) je vhodné pro identifikaci slozek ve sloZitych smésich.’!
BéZnou praxi je pouZiti reverznich fazi (zejm. C-18).1734%

Nejcastéji pouzivané slozeni mobilni faze jsou okyselené smési voda - acetonitril nebo
voda - methanol v riiznych modifikacich.”’ Ve vétsing piipadi se vyuziva gradientu, pouze
ojedinéle je vyuzivana izokraticka eluce. V nésledujici tabulce jsou shrnuty nejbéznéjsi
slozeni mobilnich fazi, jejich priutoky, pouzivané gradienty, kolony, rozméry kolon a typ

reverzni faze.

Tab. €. I: Shrnuti pouzitych podminek kapalinové chromatografie

Kolona Typ Rozméry SloZeni mobilni faze Gradient Pritok
reverzni kolony mobilni
faze faze
C18 Kromasil 250 x 34.6 A: 1% CH;COOH v H,0O gradient 30 min: 1 ml/min
(cit.™) 100 mm; 5 um B: 1% CH3;COOH v ACN 100-88 % A, 0-12
% B
Cl18 Varian 250 x 10 mm; | A: 1% CH;COOH v H,O gradient 20 min: 2 ml/min
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(cit.™®) Microsorb 5 um B: 1 % CH;COOH v ACN 100-80 % A 0-20 %
B
Cl18 Ultrasep56 100 x 1 mm; A: 0,02 % CH3;COOH v H,O | gradient 10 min: 70 ul/min
(cit.*) | Nucleosil” | 4um B: 0,02 % CH;COOH 90-50 % A 10-50 %
250 x 4 mm; v ACN
5 um B
Cl18 Luna 250 x 3 mm; A:2 % HCOOH v H,O gradient 55 min: 0,5
B
C18 Luna 250 x 3 mm; A:2 % HCOOH v H,O gradient 35 min: 0,5
(cit.”®) 5 pm B: ACN 95-85 % A 5-15 % | ml/min
B
Cl18 Luna 250 x 3 mm; A: 0,05 % HCOOH v H,O gradient 30 min: 1 ml/min
20 52 . . .
C18 LiChrocart 250 x 4 mm; A: ACN gradient 35 min: 0- | 1 ml/min
.0 25 . . . . .
(Clt. ) 5 um B/HCOOHH20, 0,4.99,6, 5 min 100 % B 0-
v/v
13%A
Cl18 Atlantis™ 250x 4,6 mm; | A: 1% HCOOH v H,O izokraticky 2 min: 1 ml/min
- 59,60 .
(cit.™) Syf;efgl' o | 2pm B: ACN:H,0; 80:20; v/v 100 % A, 60 min
HydroRP 250 x 2,1 mm;
Y 4 gradient: 0-20 % B,
um
gradient 5 min 20-
100 % B
C18 Symmetry 150 x 4,6 mm; | A: 1% HCOOH v H,0 gradient 20 min: 1 ml/min
.. 34 .
B, 10 min 10-30 %
B a 5 min 30-100 %
B
C18 Teknokrom | 250 x 4,6 mm; | A: 0,05 % TFA v H,O gradient 25 min: 1 ml/min
.. 17,31 17 .
(Clt. ) N 5um B: 0,05 % TFA v ACN 100-65 % A 0-35 %
Luna 250 x 4,6 mm,;
5 um B
Cl18 Luna 150 x 4,6 mm; | A: 0,1 % TFA v H,O gradient 20 min: 1 ml/min
., 42 .
Cl18 LiChrospher | 250 x 10 mm; | A: 0,5 % TFA v H,O izokraticky 35 min: | 0,5
-, 46,61 :
@) 1 eo(eit) | 10km B: ACN 90 % A ml/min
) 250 x 4 mm;
LiChrospher 10% B
5 um
100(cit.®")
Cl18 Nucleosil 100 x 2 mm; A:0,1 % TFA v H,O gradient 25 min: 200
(cit. ) 5 um B: 0,1 % TFA v MeOH pul/min
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85-30 % A 15-70 %
B
Cl18 Luna 250 x 3 mm; A:0,2 % TFA v H,0:10 % izokraticky 15 min: | 1 ml/min
(cit.”) 5 pm HCOOH v H,0; 65:35; v/v | 100 % A, gradient
B: 10 % HCOOH 60 min 0-20 % B
v H,O:ACN; 20:80; v/v
Cl18 Spheri-5 220 x 4,6 mm; | A: 1,5 % H;PO, v H,O gradient 40 min: 1 ml/min
(cit.”) Sum B: ACN 100-76 % A 0-24 %
B

Betalainy byly také uspésSné separovany pomoci ion-parové vysoko-rychlostni
proti-proudé chromatografie (IP-HSCCC). Po provedeni [P-HSCCC byly nésledné¢ HSCCC
frakce identifikovany pomoci HPLC-DAD a HPLC-DAD-ESI-MS/MS.*!*%7

Identifikace byla provedena i pomoci tenkovrstevné chromatografie a papirové
elektroforézy.”

Pomoci nuklearni magnetické rezonance (°C-NMR a 'H-NMR)>***® byly tsp&sng
identifikovany stereoisomery indicaxanthinu (prolin-betaxanthin) a miraxanthinu (dopamine-
betaxanthin).**

Byly studovany i fluorescen¢ni  vlastnosti  betalaini a  betaxanthint
po chromatografické separaci. Excitace betalainti byla provedena pti 460 nm a nésledné bylo
mé&feno emisni zafeni pfi 510 nm."’

DalSim zpisobem separace a stanoveni betalaint je kapildrni zénové elektroforéza.
Tento zplisob byl UspéSny pii stanoveni betaninu a isobetaninu v ¢ervené fep€. Optimalni

separace bylo dosazeno pouzitim b&Zné nepokryté kfemenné kapilary.®

2.2.7 Hmotnostni spektrometrie betalaini

Pfi identifikaci pomoci MS je pouzivan vyhradné iontovy zdroj ESI v pozitivhim

30,31,55

modu. Tento iontovy zdroj se vyuzivd ve spojeni s kvadrupolovym analyzatorem,

iontovou pasti, analyzatorem doby letu a hybridnim analyzatorem Q-qTOFE.***">* Castgji
se viak vyuzivéa spojeni HPLC/MS.**%

Dale lze pouzit spojeni MALDI-QIT-TOF-MS (maldi - kvadrupdl - iontova past -
analyzator doby letu - MS) v pozitivnim médu. Jde o metodu umoziujici velmi rychlou

predb&znou identifikaci betalaint. Jako matrice se pouziva 2,5-dihydroxybenzoova kyselina.”
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Metoda je vhodna pro piedbézny screening surovych vzorkd. Oporou je tandemova
spektrometrie (MS") umoziujici identifikaci.®

Déle je mozné vyuzit hmotnostni spektrometrii s iontovou cyklotronovou rezonanci
s vyuzitim Fourierovy transformace (FT-ICR-MS), kterd dava vysoké rozliSeni a tim
je uzite¢nd k objasnéni struktur betalaing.*’

Pro jednoznacnou identifikaci betalaini v realnych vzorcich je dulezité znat
fragmentani schémata betalaint. Rada fragmentaénich pochodii je pro betalainy
charakteristickd. Jak jiz bylo uvedeno, vyuzivd se hmotnostni spektrometrie vyhradné
s ionizaci kladnymi potencialy. V té&chto ptipadech vznikaji molekularni ionty [M + H]".
Pro fragmentaci molekularnich iontéi [M + H]" derivati betaninu (m/z 551) je charakteristicka
ztrata glukosy [M + HJ]" - 162, za vzniku aglykonu (m/z 389).”"2' Tento aglykon
je charakteristickym fragmentem vétSiny betakyanind. Mezi nejbéznéjsi fragmentacni
pochody probihajici na aglykonu patii ztrata m/z 44 (CO,), ztrata m/z 86 (malonyl), m/z 144
(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl), m/z 146 (p-coumaroyl) a m/z 176 (feruoyl).*> Fragmentace

betaxathini neni v literatufe popsana.

Obr. €. 17: Struktura betakyaninli — pferuSované ¢ary odpovidaji popsané fragmentaci

Fragmentace betakyaninll je zobrazena na obr. ¢. 17. Dochazi k odstépeni R; a R,
zbytkli a odstépeni glukosy, ¢imz vznikne aglykon betakyaninli nazyvany betanidin. Dale
dochazi k postupnému odstépovani karboxylovych skupin (ztrata CO;). Toto Stépeni

od aglykonu je znazornéno na obr. &. 18.%
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HO,

—>» 345m/z —» 30lm/z —> ‘

betanidin 389 m/z 257 m/z

Obr. ¢. 18: Postupné odstépovani karboxylovych skupin z aglykonu (betanidinu)
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3. CILE PRACE

Mezi cile prace patii:
1. prostudovat moznosti analyzy betaninovych barviv hmotnostni spektrometrii
2. prostudovat fragmenta¢ni mechanismy identifikovanych betalaini

3. navrhnout nejvhodnéj$i metodu pro LC/MS analyzu rostlinnych extraktti bohatych

na betalainova barviva
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a studované rostlinné materialy

Redestilovand voda (deionizacni stanice Milipore, Molsheim, Francie), methanol
(Biosolve, pro LC-MS), acetonitril (Baker, pro HPLC), kyselina mravenci (Lachema, Brno,
CR, p.a.), kyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), kyselina chlorovodikova
(Lachema, Brno, CR, p.a.), 2¢,4°,6-trihydroxyacetofenon (Fluka, Buchs, Svycarko, p.a.),
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.), leucin-enkefalin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.), hydroxid amonny (Lach-Ner, Neratovice, CR, p.a.),
kyselina octova (Penta, Chrudim, CR, p.a.), octan amonny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Pitaya (pivod Vietnam), &ervena fepa (ptivod Ceska republika), opuncie (ptvod

Vietnam), Betavital (extrakt z &ervené fepy, Bakerol s.r.o., CR)
4.2 Priprava vzorki

4.2.1 Priprava vzorki pro MALDI-MS méfeni

Vzorky pitayi a ¢ervené fepy byly oloupany a slupky i duziny byly homogenizovany.
Bylo odvédzeno 50 g vzorku pitayi a Cervené fepy. Tyto vzorky byly lyofilizovany
a nasledovala MALDI analyza:

1. méreni: Z kazdého zlyofilizovaného vzorku bylo odvazeno 200 mg a extrahovano
v 10 ml 80 % methanolu 20 minut. Poté byly vzorky vlozeny na 10 minut do ultrazvukové
lazné a prefiltrovany ptes nylonovy filtr (0,45 pm).

1I. mereni: Po lyofilizaci bylo odvazeno 20 mg kazdého vzorku a extrahovano 1 ml
80 % methanolu po dobu 20 minut. Pro zakoncetrovani byly vzorky odfoukany dusikem.
Nasledné byly zakoncentrované vzorky ziedény 200 pl 80 % methanolu.

III. mereni: Zlyofilizované vzorek duziny z ¢ervené tfepy byl odvazen 200 mg a poté
rozpus$tén v 10 ml 80 % methanolu. Poté byl vzorek dan do ultrazvuku na 10 minut
a zfiltrovan ptes nylonovy filtr (0,45 um). Dale byl vzorek piecistén pies SPE kolonu (MCX),
detailni postup je uveden v dalSim textu. Odebrana frakce byla zakoncentrovdna odfoukanim

pod proudem dusiku.
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4.2.2 Piiprava vzorki pro ionizaci ESI a UPLC na koloné C18

Vzorky duziny ¢ervené fepy a duziny opuncie byly zhomogenizovany. Byly odebrany
2 g vzorku Cervené fepy, vzorku opuncie a vzorku betavitalu k lyofilizaci. Z lyofilizati bylo
odvazeno 50 mg vzorkll k nasledné extrakci v 5 ml 80 % methanolu, v/v (20 minut).
Po extrakci byly vzorky zfiltrovany pifes nylonovy filtr (0,45 pm) a rozpoustédlo odpafeno
pod proudem dusiku. Zakoncentrované vzorky byly rozpustény ve 2,5 ml okyselené vody

(0,1 % CH3COOH v H,0, v/v).

4.2.3 Priprava vzorki pro ionizaci ESI a UPLC na koloné HILIC

Byly odvaZzeny tfi vzorky extraktu betavitalu po 100 mg, které byly pouzity
bez jakékoliv predchozi tpravy. Tyto vzorky byly smichany s pouZitymi mobilnimi fazemi
a homogenizovany ultrazvukem za laboratorni teploty. Nasledné byl kazdy vzorek nafedén

2 x a zfiltrovan.

4.2.4 Priprava vzorkii pro ionizaci ESI a UPLC na koloné HILIC - TSKgel
Amide

1. meéreni: Byly odvéazeny tfi vzorky extraktu betavitalu po 100 mg, které byly pouzity
bez piedchozi upravy. Tyto vzorky byly smichany s pouzitymi mobilnimi fazemi
a homogenizovany ultrazvukem za laboratorni teploty.

1I. méreni: Bylo odvazeno 100 mg vzorku extraktu betavitalu a smichano s 10 ml
pufru 10 mM octanu amonného o pH=5, vzorek byl néasledné ptecistén pres SPE kolonku
SAX/RP, postup precisténi je uveden dale v textu. Extrakt byl odpafen odfoukdnim dusikem
a smichén s pouZitou mobilni fazi a prefiltrovan pfes membranovy mikrofiltr.

1II. méreni: Bylo odvaZzeno 100 mg vzorku extraktu betavitalu a nasledné¢ smichéno
s 10 ml 0,1 % mravenc¢i kyseliny ve vodé. Tento roztok vzorku byl ptecistén pres SPE
kolonku AG 50W, detailni postup je uveden v dal$im textu. Extrahovany roztok byl odpaien
pod proudem dusiku, odparek byl smichédn s pouzitou mobilni fazi a prefiltrovan

pies membranovy mikrofiltr.
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4.3 Instrumentace

4.3.1 Pouzité pristroje

je modularné uspotfadany a obsahuje Acquity PDA Detector, Acquity Column Manager,

Byl pouzit kapalinovy chromatograf Acquity UPLC (Waters, Milford, USA), ktery

Acquity Sample Manager (autosampler) a Acquity Binary Solvent Manager.

vybaveny iontovym zdrojem ESI s vyuzitim Z-Spray technologie a syst¢émem LockSpray
a s ortogonalnim uspofddanim analyzatoru typu QqTOF a iontové optiky T-Wave. Pfistroj
umoziiuje pofizeni tandemovych spekter a méfeni pfesné a spravné hmotnosti iontl.

Hmotnostni spektrometr umoznuje vyménu iontového zdroje za zdroj typu vakuového

Pro MS detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr Q-TOF Premier (Waters, USA)

MALDI s dusikovym laserem (A = 337 nm).

Déle byl pouzit softwarovy balik HighChem Mass Frontier 5.0 (Thermo Electron

Corporation) pro interpretaci MS spekter.

4.3.2 Pouzité SPE a UPLC kolony

O

SPE kolonka Oasis MCX, (Waters, USA), 60 mg

SPE kolonka Strata Screen-A, (Phenomenex, USA), 200 mg/3ml

SPE kolonka AG 50 W, (Bio-rad, CR)

kolona Acquity UPLC BEH C18, 100 x 2,1 mm, d,= 1,7 pm (Waters, USA)
kolona KINETEX HILIC 100A, 100 x 2,1 mm, d, = 2,6 um (Phenomenex, USA)
kolona TSKgel Amide 80, 150 x 2 mm, d, = 3 pm (Tosoh Bioscience, Némecko)

4.3.3 Parametry iontovych zdroji

4.3.3.1 Parametry MALDI ve spojeni s Q-TOF Premier

O

Polarita: +

Frekvence laseru: 20 Hz

Energie laseru (laser energy): 250-400 pJ, podle typu experimentu
Chladici plyn (cooling gas): 10 1/hod

Kolizni energie (collision energy): 10-60 eV, podle typu experimentu
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4.3.3.2 Parametry ESI-Q-TOF

o Polarita: + nebo -, podle typu experimentu

o Napéti na sprejovaci kapilate: + 3,2 kV, - 3,2 kV

o Teplota iontového zdroje: 120 °C

o Teplota desolvata¢niho plynu: 150 °C

o Pratok plyni: (zmlzovaci 450 1/hod; cone gas flow 30 I/hod)

o Kolizni energie: v rozsahu 5-70 eV, podle typu experimentu

o Doba skenu: v rozsahu 0,2 s (interscan delay 0,02 s)

o Vsyst¢tmu LockMass (referencni elektrosprej) byl pouzit jako standard

leucin-enkefalin
4.4 Podminky analyz

4.4.1 SPE extrakce

Kolonka Oasis MCX byla promyta 2 ml methanolu a poté 2 ml pufru o pH = 2 (roztok
pufru byl pfipraven rozpusténim 4,9 g H;PO4 v 900 ml vody a byl titrovan NaOH na pH = 2,
potom byl doplnén v odmérné batice vodou na 1 litr). Na kolonku byl nanesen 1 ml vzorku
a promyt byl 2 ml 2 % kyseliny mravenc¢i a 2 ml methanolu. Poté byla barevna frakce
eluovéana 2 ml 5 % amoniaku v 50 % roztoku methanol:acetonitril, 1:1 (v/v).

Kolonka Strata Screen-A byla promyvana 2 ml methanolu a 2 ml 10 mM octanu
amonné¢ho o pH=5 (10 mM octan amonny byl titrovan kyselinou octovou). Poté bylo
na kolonku naneseno 5 ml vzorku. Nasledovalo promyti kolonky postupné 2 ml deionizované
vody a 2 ml methanolu. Zadrzena barevna frakce byla vymyta zkolonky 2 ml
1 % chlorovodikové kyseliny ve 20 % roztoku metanol:acetonitril, 1:1 (v/v). Vznikly roztok
byl odpaten do sucha pod proudem dusiku.

Kolonka 4G 50W byla promyta postupné¢ 10 ml 0,1 % mravenci kyseliny ve vodg¢,
10 ml 0,1 % mravenci kyseliny v methanolu a 10 ml 0,1 % mravenci kyseliny ve vodé.
Nésledné bylo na kolonku naneseno 10 ml vzorku. Promyti bylo provedeno 10 ml 0,1 %
mravenci kyseliny ve vodé a nasledovala eluce 10 ml 0,1 % kyseliny mravenc¢i v methanolu.

Eluat byl potom odpaten v proudu dusiku.
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4.4.2 Analyza MALDI-Q-TOF

VSechny vzorky byly pfipraveny nasledujicim postupem. Z kazdého vzorku bylo
odebrano 100 pl a smichdno se 100 pl matrice v poméru 1:1 (v/v). Pouzité matrice byly DHB
(2,5-dihydroxybenzoovéa kyselina) a THAP (2°,4°,6-trihydroxyacetofenon). Ze vzniklych
roztokti byly odebrany 2 pl a davkovany na MALDI desticku. Roztoky matric byly
pfipravovany rozpuSténim 10 mg THAP nebo 10 mg DHB v 1 ml smési voda:acetonitril,

1:1 (v/v).

4.4.3 UPLC-ESI-Q-TOF

4.4.3.1 UPLC na koloné C18

Pii separaci byl pouzit kapalinovy chromatogram Acquity UPLC ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Premier. Jako mobilni faze byly pouzity:

1. mobilni faze A 0,1 % octova kyselina ve vodé (v/v) a faze B 0,1 % octova kyselina
v acetonitrilu (v/v).

1. mobilni faze A 0,05 % trifluoroctova kyselina ve vod¢ (v/v) a faze B byla 0,05 %
trifluoroctova kyselina v acetonitrilu (v/v).

Vzorky byly centrifugovany, supernatanty piefiltrovany ptes PTFE filtr a vloZeny
do autosampleru. Davkovan byl objem 3 pl (¢aste€né plnéni smycky o objemu 20 pl). Pritok
byl nastaven na 0,4 ml/min. Pfi separaci byla pouZita gradientova eluce s parametry: 0 — 6

minut 5 % B, 6 — 8 minut 35 % B, 8 — 9 minut 85 % B a 9 — 10 minut 5 % B.

4.4.3.2 Chromatograficka analyza na koloné HILIC

Analyza byla provedena na kolon¢ Kinetex HILIC. Ptipravené vzorky byly
centrifugovany, supernatanty ptefiltrovany pies PTFE filtr a ddvkovany autosamplerem
(objem 5 pl). Byla provedena 30 minutova izokraticka eluce s pritokem mobilni faze
0,3 ml/min. Byly pouZity mobilni faze o sloZeni:

I. 0,1 % mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 95:5; (v/v)

II. 0,1 % mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v)

III. smés 10 mM octanu amonného ve vodé¢ a acetonitrilu; 5:95; (v/v); pH=15

IV. smés 10 mM octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v); pH=5

30



4.4.3.3 Chromatografie na koloné HILIC TSKgel Amide

Dalsi experimenty byly provadény na koloné¢ HILIC TSKgel Amide 80. Jak jiz bylo
uvedeno vzorky byly opét centrifugovany, zfiltrovany a davkovany autosamplerem o objemu
5 pl. Opét byla pouzita izokraticka eluce s pritokem mobilni faze 0,3 ml/min. Mobilni faze:

L. 0,1 % mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v)

II. smés 10 mM octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 5:95; (v/v); pH=15

III. smés 10 mM octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v); pH =15
Me¢fteni bylo provedeno v pozitivnim i negativnim modu (ionizace kladnymi i zapornymi

potencialy).

4.4.4 Primy nastrik do ESI-Q-TOF

Vzorek byl bez dalSich Uprav nastfikovan. Pritok ¢inil 5 pl/min. Pfiméa infuze
do iontového zdroje ESI byla provedena v pozitivnim i negativnim modu. Pro pfimy nastiik
byl pouzit vzorek pieciStény pies SPE kolonku SAX/RP, odpafeny proudem dusiku
a rozpustény ve smesi 10 mM octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v);

upraveno na pH = 5.
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5. DISKUZE A VYSLEDKY
V prvni fazi experimentl byly prométfeny vSechny piipravené vzorky a hledany ionty
betakyanintli, piipadn¢ betaxanthinli, které jsou shrnuty v tabulce ¢. II. V nasledujicich

kapitolach budou diskutovany moznosti jednotlivych technik tyto latky identifikovat.

Tab. €. II: Nejbeéznéjsi betakyaniny

Betakyaniny [M +H]" Predpokliadané fragmenty
amaranthin/isoamarathin 727,1828 683,639,595,551,389,345,301,257
betanin/isobetanin 551,1507 507,463,389,345,301,257
phyllocactin/isophyllocactin 637,1511 593,551,549,505,389,345,301,257
hylocerenin/isohylocerenin 695,1930 651,607,563,551,389,345,301
gomphrenin I/isogomphrenin I 551,1507 507,463,389,345,301,257
gomphrenin [I/isogomphrenin 11 697,1875 653,609,565,551,389,345,301,257
gomphrenin [II/isogomphrenin II1 727,1981 683,639,595,551,389,345,301,257

5.1 MALDI-Q-TOF

Pti pfimé analyze extraktii nebyly ionty betalaini pozorovany. Proto byly vzorky pied
analyzou zakoncentrovany (odpafenim pod proudem dusiku). Nastaveni hmotnostniho
spektrometru bylo déle optimalizovano na vzorcich cervené fepy, které obsahuji vétsi
mnozstvi betakyaninl neZ ostatni materialy. Vzhledem k tomu, Ze jednim z nejvyznamnéjsich
betalainii je betanin, byly v pribéhu optimalizace sledovany zmény jeho intenzit.
V nésledujici tabulce jsou shrnuty optimalni podminky spolu s intenzitou piku betaninu m/z

551.

Tab. ¢. I1I: Optimalizace parametrt MALDI

Nastavované Hodnoty Intenzita betaninu
parametry
RF nastaveni: Manual Profile (100,4,1) 12
(900,95)
(900)

Manual Fixed 551 112

Auto Profile - 101

Auto Fixed - 38
MALDI +: Sample plate: 0,0 457
24 452

100 33
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150 26
200 33
Extraction (V): 0 -
10 329
45 41
70 73
100 25
Hexapole: 0 276
10 341
20 148
35 77
50 53
Aperature: 0 238
2,5 181
5 175
7,5 237
10 175
Ion guide (V): 0 64
1,5 62
2 142
3,5 84
5 48
Cooling gas: 1 40
5 130
10 174
Collision energy (eV): 0 17
5 14
10 126
12 88
15 118
Laser energy (uJ): 250 118
300 141
350 129
400 122
Collision cell gas flow 0,3 157
(/min): 0,6 143
0,9 102

Optimalizace vysla ze standardniho nastaveni pfistroje a parametry byly ménény v potfadi, v kterém jsou
uvedeny v tabulce. Po nalezeni optima daného parametru bylo toto optimum méfeni pouzito pro optimalizaci

dalsiho parametru (optimalizace krok po kroku).

Z tabulky je patrno, ze jednotlivé parametry iontového zdroje i iontové optiky maji
zasadni vliv na odezvu betaninu. Obr. ¢. 19 ukazuje spektrum extraktu cCervené fepy

po optimalizaci. Pfi pfiblizeni spektra je signal betaninu (m/z 551,1379) jednoznacné patrny
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(obr. ¢. 20). Odchylka méteni od teoretické hodnoty odpovida -13.4 mDa (-24.3 ppm).
Kolizni spektrum pii pouzité kolizni energii 10 eV (vlozené spektrum v obr. ¢. 20)
identifikaci podporuje - ve spektru je jednoznacné patrny signal aglykonu (m/z 389). Také
jsme se zamétili na srovnani matric DHB a THAP. Pii pouziti matrice THAP byl ve spektru
pozorovan betanin. Pfi pouziti matrice DHB u stejného vzorku pfi stejnych podminkach

identifikovan nebyl. Proto byla vSechna dalsi méfeni provadéna s matrici THAP.

CERVENA_REPA_SLUPFA_THAP_OPT_S1 14 0235 Cm (1155 ToF MS LD+
1ot B 518 La3ed
513513
s3110 551,1379
e k1 SER
"
o5 R
— | :[GEr K]
F3 5181 Elﬁﬂll
Lo b uk

o+
5 B !:Iﬂ ' o650 om

Obr. €. 19: Spektrum extraktu ervené fepy s identifikaci betaninu

MECH, LYDRALIYACZE ALTRACE
CERVENA REPA_SLUPKA THAP

100 1 551
389

Obr. €. 20: Identifikace betaninu v extraktu ¢ervené fepy a jeho kolizni spektrum

Pro optimalizaci fragmentace iontu m/z 551 (betanin) byl sledovén vliv kolizni energie
v rozmezi 10-60 eV. Srovnani pouzitych kolizni energii se vzniklymi fragmenty 1 jejich
intenzitami jsou uvedeny v tabulce ¢. IV. Spektrum s optimalni kolizni energii 30 je uvedeno

na obr. ¢. 21.
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Tab. €. IV: Shrnuti fragmentt vzniklych fragmentaci se zvolenou kolizni energii

Kolizni energie Fragmenty (intenzita)
10 551,1379 (397); 507,0262 (6); 389,0885 (16); 345,9279 (7)
20 551,1392 (536); 507,1011 (7); 389,0885 (20); 345,8935 (9)
30 551,1392 (158); 507,0678 (11); 389,0885 (362); 345,9724 (23)
40 551,1553 (8); 389,0885 (242); 345,1029 (5)
50 551,1508 (2);389,0885 (65); 345,0822 (8)
60 389,0958 (5)

fragmentacse 551, zmena kd . energe 30
CERVENA_REPA_TLUFFA_THAP_FRAG 053 D050 Cm 285 TOF RMZME 351 14LD+
P

g 551,1392 e

280 0885 \

3450724

5070678

o m&
E- L] a aw L] o [- 1] L+.-] a L1} Ll -] Sag =0 Sia SH SHQ =

Obr. €. 21: Fragmentacni spektrum betaninu pii kolizni energii 30

Pii MS? betaninu (m/z 551) jsme ziskali fragmenty o m/z 507 (551-44), coZz odpovida
odstépeni CO,, m/z 389 (551-162), ktery odpovida odstépeni glukosy a m/z 345 (551-162-44)
odpovida odstépeni glukosy a CO,.

5.2 UPLC-ESI-Q-TOF

5.2.1 UPLC na koloné C18

Pro analyzu betakyanini na koloné¢ C18 byla pouzita generickd mobilni faze
se slozenim MF A 0,1 % octova kyselina ve vod¢ a MF B 0,1 % kyselina octova
v acetonitrilu. V extraktu Cervené fepy ani opuncie nebyly nalezeny ionty m/z 551 ani jiny
znamy betakyanin. Ve vzorku betavitalu byly nalezeny betanin a pravdépodobné hylocerenin
a phyllocactin. Pfitomnost betaninu byla potvrzena jeho fragmentaci. Na obrazku ¢. 22 jsou

rekonstruované¢ chromatogramy betaninu m/z 551,15, hylocereninu m/z 695,19
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a phyllocactinu m/z 637,15. Metodu je tedy pro piredbéznou analyzu betaninu mozno pouZit.
Nevyhodou tohoto chromatografického uspofadani je relativné mala retence, ktera mtze byt
pfi¢inou nedostatecné separace od balastnich slozek vzorku a nésledné iontovou supresi

v elektrospre;ji.

rnethanolicky roztok
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Obr. ¢. 22: Rekonstruované chromatogramy: A) chromatogram pti 450 nm, B) pro betanin

m/z 551,15, C) pro phyllocactin m/z 637,15, D) pro hylocerenin m/z 695,19

Obrazek ¢. 22 ukazuje rekonstruované chromatogramy pro hodnoty m/z 551,15, m/z
637,15 a m/z 695,19. Jednoznacné je patrny pik betaninu. ktery eluoval pii 1,18 min. Piky
ostatnich dvou latek phyllocactinu a hylocereninu jsou na urovni limitu detekce. Obrazek
¢. 23 ukazuje MS a MS/MS spektra ziskand primérovanim dat pies chromatograficky pik
betaninu a odectenim pozadi (baseline subtraction). Spektrum v horni ¢asti obrazku ¢. 23
ukazuje MS spektrum betaninu. Rodicovky ion m/z 551,1520 ve spektru dominuje (odchylka
od teoretické hodnoty 0,7 mDa, 1,3 ppm). Spektrum ve spodni ¢asti ukazuje MS/MS
spektrum ziskané po izolaci rodi¢ovského iontu na kvadrupolu a jeho fragmentaci v kolizni
cele. Jednoznacné je patrny iont m/z 389,1028, ktery odpovidad odstépeni dehydratované

hexosy. Ob¢ spektra tedy potvrzuji identitu betaninu.
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methanolicky roztok
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Obr. €. 23: Spektrum v horni ¢asti obrazku zobrazuje MS spektrum betaninu, ve spodni ¢asti

obrazku je MS/MS spektrum betaninu

Pro srovnani byla provedena analyza betakyaninli ve vzorku betavitalu na koloné C18
s mobilni fazi A 0,05 % trifluoroctova kyselina ve vodé a B 0,05 % kyselina trifluoroctova
v acetonitrilu. Ve srovnani s vyse uvedenou mobilni fazi byl ve spektru nalezen pouze betanin
(m/z 551) s intenzitou 296 a retencnim Casem 1,52 minut. Tento vysledek se da vysvétlit
tvorbou iontovych part trifluoroacetatu s kationtem betaninu. Tvorba iontového paru
v kapalné fazi (pfi chromatografii) zplisobuje mirné avSak jednoznacn€ prokazatelné
prodlouzeni reten¢niho ¢asu betakyaninu. Na druhou stranu tvorba iontovych parti v plynné
fazi (v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometr) vede k sniZzeni vytézku iontli analyta a tim
ke zhorSeni odezvy. S ohledem na odezvu je vhodnéjsi pouzit mobilni fazi o slozeni A 0,1 %

octova kyselina ve vodé a B 0,1 % octova kyselina v acetonitrilu.
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5.2.2 Chromatografie v HILIC systému

Testovani vzorku betavitalu na koloné Kinetex HILIC bylo provedeno pomoci Ctyt
mobilnich fazi o rozdilném slozeni. Byly testovany nasledujici mobilni faze: A) 0,1 %
mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 95:5; (v/v), B) mobilni faze o slozeni 0,1 %
mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v), C) mobilni faze smési 10 mM
octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 5:95; (v/v) a D) mobilni fdze smési 10 mM octanu
amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v). Vysledky ukazuji, Ze ani jeden z uvedenych
systémtl neposkytuje analyticky vyuzitelny signal betanint.

Pti pouziti vySe uvedenych mobilni fazi nedochazelo ani k ucinné separaci ostatnich
slozek betavitalu. Srovnani separaci na chromatografické kolon€ pii 280 nm a 450 nm

pfi pouziti téchto smési mobilnich fazi je uvedeno na obr. €. 24 a 25.
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Obr. ¢. 24: Chromatografické separace na koloné¢ HILIC pii 280 nm pfi pouziti mobilni faze
o slozeni: A) 0,1 % mravenc¢i kyselina ve smési acetonitril:voda; 95:5; (v/v); B) 0,1 %
mravenéi kyselina ve smeési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v); C) smés 10 mM octanu
amonného ve vodé a acetonitrilu; 5:95; (v/v); D) smés 10 mM octanu amonného ve vodé

a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v)
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Obr. €. 25: Chromatografické separace na koloné¢ HILIC pii 450 nm pfi pouziti mobilni faze
o slozeni: A) 0,1 % mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 95:5; (v/v); B) 0,1 %
mravenéi kyselina ve smeési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v); C) smés 10 mM octanu
amonn¢ho ve vodé a acetonitrilu; 5:95; (v/v); D) smés 10 mM octanu amonného ve vodé

a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v)

5.2.3 Chromatografie na koloné HILIC TSKgel Amide

Pii pouziti kolony HILIC TSKgel Amide byl rovnéZz analyzovan vzorek betavitalu.

Obr. €. 26 a 27 ukazuje chromatogram ziskany pii néstfiku betavitalu.
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Obr. €. 26: Chromatografické separace na kolon¢ HILIC pii 280 nm pfi pouziti mobilni faze

o slozeni: A) 0,1 % mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v); B) smés
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10 mM octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 5:95; (v/v); upraveno pH = 5; C) smés

10 mM octanu amonného ve vodé¢ a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v); upraveno na pH =5
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Obr. &. 27: Chromatografické separace na koloné¢ HILIC pii 450 nm pfi pouziti mobilni faze
o slozeni: A) 0,1 % mravenci kyselina ve smési acetonitril:voda; 97,5:2,5; (v/v); B) smés
10 mM octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu; 5:95; (v/v); upraveno pH = 5; C) smés

10 mM octanu amonného ve vodé¢ a acetonitrilu; 2,5:97,5; (v/v); upraveno na pH =5

Majoritni latky separované v precisténém extraktu betavitalu maji nejvétsi retenci
ve smesi octanu amonného ve vod¢€ a acetonitrilu, 2,5:97,5, (v/v), upraveno na pH = 5.
V tomto systému nebyl ion 551 detekovan. Pfi zméné zpiisobu ptecisténi, pouziti SPE
kolonky SAX/RP, byl identifikovan slaby signal iontu betaninu. Pfi pouziti SPE kolonky
AG 50W nebyl betanin nalezen.

Obrazek €. 28 ukazuje chromatogram vzorku betavitalu ptecistény na SPE kolonce
SAX/RP ziskany pifi analyze na kolon¢ TSKgel Amide 80 v systému 10 mM octanu
amonného ve vod¢ a acetonitrilu, 2,5:97,5, (v/v), upraveno na pH = 5. Horni chromatogram
ukazuje, ze doslo kpfecisténi s vysokou selektivitou (maly pocet piki na UV
chromatogramu). Spodni obrazek ukazuje chromatogram rekonstruovany pro ionty s m/z
551,15 (izola¢ni Sitka 1 Da). Signdl iontu betaninu je zde pomérné slaby a zménou
experimentalnich parametri se nepodafilo intenzitu téchto iontl zvysit. Analyza vzorku
betavitalu preciSténého pites SPE kolonku. Je nicméné patrné, ze retence v tomto
chromatografickém uspofadani neni lepSi nez pii pouziti reverni faze (rete¢ni ¢as 1,61 min

na UV zdznamu).
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Obr. ¢. 28: Chromatogramy piecisténého (SAX/RP) vzorku betaninu: horni chromatogram
zobrazuje chromatografickou separaci pi1 280 nm, spodni chromatogram je chromatogram

rekonstruovany pro ionty m/z 551,15

Ani stacionarni faze modifikovand karbamoylem neposkytuje ve studované HILIC
uspotadani vhodné podminky pro analyzu betaninu. Reverzni faze tedy zlstdva mezi

studovanymi chromatografickymi systémy nejlepsi volbou.

5.2.4 Primy nastrik do ESI-Q-TOF

Jako dalsi zptisob identifikace betakyanini ve vzorku betavitalu precisténém extrakci
tuhou fazi jsme pouzili pfimou infazi do ESI-Q-TOF. Byla provedena v pozitivnhim
1 negativnim moédu. V negativnim médu nebyly ionty betakyanind zachyceny. V pozitivnim
modu byl ve vzorku nalezen betanin (m/z 551), phyllocactin (m/z 637) a amaranthin nebo
gomphrenin III (m/z 727) coz je zobrazeno na obr. ¢. 29. V tabulce ¢. V. jsou shrnuty

pozorované ionty s jejich intenzitami a jejich fragmenty.

Tab. €. V.: Shrnuti identifikovanych ionti a jejich fragmenti

Pozorované Intenzita Fragmenty (intenzita)
hmoty
551,1747 262973 389,0988 (523); 345,0682 (85); 132,0508 (3345)
727,0649 1352 595,1015 (2273); 551,1765 (471715); 389,1244 (30814);
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345,0597 (23426); 301,1397 (86107); 257,2800 (187495);
241,2165 (2406); 225,0268 (3219)

637,1985 3510 505,1469 (15886); 551,1765 (960157); 507,1968 (49004);
345,0597 (23426); 301,1397 (86107)
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Obr. €. 29: Spektrum betavitalu po pfimém néstiiku do ESI-Q-TOF

Obrazek ¢. 30 ukazuje MS/MS spektra ionti m/z 551,15, m/z 637,15 a m/z 727,19,
kterd je mozno pfipsat betaninu, phyllocactinu a amaranthinu nebo gomphreninu III. Kolizni
spektrum betaninu jednoznacné potvrzuje identitu této latky. U spekter ostatnich
je ve srovnani s betaninem patrny maly vytézek odpovidajiciho aglykonu (tedy iontu
m/z 389). To lze vysvétlit tim, Ze pii izolaci iontd na kvadrupdlu s izolacni Sitkou 1 Da,
nedoslo k dostate¢né separaci balastnich ionti s blizkou hodnotou m/z. Kolizni spektra tedy
obsahuji smés fragmenti od riiznych rodi¢ovskych iontli a mezi nimi je aglykon (betanidin)
fragmentem minoritnim (obr. ¢. 31). Nicmén¢ jeho pfitomnost ve spektru je jednoznacna

a identitu phyllocactinu a amarathinu nebo gomphreninu III potvrzuje.
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Obr. €. 30: MS/MS spektra iontl (od shora) m/z 551,15, m/z 637,15 a m/z 727,19
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Obr. €. 31: MS/MS spektra iontl s viditelnym fragmentem m/z 389,09 aglykonu (od shora)

m/z 551,15, m/z 637,15 am/z 727,19

Na obr. ¢ 32 je =zobrazeno

fragmentacni

schéma

betaninu

sestavené

z pozorovanych fragmentid v redlnych spektrech potvrzené softwarem HighChem Mass

Frontier 5.0.
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Obr. ¢. 32: Navrh fragmentace betaninu: plna Sipka odpovidéa fragmentaci v redlnych vzorcich
potvrzené¢ programem HighChem Mass Frontier 5.0, pieruSovana odpovida strukturam

nalezenym v redlnych vzorcich, které nebyly softwarem potvrzeny
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6. ZAVER

Pro 1spéSnou analyzu extrakti na iontovém zdroji MALDI byly vzorky
zakoncentrovany a nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo optimalizovano. Méfeni byla
provadéna s pouzitim matrice THAP. Ve vzorku extraktu cervené tfepy byl signal betaninu
(m/z 551,1378) patrny s odchylkou od teoretické hodnoty -13,4 mDa (-24,3 ppm). Jeho
identifikaci jsme potvrdili jednozna¢né patrnym signidlem aglykonu (m/z 389) ziskanym
v koliznim spektru pfi pouziti kolizni energie 10 eV. Pfi optimalizaci fragmentace iontu
m/z 551 bylo zjisténo, Ze optimalni kolizni energie k jeho fragmentaci je 30 eV.

Pti pouziti spojeni UPLC-ESI-Q-TOF na koloné¢ C18 byly ve vzorku betavitalu
nalezeny betanin a pravdépodobné hylocerenin a phyllocactin. Pik betaninu m/z 551,1550
v MS spektru dominoval (s odchylkou od teoretick¢ hodnoty 0,7 mDa, 1,3 ppm) a jeho
pfitomnost byla potvrzena jeho fragmentaci, pfi niz vznikl vyrazny ion aglykonu m/z 389
(betanidin). Nevyhodou tohoto chromatografického usporadani je relativné malad retence.
Mezi testovanymi systémy je vhodnéj$i mobilni fazi A 0,1 % octova kyselina ve vod¢
a B 0,1 % octova kyselina v acetonitrilu.

Chromatograficka analyza vzorku betavitalu na kolon¢ Kinetex HILIC s pouzitim
nami vybranych mobilnich fazi neni vhodna k analyze betalainti. Hmoty betalaini nebyly
nalezeny a nedochazelo ani k u¢inné separaci ostatnich slozek betavitalu.

Pti pouziti kolony HILIC TSKgel Amide byl rovnéz analyzovan vzorek betavitalu.
Signal betaninu 1 retence byla pfi pouziti této kolony slaba. Mezi studovanymi
chromatografickymi systémy se jako nejvhodnéjsi jevi pouziti reverzni faze (Acquity C18).

Jako dalsi zptsob identifikace betalainii ve vzorku betavitalu byla pouzita piima
infuze do systému ESI-Q-TOF. Ve vzorku byl nalezen betanin (m/z 551), phyllocactin (m/z
637) a amaranthin nebo gomphrenin I (m/z 727). Kolizni spektrum betaninu jednoznaéné

potvrdilo identitu této latky. U spekter ostatnich sledovanych latek je rovnéz patrny ion

vwr
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ABTS - Metoda vyuzivajici zhaSeni radikalového kationtu ABTS"

APCI — Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

API — Ioniza¢ni techniky pracujici za atmosférického tlaku
APPI — Fotoionizace za atmosférického tlaku

DAD - detektor diodového pole

ESI — Elektrospre;j

FT — Fourierova transformace

GPC — Gelova permeacni chromatografie

HILIC — Hydrofilni interakéni chromatogratie

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie

IEC — Iontové vyménna chromatografie

ICR — Iontova cyklotronova rezonance

IPC — Chromatografie iontovych part

IP-HSCCC — Ion-parova vysoko-rychlostni proti-proudd chromatografie
LDI — Ionizaéni techniky zaloZené na desorpci/ionizaci laserem
MALDI — Matrici asistovana ionizace/desorpce laserem

MCP — Mikrokanalové desticka

MS — Hmotnostni spektrometrie

NALDI — Nano-asistovand ionizace/desorpce laserem

NMR — Nukledrni magneticka rezonance

NP — Normalni faze

Q — Kvadrupol

QqTOF — Spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby letu

RP — Obrécené faze

SPE — Extrakce tuhou fazi

TEAC — Metoda vyuzivajici se k vyjadieni antioxidacni aktivity (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity

TOF — Analyzator doby letu

TSP — Termospre;j

UHPLC — Ultrau¢inné kapalinova chromatografie

UPLC — Ultrau¢inna kapalinové chromatografie
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