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SHRNUTI

Predlozena prace se zabyva problematikou frakcionace anthokyanini obsazenych
ve vzorcich cerveného vina s pfidavkem acetaldehydu a kyseliny pyrohroznové
Vv klasickém chromatografickém sloupcovém uspotradani. Teoretickd ¢ast shrnuje dosud
ziskané informace o téchto prirodnich latkéach a jejich prospésné ucinky na lidském zdravi.
Jsou zde dukladnéji popsany moznosti semipreparativni chromatografie vyuzivané pro
frakcionaci rostlinnych extraktt.

Experimentalni ¢ast je vénovana studiu vhodnosti riiznych sorbentl pro frakcionaci
vzorkl ¢ervenych vin ve sloupcovém usporadani. Byly zkoumany sorbenty Sepra SDB-L,
Amberlit XAD 16, silikagel v syst¢ému HILIC a reverzni faze C18. Bliz§i prozkoumani
jednotlivych frakei bylo provedeno metodou UV/VIS spektrofotometrie a ultratcinné
kapalinové chromatografie (UPLC) ve spojeni s UV detektorem (DAD) a hmotnostni
spektrometrii. Z naméfenych vysledkit vyplyva, Zze vhodnymi sorbenty pro frakcionaci
anthokyaninovych barviv v ¢erveném viné s piidavkem acetaldehydu se jevi reverzni faze
C18, Amberlit XAD 16 i SDB-L. Umoziuji efektivni preseparacni krok pied detailni
LC/MS analyzou i izolaci ptitomnych barviv. Naopak nejméné vhodnym sorbentem se jevi
silikagel v modu HILIC. U vina obohaceného pyrohroznovou Kyselinou lze pti frakcionaci
na sorbentu SDB-L, silikagelu v médu HILIC ¢i reverzni fazi C18 ziskat jednotlivé frakce
vyrazné obohacené o rtzné derivaty vitisinu A. Tyto sorbenty vykazuji selektivitu pro
preseparaci pyranoanthokyanini podle typu acylace na cukerném zbytku. V piipadé
frakcionace na reverzni fazi C18 lze izolovat vitisin A ve vysokém stupni ¢istoty. Naopak

sorbent Amberlit XAD 16 se jevi jako nejméné vhodny.

Kli¢ova slova: anthokyaniny, acetaldehyd, pyrohroznova kyselina, UPLC, MS, ESI,
QQqTOF, sloupcové uspoiadani, frakcionace, Sepra SDB-L, Amberlit XAD 16, HILIC, C18



SUMMARY

Presented thesis deals with the fractionation anthocyanins contained in samples of
red wines artificially enriched with acetaldehyde or pyruvic acid by a conventional
chromatographic column arrangement. Theoretical part summarizes the informations
obtained about these natural substances and thein beneficial effects on human health. There
are also discussed potential of semipreparative chromatography for fractionation of plant
extracts.

The experimental part is devoted to study the suitability of different types of
sorbents for the fractionation of samples of red wines in the classical column arrangement.
Investigated sorbents were Sepra SDB-L, Amberlite XAD 16, silica gel in HILIC mode
and reverse phase C18. Examination of obtained fractions was performed by UV/VIS
spectrophotometry and ultra performance liquid chromatogramy (UPLC) coupled with UV
detektor (DAD) and mass spectrometry. Obtained results show that reversed phase C18,
Amberlite XAD 16 and SDB-L seems to be very effective sorbents for the fractionation of
red wines enriched with acetaldehyde. On the other hand, silica gel in HILIC mode is not
suitable sorbent. Red wines with the addition of pyruvic acid can be effectively
fractionated using Sepra SDB-L, silica gel in HILIC mode or reversed phase C18.
Obtained fractions contain greatly enriched derivatives of vitisin A. Those phases are
selective to preseparate pyranoanthocyanins with regard to a type of acylation on the sugar
residue. Fractionation using reversed phase C18 allows isolation of vitisin A with a high

degree of purity. On the other side, Amberlit XAD 16 is not suitable sorbent.

Keywords: anthocyanins, acetaldehyde, pyruvic acid, UPLC, MS, ESI, QqTOF,
column arrangement, frakcionation, Sepra SDB-L, Amberlite XAD 16, HILIC, C18
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1 UvVoD

Anthokyaniny jsou vyznamné latky pfirodniho ptavodu, které se podili na
dilezitych procesech nejen v rostlinné fisi. Jsou zodpovédné za cervené, modré a
purpurové zbarveni rostlin a ovoce. Jsou dilezitou soucasti lidské stravy diky svym
prospé$nym ucinkiim na zdravi. Jelikoz se jedna o pfirodni latky, jsou anthokyaniny
potencialnimi nahrazkami zakazanych barviv - to je jeden z hlavnich duvodu, pro¢ o tato
barviva v poslednich letech roste zajem potravinaiského pramyslu. Vytazky z rostlin, které
jsou bohaté na anthokyaniny, se pouzivaji v lidovém IéCitelstvi, protoZze maji stejné
pozitivni u¢inky jako antiflogistika (protizandtlivé 1éky). !

Anthokyaniny patii mezi hlavni slozky ¢erveného vina, urcuji do zna¢né miry jeho
kvalitu a organoleptické vlastnosti (barvu a chut’), avsak v procesu zrani a starnuti vina
vznikaji (kondenza¢nimi reakcemi) slozit€j$i barviva s odliSnymi vlastnostmi.
Kondenzaéni reakce jsou vyrazné urychlovany pii zvySenych koncentracich fady malych
reaktivnich slouc¢enin (pyrohroznové kyseliny, fady aldehydt a ketonti atp.), které mohou
vznikat zménou technologie vyroby vina nebo jeho skladovanim. Tato prace se zabyva
Cervenym vinem uméle obohacenym pyrohroznovou kyselinou a acetaldehydem pro
zvyseni vytézku kondenzovanych barviv za ucelem jejich izolace a studia jejich vlastnosti.

Hlavnim cilem prace bylo nalézt vhodné frakciona¢ni postupy pro izolaci a/nebo

frakcionaci kondenzovanych barviv téchto vin.



2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinova chromatografie (LC) je separac¢ni technika, ktera vyuziva déleni slozek
analytu mezi dvé nemisitelné faze, znichz jedna faze je mobilni (kapalina) a druha
stacionarni (pevna). Separace je docileno na zakladné ustavovani riznych typt rovnovah
mezi analyty, mobilni a stacionarni fazi.

Za zakladatele kapalinové chromatografie je povazovan rusky botanik Michail
Semjonovi¢ Cvet (1872 — 1919), ktery jako prvni rozdé€lil na sloupci sorbentu listova
barviva. Termin chromatografie vznikl sloZzenim dvou slov: chroma = barva a
graphein = psani. Tvrdi se, Ze Cvet do nazvu metody zakomponoval své jméno, protoze
,»CVEt“ vruStiné znamena barva. Jeho prace poloZila zaklad vSem chromatografickym
technikam. V roce 1952 byla A. J. P. Martinovi a R. L. M. Syngemu ud¢lena za
kapalinovou chromatografii Nobelova cena. Sloupcova chromatografie umoznovala
separovat 1 slozité¢ smési, byla vSak témét zapomenuta, protoze méla fadu nedostatkti. Do
popiedi se nacas dostala chromatografie papirova (PC), na tenké vrstvé (TLC) a plynova

(GC). Moderni vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) se zaala vyvijet az
pocatkem 40. let 20. stoleti. >

2.1  Sloupcova chromatografie

Klasicka kolonova chromatografie se hojné vyuzivala piedevSim na pocatku
20. stoleti, kdy jesté nebyla vyvinuta vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. V dnesni
dobé slouzi sloupcovd chromatografie piedevSim k preparativnim ucelim, zejména
k ziskani ¢isté substance (latky).

Klasicka kolonova chromatografie pouzivala kolony naplnéné velkymi casticemi
o pruméru 100 — 200 um. Mobilni faze protékala kolonou diky gravitacni sile a eluat se
odebiral ruéné po frakcich, v nichz byla koncentrace latek stanovovana klasickymi ¢i
kolorimetrickymi metodami. Tato technika byla velmi pracna a zdlouhavé a jeji Gi€innost
d&leni byla nizka. 3

V pritbéhu ¢asu doznala tato technika fadu technickych vylepSeni, ale zakladni rys
si zachovava — je diky instrumentalni nendro¢nosti realizovatelna prakticky v kazdé
laboratofi. V dnesni dobé se nejhojnéji pouzivaji sklenéné trubice, komeréné dostupné jsou
i polyakrylatové. Trubice jsou dostupné v riznych rozmérech, nejcastéjsi vSak o priméru
2-70 mm a o délce 15-150 cm. Rozméry kolon se voli podle mnozstvi vzorku, které ma byt

separovano. VéEtSi rozmery kolony a hrubsi zrnéni stacionarni faze zhorSuji uc¢innost a
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rozlideni separace. ° Mrtvy objem trubice se musi zmensit na minimum. Na obou koncich
sloupce ho miZeme eliminovat napf. pomoci pistovych adaptéri. Pivodné se vyuzivala
trubice celosklenéna se sklenénymi zabrusy. Postupem c¢asu se sklenéné zabrusy nahradily
Sroubovatelnymi uzavéry vyrobenymi z chemicky a mechanicky odolného plastu.

Nejstabiln¢jsi retence se ziska pfi konstantni teploté, proto se v nékterych piipadech
kolona obali plastém s proudici vodou z termostatu, ktery eliminuje vykyvy teplot. Dno
kolony se nej¢astéji pokryva Wittovou destickou, smotkem vaty, skelnou vatou, kulickou
s malym filtrem nebo sklenénou fritou jako prevence proti odplavovani stacionarni faze.
Tyto materialy se mohou také nahradit syntetickymi plasty (polyuretan, polyamid). * 6

Zakladni a nejpracnéjsi operaci je priprava sloupce. Pouze s precizné naplnénym
sloupcem se dosahne Uspé$né separace. Existuji dvé mozZnosti, jak chromatograficky
sloupec ptipravit — plnéni suchym sorbentem nebo plnéni suspenzi sorbentu ve vhodném
rozpoustédle (plnéni na suché nebo mokré cesté).

Metoda na suché cesté je povazovana za jednodus$si, mize vSak vést ke tvorbé
bublinek, coz ma za nasledek nehomogenni separaéni loZe a nekvalitni separaci. Kolona se
plni tak, Ze se do sloupce nasype sucha stacionarni faze a nasledné se necha sloupec prolit
vhodnym rozpoustédlem. *

Druhd metoda je pon¢kud zdlouhavéjsi, vede vSak Casto k reprodukovatelnéjSim
separacim. Nejdiive se piipravi suspenze stacionarni faze ve vhodném rozpoustédle (zde
muze dochdzet ke zméné¢ objemu sorbentu) a takto pfipravend smés se opatrné vlije do
kolony. Dochazi k postupnému usazovani sorbentu az do naplnéni pozadované vysky
sloupce. Vyhodou metody plnéni na mokré cesté je ecliminace tvorby vzduchovych
bublinek. U obou metod plnéni nesmi nikdy rozpoustédlo klesnout pod okraj stacionarni
faze, aby se nevysusila. Kolona se nasledn& kondicionuje promytim mobilni fazi. * Vrstva
stacionarni faze je vétSinou zakoncena malou vrstvou pisku nebo skelné vaty, aby béhem
zavadéni vzorku a dopliiovani mobilni faze nedochazelo K vifeni stacionarni faze.

Existuji 4 metody zavedeni vzorku na kolonu — na vrchol staciondrni faze, pod
mobilni fazi, pomoci davkovace nebo v uzké vrstvé spolecné se sorbentem. Prvni postup
davkovani vzorku je klasicky a nejpouzivanéjsi. Nejprve se musi nechat odtéct mobilni
faze na okraj stacionarni, nasledné se vzorek zavadi obvykle stiikackou ¢i pipetou na cely
povrch stacionarni faze. Zavedeni vzorku pod mobilni fazi md vSak vice vyhod. V této
metod¢€ neni nutné cekat, aZ mobilni faze klesne na okraj faze staciondrni. Je samoziejmé,

ze roztok vzorku musi mit pro tento zplsob davkovani vétSi hustotu nez mobilni faze.



Automatické zavadéni vzorku pomoci davkovace nebo davkovaci smycky se vyuziva
predevsim v preparativni HPLC. *

V preparativni chromatografii dochazi ve srovnani s chromatografii analytickou
k velké spotfeb&é mobilni faze. Tim je ovlivnéna i volba zpisobu eluce. Izokraticka eluce je
pouzivana pfi separaci mensiho poctu latek, jejichz retenéni charakteristiky se prilis nelisi.
Vyhodou izokratické eluce je, Ze umoziuje recyklaci mobilni faze. V ptipadé velkych
rozdill reten¢nich charakteristik analytd (napf. polarity) je ¢asto nezbytné ménit eluéni silu
V prib&hu separace a pouzit tedy gradientovou eluci, zde je nutno pocitat s dalsi spottebou
mobilni fize na reekvilibraci stacionarni faze pted nasledujici separaci. * Rychlejsi pratok
mobilni fize minimalizuje Cas analyzy, minimalizuje difGizi, coz vede k lepsi separaci.
Rychlejsiho priutoku Ize dosahnout pomoci pumpy nebo stlaceného plynu. Nicméné neni
vhodné volit maximalni pritok, protoze je nutné, aby se analyt stihl ,vyvazit“ mezi
mobilni a stacionarni fazi. K volbé mobilni fize se pouzivaji pfedbézné testy na TLC za
pouziti stejné stacionarni faze. ’

Eluat, ktery vytéka z kolony, je sbiran do jednotlivych frakci. Objem frakci se voli
podle cile separace. Pokud slouzi preparativni separace jako prvni stupein chromatografické
analyzy (off-line vicedimenzionalni chromatografie) a zejména v piipadé¢ komplexnich
vzorkl, u kterych je objektem zajmu vice latek s riiznymi chemickymi vlastnostmi, je tieba
jimat velké mnozstvi pomérné malych (0,5-20 ml) frakci a tim dosahovat jejich co mozna
nejjednodussiho slozeni (v idealnim ptipad¢ budou frakce obsahovat jen jedno chemické
individuum). V oblasti preparativni chromatografie neni vyjimkou, Ze jeden vzorek se
eluuje i n€kolik dni, proto byla konstruovana fada zafizeni umoznujici automaticky sbér
frakci (frakéni kolektory). Nejjednodussi sbérac¢ frakci se skladd z nékolika nadob
umisténych na kruhové desce, ktera je pohanéna mechanickou ¢&i elektrickou silou. * 6

Jak jiz bylo feceno, sloupcovd chromatografie je velmi Casov€é narocnd, proto
nékolik vyrobci vytvofilo automatizované systémy LPLC (low pressure liquid
chromatography), které minimalizuji lidskou Gcast v procesu ¢isténi. Automatizované
systémy obsahuji n€které stejné komponenty jako HPLC — cerpadlo, automaticky nastfik
vzorku, UV detektor, sbéra¢ frakci. RozliSeni oproti preparativni HPLC je vSak vzdy o
néco nizsi. ’

Kompromisni feSeni mezi sloupcovou chromatografii a HPLC je stfedotlaka
sloupcova chromatografie (MPLC). Pracuje se pii tlacich do 3 MPa a vyhodou oproti
gravitacni sloupcové chromatografii je rychlej$i analyza. V ramci své experimentalni prace

jsem provadeéla separaci s vyuzitim stfedotlaké chromatografie na zatizeni Bioline od firmy
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Knauer. Kolony jsou vyrobené z borosilikatového skla a jsou k dispozici v raznych
pramérech (1, 2 a 3 cm) a délkach (30, 60 a 100 cm). 8

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie a jeji vyuZiti pro preparativni
déleni

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografic se dostala do popiedi v 60. letech
20. stoleti. Vysoké rychlosti a uc¢innosti separace se dosahuje diky pomérné velkym
pritokiim mobilni faze a pouzitim kolon, které jsou plnény velmi jemnymi césticemi
0 velikosti 3-15 um. Z téchto duvodi se pozaduje pouziti vysokotlakych cerpadel a
takovych konstrukci, které by odolavaly tlakim do 30 — 60 MPa. > Vysokou¢inny
kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika dulezitych komponent (Obr. 1).

vysokatiaké cerpadio

Fidici poditad

L davkovaci ventil

zasabnik mobilni
faze

kolona

@ frakcni kolekior

detektor

Obr. 1 Zakladni schéma vysokot¢inného kapalinového chromatografu

Pozadavky kladené na Cerpadla jsou naro¢né — musi byt zkonstruovana z materiali
odolnych vici korozi a agresivnim mobilnim fazim, dale maji byt schopna davkovat
mobilni fazi plynule bez kolisdni a pod vysokym tlakem. ®> Pro semipreparativni a
preparativni ucely se prakticky vylu¢né pouzivaji pistova ¢erpadla s malym objemem ¢inné
Casti.

Vzorek lze nadavkovat tfemi zpisoby — pfimym nastfikem injekcni stiikackou pies
septum (dnes se prakticky nepouzivd), ru¢né davkovacim ventilem se smyckou nebo

pomoci automatického davkovace. V dnesni dobé se nejCastéji vyuzivaji Sesticestné



davkovaci ventily se smyckou. ®> Pro automatizované davkovéni velkych objemil byva
davkovaci zafizeni ¢asto dopIlnéno o malé Cerpadlo plnici davkovaci smycku vzorkem.

Volba vhodné kolony ma rozhodujici vyznam, protoze vysledek separace je
urcovan predevsim kvalitou kolony a jeji naplné. Kolona musi odolavat vysokym tlakiim a
chemickému ptisobeni mobilnich fazi a analyti, rovnéZ nesmi pusobit katalyticky, aby
nedoslo béhem analyzy k rozkladu vzorku. NejCastéji se pouzivaji trubice z kvalitni
antikorozivni oceli nebo z borosilikatového skla. Délka kolon se nejCastéji pohybuje
v rozmezi 5-30 cm, srostouci délkou kolony se zvySuje G¢innost separace, ale i doba
analyzy. Nejbéznéjsi vnitini primér kolony je pro analytické ucely 2 — 5 mm, pro
semipreparativni ucely kolem 10 mm a pro preparativni prace pifiblizné od 20 mm vySe
(v pramyslovém méfitku viak byva vnitini primér i daleko vétsi). > °

V HPLC existuje tada detektord, mezi nejbéznéji pouzivané patii
spektrofotometricky, fluorimetricky, elektrochemicky, refraktometricky a vodivostni. Ve
svych HPLC analyzach jsem vyuZzivala spektrofotometricky UV/VIS detektor. Je pomérné
citlivy, ma Siroky linearni rozsah, je malo citlivy na zmény teploty a je vhodny pro
gradientové eluce. Principem je zaznamendavani latek, které absorbuji ultrafialové nebo
viditelné svétlo. Detektor méti absorbanci eluatu, proto musi byt absorbance mobilni faze
co mozna nejmensi. % Na rozdil od analytické HPLC, kde je hlavnim tkolem kvalitativni a
kvantitativni stanoveni sloucenin, je tkolem preparativni HPLC, jak jiz bylo feceno,
CiSténi, separace a izolace latek. Z tohoto divodu jsou na detektory kladené jiné
pozadavky. Neni kladen daraz na kvantitativni stanoveni, cela detektoru musi mit
dostatecn¢ velky vnitini primér, aby nedoSlo vlivem vétSich pratokt k prasknuti
detek¢niho okénka. Nebo se pfed detekéni celu zatazuje splitr, pak je mozné pracovat
s béznou analytickou celou. Nejbéznéji pouzivanymi detektory pro preparativni HPLC jsou

spektrofotometrické a refraktometrické detektory.

2.3 Typy separaénich systémi (modii)

V zavislosti na zvolené kombinaci mobilni a stacionarni fdze rozliSujeme
Vv kapalinové chromatografii nékolik druht separacnich systému.

V systému normdlnich fazi (NP) je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni.
Retence analytu je zplisobena rozdilem polarnich sil pisobicich mezi povrchem adsorbentu
a separovanou latkou a polarnich sil pusobicich mezi povrchem adsorbentu a slozkami

mobilni faze. Separace probiha diky konkuren¢ni rovnovaze — analyzovana latka na



povrchu stacionarni faze je vytésnovana molekulou rozpoustédla a naopak. Typickou
mobilni fazi je napf. hexan ¢i benzen s malym mnoZstvim organické polarni slozky,
typickou stacionarni fazi je napft. silikagel ¢i alumina. Separaci vyrazné ovliviiuje i malé
mnozstvi vody, ktera zptisobi pokryti aktivnich mist na sorbentu. Retence separovanych
latek roste od nepolarnich k polarnim latkam. >

Za modifikaci separace na normalnich fazich je povazovana metoda HILIC, neboli
chromatografie hydrofilnich interakci. Jako mobilni fize se pouziva smés vody a polarniho
organického rozpoustédla (napf. acetonitril, methanol), stacionarni faze je nemodifikovany
silikagel. Diky definovanému obsahu vody Vv jednotkach az desitkach procent v mobilni
fazi se na povrchu silikagelu vytvaii vodni film, ktery funguje jako staciondrni faze
(rozdé€lovani mezi organicko-vodnou mobilni fazi a vodnou fazi zakotvenou na sorbentu).
Retence separovanych latek roste od nepolarnich k polarnim latkam. °

Dalsim typem je systém reverznich fazi (RP), kde se vyuziva polarni mobilni faze -
voda s piidavkem organické polarni slozky. Stacionarni faze je méné polarni, nejCastéji se
vyuzivaji chemicky modifikované faze. Jako nosi¢ pro piipravu téchto fazi se nejcastéji
pouziva silikagel. Na povrchu silikagelu jsou volné silanolové skupiny s aktivnim
vodikovym atomem, ktery lze snadno nahradit riznymi organickymi skupinami. Tak Ize
piipravit staciondrni faze o riiznych vlastnostech. Nejcastéji pouzivané stacionarni faze
jsou tvotfeny kovalentné¢ navazanymi oktylovymi (C8) a oktadecylovymi (C18) fetézci.
Retence separovanych latek roste od polarnich k nepolarnim latkdm. Odhaduje se, ze az
80% viech separa¢nich problémi Ize fesit pravé v systému reverznich fazi. **°

lontové vymenna chromatografie (IEC) je druh chromatografie, kterd vyuziva jako
stacionarni faze ionex. Podle druhu zvoleného ionexu dochazi k vyméné rtiznych druhii
iontd. Jednotlivé méniCe lze charakterizovat vyménnou kapacitou, tj, mnozstvim ionti,
které mize méni¢ svymi vyménnymi skupinami poutat. Cim maji méniée iontl vétsi
kapacitu, tim vétsi mnoZzstvi vzorku lze separovat. Pokud jsou nenabité latky prevedeny do
vhodného komplexu, 1ze je také na ménicich iontd separovat. >

Gelova chromatografie, znama také pod nazvem vylucovaci kapalinova
chromatografie, patii mezi nejcastéji pouzivané metody v molekularni biologii. V moderni
gelové kapalinové chromatografii se jako stacionarni faze pouZivaji semirigidni a tuhé
napln€. Principem gelové chromatografie je separace dle velikosti molekul. Velké
molekuly nemohou diky svym rozmérim pronikat do pori stacionarni faze a putuji pres
kolonu stejnou rychlosti jako faze mobilni. Molekuly mensich rozmérd naopak do port

pronikaji. *°



2.4  Typy stacionarnich fazi

Existuje fada stacionarnich fazi, které se ve sloupcové chromatografii pouzivaji.
V zasad¢ lze tici, Ze v pritbéhu Casu byly testovany moznosti v§ech materialt, které jsou
nerozpustné v mobilnich fazich a odolavaji tlakim, umoznujicim transport mobilni faze
s prakticky vyuzitelnym pratokem. V této kapitole je pozornost vénovana zejména tém

fazim, které byly vyuzity v experimentalni ¢asti diplomové prace.

2.4.1 Silikagel a jeho modifikace

Silikagel je xerogel kyseliny kiemicité, ma amorfni strukturu, pérovité Castice a
jeho povrch je slabé kysely. Chemicky je stabilni pouze do pH 8. Ptipravuje se hydrolyzou
alkalickych kfemicitanti nebo tetraalkoxysilani. Dochazi k polykondenzaci a zrani gelu,
ktery se nakonec promyje a vysu$i. Silikagel byvd oznaovan raznymi c¢iselnymi
hodnotami, které udavaji desetinisobek velikosti pord v nm.” Chemickd struktura

silikagelu je znazornéna na obrazku 2. °
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Obr. 2 Chemicka struktura silikagelu
Jak jiz bylo fec¢eno, navazanim alkylového fetézce na aktivni vodik hydroxylové

skupiny vzniknou sorbenty o rtiznych vlastnostech. Kromé& zminénych reverznich tazi C8 a

C18 existuje i fada dalsich, napf. hexylové, propionitrilové, fenylové, aminové atd. °



2.4.2 Polymerni sorbenty

Mezi zastupce aromatickych polymernich sorbentl patii styren-divinylbenzenové
kopolymery (napf. materidl s oznacenim Strata SDB-L vyrabény firmou Phenomenex).
Styren-divinylbenzenové kopolymery jsou stabilni v siln¢ kyselém i zasaditém prostredi.
Vyuzivaji se jako stacionadrni faze pro extrakci tuhou fazi a chromatografickou separaci
Vv systému reverznich fazi. Nejcastéji se aplikuji pro separaci hydrofobnich a aromatickych
sloucenin. Jedna se o bily sypky prasek, ktery je k dostani v riznych velikostech ¢astic a

porii. Syntéza styrendivinylbenzenu je schematicky znazornéna na obrazku 3. °

CH=CH, CH=CH, — CHa—CH—CHz—CH—CHz~CH=CH;

55 58

—CHy— CH—CH,~CH~CH,—CH—CH

CH=CHz
Styrene Divinylbenzene @ @

Obr. 3 Syntéza kopolymeru styren-divinylbenzen

Amberlit je obchodni nazev pro celou fadu polymernich sorbent. V ramci své
experimentalni prace jsem pouzivala Amberlit s ozna¢enim XAD. Pod touto zkratkou se
skryvaji polymerni absorbenty s vysoce porézni strukturou, které nachazi uplatnéni pii
analyze fenoll, antibiotik, chlorovanych pesticidii a riiznych aromatickych ¢i dusikatych

slougenin. Piehled nejéastéji pouzivanych Amberlitd XAD je uveden v tabulce 1. 112



Tab. | Piehled vybranych druhtt Amberlitu XAD

Amberlit Plocha Prumér pori Aplikace
povrchu [m?/g] [A]
XAD -2 300 90 Detekce a identifikace omamnych latek a
environmentalnich organickych polutantti **
XAD -4 725 40 Detekce a identifikace omamnych latek a
environmentalnich organickych polutantt **
XAD -7 450 90 Adsorpce hydrofobnich molekul z vody ™
XAD - 16 800 150 Adsorpce hydrofobnich molekul z polarnich
roztokt, adsorpce organickych latek malych
az stfednich molekulovych hmotnosti **
XAD -18 800 150 Cisténi antibiotik, pfirodnich produktt,
aminokyselin a proteint *2
XAD - 761 200 600 Cisténi rostlinnych vytazkt, enzymi a

peptidi *2

Je patrno, Ze sorbenty typu Amberlit umoziuji separaci Sirokého spektra latek

S riuznou molekulovou hmotnosti.
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3 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (MS) patii v soucasnosti mezi jednu z nejpouzivanéjsich
analytickych metod, ktera ndm poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni informace 0
analyzovaném vzorku. Metoda je zaloZena na stanoveni relativni cetnosti iontli v zavislosti
na poméru hmotnosti ku naboji iontd (hodnota m/z). Zakladnimi procesy analyzy jsou
tvorba iontli, separace iontli podle hodnoty m/z a nésledn¢ jejich detekce. Vysledkem
experimentu je hmotnostni spektrum. Pik, ktery odpovidda molekulové hmotnosti ptivodni
molekuly, je oznacovan jako molekularni pik, za zakladni pik ve spektru se povazuje pik
S nejvyssi relativni Cetnosti. Hmotnostni spektrometrie patii mezi metody destrukéni, avSak

spotieba latky k analyze je velmi mala. ***°

3.1  lonizace molekul

Prvnim krokem hmotnostné spektrometrického experimentu je ionizace molekul
analytu. Existuje fada ionizac¢nich technik, kazdd ma své vyhody i nevyhody a je
pouzitelnd pro jiny druh latek. Podle mnozstvi dodané energie lze ioniza¢ni techniky
rozd¢lit na tvrdé, pii niz dodana energie postacuje k rozsahlejsi fragmentaci a na mekke,
pii niZ je pravddpodobnost fragmentace mensi. *°

lonizace elektronem (EI) je zaloZena na interakci urychlenych elektront s neutralni
molekulou za vzniku iontu s lichym poétem elektront. Radi se mezi tvrdé ionizadni
techniky a uplatiiuje se predeviim ve spojeni s GC. ***

Chemicka ionizace (Cl) je piikladem mékké ioniza¢ni techniky a podobné jako EI
se pouziva nejcastéji ve spojeni s GC. Zdrojem energie je opét proud urychlenych atomt,
jejich energie vSak neni pfenasena na molekulu piimo, ale zprostiedkované pres reakéni
plyn, napk. pres methan ¢&i isobutan. ***°

Termosprej (TSP) patii mezi nejstar$i ioniza¢ni techniky. Eluat z kolony je
ptiveden do kapilary vyhtivané na teplotu az 300 °C, dojde k prudkému varu mobilni faze
a kapalina je rozpraSena do malych kapicek. Postupnym zmenSovanim kapi¢ek dojde
k uvolnéni iont. *®

lonizace elektrosprejem (ESI) je v dne$ni dob& nejcastéji pouzivanou technikou pro
zavadéni kapalnych vzorki do hmotnostniho spektrometru. Je to vysoce U€inné ioniza¢ni
technika, ktera ma Siroké aplikaéni moznosti (analyza stfedné polarnich az iontovych
analytli v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti od malych organickych molekul az po
proteiny, nukleové kyseliny atd.). Principem je zmlzovani a nabijeni roztoku vzorku na

konci sprejovaci kapilary, na kterou je vlozeno vysoké napéti. Proces zmlZzovani byva
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podpoien proudem zmlzovaciho plynu koaxialné privadéného kolem sprejovaci kapilary.
V dusledku odpatovani rozpoustédla dochazi ke zmenSovani nabitych kapicek, jejich
rozpadu opakovanymi Coulombickymi explozemi a naslednému uvolnéni iontd.
Mechanismus ionizace je znazornén na obrazku 4. ** ESI dovoluje vzniku i vicenisobnych
iontl,, coz muze byt vyuzito napt. pifi kvalitativni analyze vysokomolekularnich latek.
Mohou vznikat zaporné¢ i kladné nabité ionty v zavislosti na polarit¢ napéti. ESI se

o o . 14,1
nejcastéji pouziva ve spojeni s HPLC. * >

Obr. 4 Mechanismus ionizace elektrosprejem

U chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je zdrojem ionizace vyboj
Z jehly. Nejprve je ionizovan reakéni plyn, ktery nasledné ionizuje analyt. APCI se pouziva
nejcast&ji ve spojeni s HPLC a v porovnani s ESI je pouZitelna pro méné polarni latky. *’

U fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) se analyt davkuje spole¢né
s dopantem, coz ja latka zprostfedkovavajici ionizaci. Zdrojem energie pro ionizaci jsou
fotony z ruznych typt vybojek. Diky APPI Ize analyzovat Siroké spektrum latek véetné
nepolarnich, které jsou problematické pro ESI ¢i APCI. ol

Dalsi moznosti ionizace analytu je desorpce laserem za ucasti matrice (MALDI),
ktera byla poprvé piedstavena v roce 1987. Kapalny vzorek se smicha s velkym mnoZstvim
matrice (cca 10 000:1), smés Se nanese na destiCku z nerezové oceli, necha se odpafit a
nasledné se vzorek s matrici ionizuje za pomoci vykonného laseru. Primarné dochazi
k ionizaci matrice, ktera je v nadbytku. Matrice slouzi také ke zmenseni termalni
fragmentace vzorku zpuisobené laserem a to tak, ze absorbuje vétSinu dopadajici energie.
Matrice potom piedava svilj naboj a svoji energii vzorku, ¢imz dochazi k velmi Setrnému

uvolnéni iontl z analyzovaného materialu. Tato technika ma fadu vyhod — umoziuje
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rychlou ptimou analyzu povrchi a vzorkll nanesenych na povrch. Stejné¢ jako ESI je
metoda MALDI vhodnd na analyzu vysokomolekuldrnich latek, avSak oproti ESI
umoziiuje MALDI vznik pouze jednou nabitych iontd (je tieba tedy pouzit analyzator
s dostatenym pracovnim rozsahem méfenych hodnot m/z). Analyt lze ionizovat
Vv prostiedi vakua, existuje vSak i MALDI, pfi které vznikaji ionty za atmosférického tlaku
(tzv. AP-MALDI). 118

Pii desorpci bombardovanim rychlymi atomy (FAB) se energie dodava
bombardovanim analytu spole¢né s matrici paprskem rychlym atomi vhodnych plynt,
napft. argonem. Metoda je vhodna na peptidy a malé proteiny. Modifikaci FAB je desorpce
bombardovanim rychlymi ionty (FIB). Vzorek se po smichani s matrici bombarduje
rychlymi ionty, napf. cesnymi. **

Mezi dalsi metody ionizace vzorku lez zafadit ionizaci polem (FI) nebo desorpci
polem (FD). 8

3.2 Separace ionti

Po ionizaci molekul analytu nasleduje druhy krok, tj. separace vzniklych ionti.
K tomuto ucelu slouzi hmotnostni analyzatory, které separuji ionty na zéklad¢ rtznych
principti podle hodnot m/z. Vhodnou kalibraci je moZzno potom piifadit uré¢itému nastaveni
analyzatoru hodnotu m/z iontd, které analyzatorem projdou na detektor.

Prvnim typem hmotnostnich analyzatort jsou sektorové pristroje vyuZzivajici
magnetické a/nebo elektrické pole. Manipulaci s parametry téchto poli lze ovlivnit
trajektorii ionti a provést separaci. *®

Dalsim typem analyzatoru je kvadrupol. Je pomérné rozsifeny, robustni a je vhodny
pro rutinni spojeni se separa¢nimi metodami. Kvadrupol se sklada ze 4 paralelnich tyci,
nejlépe hyperbolickych, na které se vklada stejnosmérné a vysokofrekvencni stiidavé
napéti. 2’ Vhodnou volbou t&chto parametrii projdou kvadrupdlem pouze ionty o urcité
m/z, ostatni se dostanou na nestabilni drahy a zachyti se na ty¢ich kvadrupélu. *®

Iontova past (IT) se sklada ze dvou koncovych a z jedné stiedové elektrody. Do
iontové pasti se piivedou molekuly analytu a nasledné se provede ionizace pulsem
elektronti. Dal$i moznosti je provést ionizaci v externim zdroji a do iontové pasti privést
analyt v iontovém stavu. Nasledné se vhodnou volbou napéti vypudi ionty ven smérem
k detektoru. *°

Dalsim typem analyzatoru je priletovy analyzator (TOF) K separaci iontd s riznou

m/z hodnotou dochazi na zaklad¢ jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru.
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Pozdé¢ji dorazi do detektoru hmotnéjsi ionty, protoze se pohybuji pomaleji. V soucasnosti
se priletovy analyzator ¢asto pouziva v kombinaci s kvadrupolovymi filtry u hybridnich
tandemovych piistroji. *°

Mezi dalsi pouzivané analyzatory patii iontovd cyklotronovai rezonance (ICR) a

orbitdlni past (Orbitrap). *'

3.3  Detekce iontu
Mezi nejdilezitéjsi charakteristiky kazdého detektoru patii citlivost, pfesnost,

rozliSeni, doba odezvy, stabilita, Siroky dynamicky rozsah a nizky Sum. 18

Mezi nejbézné&jsi detektory patii Faradayova klec, elektronasobi¢, mikrokandlova
desticka a fotondsobic.

Faradayova klec zaznamendva zménu proudu, kterou po dopadu iontii na sbérnou
elektrodu zptisobi jejich vybiti. Faradayova klec je jednoduché a robustni zatizeni, které
umoZiiuje pesné izotopické méfeni. '8

Princip elektronového néasobice je zaloZen na sekundéarni emisi elektronti. Proud
iontt proudici z hmotnostniho separatoru je fokusovdn na prvni dynodu, kterd emituje
elektrony v mnozstvi, které je pfimo umérné poctu dopadajicich ionti. Sekundarni
elektrony z prvni dynody jsou urychleny a fokusovany na druhou dynodu, kde se emituji
dalsi sekundarni elektrony ve vétSim poctu oproti populaci elektronit primarnich. Tento
kaskadovity proces se opakuje na 10-20 dynodach a vysledkem je zesileny signal, ktery
poskytuje o dva fady vétsi odezvu nez Faradayova klec. Pfesnost se vSak pohybuje v fadu
desetin procent. ** Nejb&zn&ji pouzivanym elektronovym néasobi¢em je mikrokanalova
desti¢ka (microchannel plate, MPC). MPC je zafizeni, které zesiluje elektronovy signal.
MCP ma nékolik milioni nezavislych kandli a kazdy kanal pracuje jako nezavisly
elektronovy nésobi¢. Obsahuje dvoudimenzionalni periodické pole tvoiené z tenkych
sklenénych kapilar (kanalkl) stavenych dohromady a rozfezanych na tenké platky.
Jednotliva dopadajici ¢astice (v piipadé hmotnostni spektrometrie ion) vstupuje do kanalku
a emituje elektron ze stény kandlku. Sekundérni elektrony jsou urychleny elektrickym
polem vloZzenym pies oba konce MCP. Tyto elektrony potom putuji kandlkem po
parabolickych trajektoriich do doby, neZ narazi na povrch kandlku a vyrazi z néj vice
sekundarnich elektrond. Tento proces se mnohokrat opakuje a vysledkem této kaskady je
oblak né¢kolika tisic elektronti, které vystupuji na zadni stran¢ MCP. ProtoZe jednotlivé
kanaly omezuji (ohranicuji) puls, prostorovy profil pulsti elektronti na zadni strané desticky

zachovavaji profil (obraz) ¢astic dopadajicich na pfedni povrch MCP. Vystupni signaly
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jsou nejcastéji sbirany kovovymi nebo polymetalickymi anodami, odporovou anodou,
vystupem se zpozdovaci linkou nebo fosforovou miizkou deponovanou na vldknové
optice. Toto zafizeni se nejcast&ji pouziva pro TOF analyzatory. '8

Fotondsobi¢ (PMT) je zafizeni skladajici se ze scintilaéni desticky, citlivé
fotokatody, dynod a anody. Nejprve jsou ionty na scintilaéni desticce preménény na
fotony, které dopadaji na fotokatodu a na zaklad¢ fotoelektrického jevu zplisobi na anodé

o . o y . v . 7w 7 .1 . 4 r 1
emisi elektront, kterd je Casto dynodami pro zvyseni citlivosti dale zesilena. *®

3.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie, zkracené MS/MS, je technika, ktera
zahrnuje nejmén¢ dva stupné¢ hmotnostni analyzy. Hmotnostni spektrometr obsahuje
zpravidla dva hmotnostni analyzatory. Prvni analyzator izoluje urcity ion, ktery poté
podstoupi fragmentaci — spontanni nebo energii aktivovanou. Dojde k rozpadu matetského
iontu na fragmenty, které jsou sledovany druhym analyzatorem (nebo miize jit o jeden
analyzator provadé¢jici tandemové méteni v Case, napt. iontova past). MS/MS analyzy maji
velké vyuziti, slouzi napf. k objasnéni struktur, ke studiu fragmenta¢nich mechanismt
nebo mohou byt pouzity ke zvySeni citlivosti pfi stanoveni. '’ Existuje celd fada
tandemovych analyzatori, napt. trojity kvadrupol (QqQ) ¢i TOF/TOF analyzator.
Spojenim kvadrupdlu a pruletového analyzatoru vznika analyzator oznaCovany jako
QqTOF (obr. 5) *°, na kterém jsem vramci experimentdlni prace provadéla analyzu

anthokyaninovych barviv.
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Obr. 5 Schéma hmotnostniho analyzatoru Q-TOF Premier s hybridnim analyzatorem typu
QqTOF
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4 PRIRODNI BARVIVA

Rostlinna barviva ovlivituji celkovy barevny raz ptirody, ktery je patrny na jafe,
kdy se nevyrazné barvy méni v Sirokou Skélu odstinti, v Iét€ nastupuji barvy kvétt a na
podzim se po degradaci chlorofylu méni barvy listd. Pigmenty maji v zivoté rostlin
obrovsky vyznam. Uplatiji se pii fotosyntéze, pfi pohybech rostlin a dale v procesu
opylovani. %

Z chemického hlediska se barviva déli do péti skupin — pyrrolova, karotenoidni,
chinonova, indolova a pyranova. °

Mezi pyrrolova barviva se fadi chlorofyly a fykobiliny. Chlorofyly jsou

vvvvvv

vvvvvv

pigmentti bakterii. Chlorofyl a je modrozeleny, chlorofyl b je Zlutozeleny. Ostatni
chlorofyly se nachazeji jen v fasach a to v kombinaci s chlorofylem a. Molekula chlorofylu
ma porfyrinovou strukturu s 10 dvojnymi vazbami, tvoifenou 4 pyrrolovymi jadry, ktera
jsou spojena methinovymi mustky. V centru molekuly je hoicik. Fykobiliny jsou
fotosyntetické pigmenty sinic, ruduch a skrytének. Maji linearni tetrapyrrolovou strukturu
a neobsahuji hoteik ani jiny dalsi kov. %

Karotenoidni barviva jsou v piirodé hojné rozsifena, vyskytuji se v Siroké barevné
Skale od Zluté, pres oranzovou az po Cervenou. Pokud jsou vazané na proteiny, mohou
ziskat barvu zelenou, fialovou nebo modrou. Jsou to tetraterpeny, které maji ve svych
molekulach nejéastéji 40 atomu uhliku. Karotenoidy jsou prekurzorem vitaminu A, jsou
potiebné pro morfogenezi a sloZi jako regulatory ristu. 2%

Chinonova barviva patfi v pfirodé mezi nejrozsifencjsi, pifitom k celkovému
zabarveni pfispivaji méné nez ostatni, protoze se vyskytuji v kofenech a kiife stromd.
Byvaji soucasné prekryty i jinymi barvivy. Pfikladem chinonovych barviv je Cerveny
alizarin. %

Nejvyznamné¢jsim indolovym barvivem je indigo. K indolovym barviviim patii také
betalainy, které se v ptirodé vyskytuji v ¢ervenych, fialovych a Zlutych barvach. Jsou
obsazeny V klobouku muchomuirky ¢ervené, v bulvé fepy salatové nebo v kvétech kaktusu.
Podobné jako anthokyaniny se vyznacuji antioxida¢nimi vlastnostmi. 2 %

Pyranova barviva jsou ptfevazné zlutd, Cervena nebo modra. Jsou odvozena od

zakladniho skeletu flavanu. Rozdéluji se podle toho, od které zdkladni slouceniny jsou

vvvvvv
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pyranova barviva. 2 Flavony, isoflavony, flavonoly a anthokyaniny patii do skupiny
flavonoidii. V soucasné dobé je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stale se
nachazeji dal$i slouceniny. Pfirodni flavonoidy se nejCastéji vyskytuji ve formé
O-glykosidi, obsahuji tedy ve své molekule necukernou ¢ast (aglykon) a cukernou slozku.
Volné aglykony se vyskytuji pouze ziidka. V nékterych ptipadech (pii technologickém
zpracovani pti vysSich teplotdich a v kyselém prostiedi) miize dochazet k hydrolyze
glykosidi a wvzristu koncentrace aglykont. Flavonoidy jsou vyznamnou soucasti
antioxidacniho systému, zabranuji peroxidaci lipida, likviduji volné kyslikové radikaly a
prispivaji k ochrang DNA. %> 2 Flavony a isoflavony jsou pievazn& zlutd barviva. Patii
sem apigenin, ktery je pfitomny v petrzeli zahradni nebo v mifiku celeru. DalSim
zastupcem je genistin, ktery se diive vyuzival v barvaistvi. Flavonoly jsou v pfirodé velmi
roz§itené, patfi k nim i jedno z nejrozsifenéjSich barviv v pfirodé — oranzové-hnédy
kvercetin, ktery Ize izolovat z dubové kiiry nebo z chmelu obecného. %

Anthokyaniny jsou barviva, ktera jsou pfedmétem experimentalni ¢asti, proto jim
byla vénovana samostatnou kapitola.

Na obrazku 6 jsou znazornény zastupci vyjmenovanych skupin barviv.

Zdstupee pyrralovich bamiv -
chlaraiyi a
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Zdstupee karotenoidnich barmiv - karoten

O OH a
H
O Ty N | B
H
5 o
Zéstupce chinonovych barviv - Zastupce indolovych barviv -
alizarin ndigo
OH
__/"'
HO 0 o Zastupee indolovych barviv -
dpigenin
oH o

Obr. 6 Struktury vybranych rostlinnych pigmenti
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5 ANTHOKYANINY

Anthokyaniny patfi mezi dulezitd pfirodni rostlinnd barviva, kterd zpiisobuji
oranzovocervené¢ az modré zabarveni vysSich rostlin. Nachazi se predevsim v plodech,
kvétech a listech, ale mohou se vyskytovat i v kofenech, hlizach a stoncich. ?* Tvoii
nejvetsi skupinu ve vod€ rozpustnych pigmentt v rostlinné fiSi. Hraji dalezitou roli ve
fyziologii rostlin a vizualné ptitahuji opylovace. Bylozrava zvitata zivici se ovocem
hodnoti podle barvy jejich pozivatelnost a posuzuji stupeti zralosti. *2° ?° Barevnost t&chto
molekul byla poprvé zdivodnéna v roce 1939 Paulingem, ktery zjistil, Ze intenzitu jejich

zabarveni zpiisobuje rezonan&ni struktura flavyliového Kationtu (Obr. 7). %’

Obr. 7 Struktura flavyliového kationtu a jeho ¢islovani pro nazvoslovny popis substituce

Zakladni struktura anthokyanini je odvozena pravé od flavyliového kationtu. Po
chemické strdnce jsou anthokyaniny glykosylované nebo acetylglykosylované
anthokyanidiny. % Dosud je znamo 27 anthokyanidini, mezi Sest nejb&Zngjich patii
malvidin, cyanidin, pelargonidin, peonidin, petunidin a delfinidin (Tab. I1). %

Anthokyanint se piirodé nachazi obrovské mnozstvi, pficemz hlavnim rozdilem
mezi jednotlivymi typy je pocet hydroxylovanych skupin, povaha a mnozstvi sacharidd
vazanych na jejich strukturu. Mezi nejbéznéjsi sacharidy patii glukosa, dale galaktosa,
arabinosa, xylosa nebo rhammosa. ** % Nejb&znéji ptirozend se vyskytujici anthokyaniny

jsou 3-O-glykosidy a 3,5-O-diglukosidy. 2
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Tab. II Pfehled nejbéznéjSich anthokyanidini

Nazev Zkratka R1 R, R3 R4
Malvidin Mv -OCH3 -OCH3 -OH -OH
Cyanidin Cy -OH -H -OH -OH

Pelargonidin Pg -H -H -OH -OH
Peonidin Pn -OCHjs -H -OH -OH
Petunidin Pt -OH -OCH3 -OH -OH
Delfinidin Dp -OH -OH -OH -OH

5.1 Vyskyt, vlastnosti anthokyanini a jejich ptisobeni na lidsky organismus

Anthokyaniny se nachazi zejména v bobulovitém ovoci, granatovych jablkéch,
Cerveném zeli, ficich, v modrych hroznech Révy vinné ¢i v Cerveném ving, jsou tedy
vyznamnou soucasti stravy. Spole¢né s karoteny jsou anthokyaniny nejpouzivanéjsi
barviva v potravinaiském priimyslu. 24

Anthokyaniny patfi mezi pfirodni antioxidanty, které hraji dulezitou roli v prevenci
nervovych a kardiovaskularnich onemocnéni, Alzheimerovy choroby, diabetes a rakoviny.
Diivodem jejich antikarcinogenity je fakt, ze dovedou zachytit volné radikaly, které se
naslednd rozlozi do celé flavyliové struktury a jsou stabilizovany. 2*% Kromé vyse
vyjmenovanych pozitivnich u¢inki byla prokazana i1 antimikrobialni a protizanétliva
aktivita. 2 Vhodny zptisob stravovani a piijem potravin s vy$§im obsahem anthokyanint
by mohl pomoci pii prevenci rozmanitych chorob. V dne$ni dob¢ existuji i komeréné
dostupné potravinové dopliiky bohaté na anthokyaniny, napi. extrakty z bobulovitych
plodu (borivek, brusinek atd.). U anthokyanint byla dokonce prokazana vétsi antioxida¢ni
schopnost nez u vitamint C a E. %%

Uvadi se, Ze denni pfijem téchto latek ve Spojenych Statech Americkych je
12,5 mg/osobu. # Vyzkum provadény na dobrovolnicich ukazal, ze pies 98% pozitych
anthokyanini je v téle biotransformovéano a pouze necelé 2% je z téla vylouceno moci beze
zmény. % 1 pies znatny rozsah dostupné literatury o piiznivych G&incich anthokyanint
nebyly v zapadni mediciné nikdy pouzity ke standardnim lééebnym postuptim, avSak
potravinové dopliikky obsahujici velké mnoZstvi anthokyanint byvaji ¢asto doporucovany
jako 1éky podptrné. 2

Na pocatku 90. let 20. stoleti se vynaloZilo usili pouzit anthokyaniny jako ptirodni
potravinaiska barviva. Nevyhodou pro jejich pouZiti je vSak jejich nestabilita pfi pisobeni
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enzymu, svétla a kysliku, pfi vyrazném zvySeni a snizeni pH a pfi zvySeni teploty.
Anthokyaniny degraduji za vzniku chalkonu a nasledného rozkladu na fenolické kyseliny a
floroglucinaldehyd. DalSimi procesy probihajicimi v roztoku je kondenzace barviv
vzajemné mezi sebou a s dalsimi flavonoidy. Strukturni zmény maji poté pifimy vliv na
barvu pigmentd a kvalitu potravin. Rada kondenzovanych produkti je vzhledem k jejich
veétsi stabilité oproti nativnim anthokyaninim povazovéana za zajimavou alternativu pro
potravinafské barveni k umélym barviviim. 33

Anthokyaniny existuji v fadé¢ acidobazickych forem podle acidity roztoku. Pii
pH 1-4 dominuje barva Cervena, protoze se anthokyaniny nachéazi ve form¢ flavyliového
kationtu, pii pH 4-6 jsou anthokyaniny bezbarvé diky pievladajici ptitomnosti karbinolové
pseudobaze. Pti pH 7-8 jsou anthokyaniny fialové az modré, coZ je zplisobeno chinoidni
bazi. V zésaditém prostfedi dochdzi, jak jiz bylo zminéno, k otevieni heterocyklického
kruhu a k tvorb& Zlutého chalkonu a nasledné k degradaci anthokyanini. **

Anthokyaniny a dal$i pfirodni barviva mohou podléhat tzv. kopigmentaci.
Pfi tomto jevu dochdzi ke tvorbé komplexi pigmentl, bezbarvych organickych
molekul a/nebo kovovych iontti doprovazenych zménou barevného tonu nebo intenzity
barvy. Tento jev je Vv chemii potravin povazovan za velmi dulezity, protoze barva je
jednim zhlavnich faktord kvality vyrobku. Ne€které vyzkumy naznacuji, ze

kopigmentace anthokyanint s jinymi slouc¢eninami je hlavnim mechanismem stabilizace

barev u rostlin. %

5.2 Anthokyaniny ve viné
Jednim z hlavnich faktorti kvality vina je pfitomnost fenolickych skupin. Na
fenolické slozeni hrozni ma vliv mnoho faktori, napf. odriida hrozna, klimatické

podminky, kulturni ¢i technické procesy. VétSina anthokyaninl je nestabilni a béhem

vvvvvv
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N N e . o 33,34
tvorbé nove vznikajicich pigmenti.

Ve viné se mohou uskute¢iiovat kondenza¢ni reakce flavonoidii a anthokyanint
bud’ pfimo, nebo prostiednictvim acetaldehydu, pficemz reakce s acetaldehydem vedou ke
stabiln€jSim slouCenindm. DalSi moZnosti je kondenzace flavonoidii a anthokyanini se
slouéeninami o niz§i molekulové hmotnosti, napi. s Kyselinou pyrohroznovou,
glyoxylovou ¢i vinylfenolem. VSechny tyto reakce méni nejen barvu vina, ale zptisobuji

i zménu v jeho chuti (ovliviiuji trpkost a hotkost). ¥ %

21



Pyrohroznové kyselina i acetaldehyd jsou latky, které bézné¢ vznikaji v procesu
kvageni nebo oxidaci ethanolu, a predstavuje vice nez 90% celkového obsahu aldehydi. *°

Produkce acetaldehydu byla zaznamendna po celou dobu kvaseni, pti¢emz jeho
nejvyssi koncentrace byla naméfena v posledni Casti procesu kvaseni. Naopak produkce
pyruvatu dosahne maxima V prvnich dnech kvaseni a poté jeho koncentrace postupné
klesa. Je to zpisobeno tim, ze pyruvat je dilezity metabolicky meziprodukt v pozdéjsich
fazich fermentace a je tedy dale pfeménovan. 36,31

V Cerveném ving se ve velkém mnozstvi nachazi predevsim anthokyanin malvidin-
3-glukosid (dale jen Mv-3-Glu) a az 60% pritomnych pigmentt je odvozeno pravé od
Mv-3-Glu. Reakci Mv-3-Glu s kyselinou pyrohroznovou vznika  pigment
5-karboxypyranomalvidin-3-glukosid, oznaGovan jako vitisin A (Obr. 8) *® s absorpénim
maximem pii vinové délce 518 nm. * Vitisin A byl izolovan a identifikovan v roce 1997,

k identifikaci byla pouzita MS a nuklearni magnetické rezonance (NMR). 3

OCH, OCH;
O . _OH
.
HO Q 2, +
o OCH; 0 R 0CH,
L - -
LG A g1
oH Q. .~
+
COOH
HOGC\I”fCHZ
OH

Obr. 8 Vznik vitisinu A

Reakci Mv-3-Glu s acetaldehydem se tvoti pigment pyranomalvidin-3-glukosid,

oznatovan jako vitisin B (Obr. 9) *® s absorpénim maximem pii vinové délce 498 nm. *
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Obr. 9 Vznik vitisinu B

V tad¢ experimentalnich vyzkumi se acetaldehyd ¢i kyselina pyrohroznova ptidava
k modelové smési anthokyanini zamérné a v nadbytku, aby se zvySila produkce
vznikajicich barviv. V modelové smési Mv-3-Glu, peonidin-3-glukosidu (Pn-3-Glu)
a cyanidin-3-glukosidu (Cy-3-Glu) m¢l ptidavek acetaldehydu za nasledek vyraznou
zménu barvy vina, ktera se posunula smérem do fialova. Acetaldehyd pravdépodobné
reaguje jako elektofil v pozici ¢. 6 nebo ¢. 8. Je patrné, ze muze existovat mnoho typu
téchto polymert, protoze u anthokyaninli jsou ob¢ dvé pozice aktivni. Dale bylo zjisténo,
7ze Mv-3-Glu reaguje s acetaldehydem mnohem pomaleji, nez ostatni anthokyaniny
V ptipravené modelové smeési. 38

Kromé Mv-3-Glu se ve viné nachazi, ikdyZ v men$im mnozstvi, i Pn-3-Glu,
Cy-3-Glu ¢i petunidin-3-glukosid (Pt-3-Glu). Reakci s acetaldehydem a kyselinou
pyrohroznovou vznikaji odpovidajici pyrano a 5-karboxypyrano derivaty.

Dalsi dualezitou slozkou vina jsou organické kyseliny, mezi které patii
napt. kyselina octova, vinnd, jable¢na, citronova ¢i jantarova. Jejich koncentrace a pomér
mezi nimi je velmi dilezity, protoze ovliviiuji senzorické vlastnosti vina a jeho stabilitu.

Na rozdil od acetaldehydu a pyrohroznové kyseliny se po ptidavku vétstho mnozstvi téchto

organickych kyselin netvoii nové pigmenty. *°

5.3  Extrakce anthokyaninu a purifikace ziskanych extrakti
Nejpouzivangjsi extrakéni technika je extrakce rozpoustédlem. Anthokyaniny jsou
polarni latky, proto nejbéznéji pouzivana rozpoustédla jsou vodné smesi methanolu (dale

jen MeOH), ethanolu (dale jen EtOH) nebo acetonu. * Volba extrakéniho rozpoustédla je
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klicova pro u¢inné uvolnéni anthokyanini Z rostlinného materidlu nebo potravinovych
vzorkil. Nejpouzivangjii rozpoustédlo je MeOH. Rada studii uvadi, ze extrakce MeOH ma
mnohem v&tsi Gi¢innost neZ extrakce jinymi rozpoustédly. % Jeho oblibenost souvisi i s tim,
ze se jedna o kapalinu s nizkym bodem varu, kterou lze pti zkoncentrovani extraktu snadno
odstranit. V potravinaiském prumyslu se avSak dava prednost EtOH pied MeOH vzhledem
k jeho zdravotni nezavadnosti. V ovoci a zeleniné jsou anthokyaniny umistény v bunkéach,
které je nutné rozbit a anthokyaniny uvolnit. Z tohoto divodu se pouzivaji okyselena
rozpoustédla, Ktera umoznuji extrakci stabilni flavyliové formy. Nejcastéji pouzivanou
kyselinou je kyselina chlorovodikova, ktera ovSem muze zpusobit degradaci acylovanych
anthokyaninovych barviv. Degradaci lze zabranit pouzitim organickych kyselin, napf.
mravenc¢i, octovou, citronovou nebo vinnou, z nichz ale fada mize zptsobovat acylaci
anthokyanini. *®

Ve vétsingé piipadit je po extrakci dalSim krokem purifikace, protoze bézné
pouzivané extrakéni rozpoustédla nejsou pro anthokyaniny specifickd a soucasné se
extrahuji 1 jiné latky, jako jsou cukry, organické kyseliny, soli nebo bilkoviny. 24
Nejbéznéji pouzivanou metodou je extrakce tuhou fazi, kterd umoznuje pouziti riznych
fazi. Mezi nejbéznéji pouzivané faze patii C18, Sephadex ¢i Amberlit.

Pti pouziti Amberlitu se necistoty (napi. kyseliny, cukry) nejCastéji vymyvaji
okyselenou vodou, anthokyaniny se eluuji okyselenym MeOH. Princip ¢isténi na C18 je
stejny jako purifikace na Amberlitu. * Princip purifikace na Sephadexu se od C18 a
Amberlitu lisi, protoze se jednd o polarni sorbent. K eluci flavonoidnich latek se muze

vyuzit napf. smés vody a MeOH. Je doporucovéno purifikaci provadét opakovang. 2"

5.4 Frakcionace

Pod pojmem frakcionace je zahrnut postup, pii kterém dochazi k separaci
puvodniho vzorku na urcity pocet frakci, z nichz kazdd obsahuje rozdilny pomér
jednotlivych sloZzek ptivodniho vzorku. Ve frakcich by mélo byt jednodussi zastoupeni
jednotlivych slozek plvodniho vzorku. V idedlnim piipadé by méla kazda frakce
obsahovat jen jednu slozku pivodni smési. Tato prace je zaméfena na frakcionaci pomoci
sloupcové chromatografie, a proto je dale uveden piehled pouZitych postupil pro izolaci
anthokyanind z riznych materiala (Tab. 111.).

Uz v roce 1957 byla provedena frakcionace anthokyanini macesky velkokvété, a to
na celulosovém prasku Whatman B, kterym byla naplnéna sklenénd kolona o rozmérech

35 x 4 cm. Jako mobilni faze byla pouZzita smés butanolu, 36% kyseliny chlorovodikové a
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vody v poméru 5:1:4, v/v. Rozseparované anthokyaniny byly z kolony vymyty MeOH.
Zavérem autofi uvedli, Ze pouzity celulosovy prasek je pro frakcionaci vhodny, nicméné
neuvadi, které anthokyaniny byly separovany. *°

Podle Zhanga a kolektivu je velmi u¢inna frakcionace anthokyanini na Sephadexu
LH 20, kterym naplnili kolonu o délce 100 cm a priméru 2,6 cm. Zkoumanym materidlem
bylo 5 ml extraktu malin, ktery byl pied frakcionaci precistén pies Amberlit XAD 7. Byla
pouzita izokraticka eluce mobilni fazi slozené z vody, okyselenou 0,5% trifluoroctovou
kyselinou (dale jen TFA), a MeOH v poméru 7:3. Pritok mobilni faze ¢inil 0,3 ml/min.
Jednotlivé frakce byly shromazdovany frak¢énim kolektorem. Celkem bylo nasbirdno
7 frakci a podle odpovidajici relativni absorbance bylo zjisténo, Ze nejvice anthokyaninti se
nachazi ve frakcich ¢. 3 a 6. Analyzou pomoci HPLC/ESI-MS bylo zjiSténo, Ze hlavnimi
anthokyaniny v malinach jsou Cy-3-Glu a Cyanidin-3-Sophorosa (Cy-3-Soph). **

Podobné jako Zhang pouzila frakcionaci na Sephadexu LH 20 i Myjavcova
s kolektivem, tentokrat byl vSak frakcionovan vzorek zimolezu kamcatského. K extrakci
anthokyanina byla pouzita riznd rozpoustédla a sledovalo se, kterd maji nejveétsi extrakcni
schopnost. Jednotlivé extrakty byly poté naneseny na sklenénou kolonu o rozmérech
14 x 2 cm, jako mobilni faze byl pouzit MeOH o pratoku 1,4 ml/min. Celkem byly
nasbirany 4 frakce, které se odebiraly po 8 minutach. Jednotlivé frakce byly nasledné
analyzovany pomoci LC/MS. Bylo zjisténo, Ze nejvétsi obsah anthokyaninti byl ziskan pii
pouziti okyseleného MeOH jako extrak¢niho ¢inidla. Nékteré studie uvadéji, ze nejlepSim
¢inidlem je aceton, to vSak pfi tomto experimentu nebylo potvrzeno Na zékladé MS/MS
spekter byla identifikovana fada anthokyanind, nejéast&ji derivaty Cy a Pn. %/

Dalsim bézné pouzivanym sorbentem pro frakcionaci anthokyaninti je reverzni faze
(nejcastéji C18). Frakcionace probihala ve sloupci o rozmérech 23 x 1,5 cm. Na rozdil od
pfedchozich experimentii byla pouzita gradientova eluce, a to od 100% vody s 2%
ptidavkem kyseliny octové (dale jen HAc) do 100% MeOH, také s ptidavkem 2% HAc.
Byly nasbirany celkem 3 frakce, které se analyzovaly pomoci LC/MS. Ve frakci €. 1 se
vyskytovaly piedev§im neacetylované anthoKyaniny, zejména Mv-3-Glu. Ve frakci ¢. 2
bylo opét zaznamenano nejvice Mv-3-Glu spole¢né s jeho acetyl a coumaroyl derivaty.
Byly zde nalezeny i pyranoanthokyaniny, zejména pak vitisin B, acetylvitisin B a
coumaroylvitisin B. V posledni frakci se vyskytovaly méng polarni latky. **

Frakcionaci anthokyaninll 1ze provadét i na gelovych sorbentech. Alcalde-Eon a
kolektiv frakcionovali Cervené vino z Portugalska na Toyopearl HW-40 (s) gelu, ktery

umistili do kolony o délce 20 cm a priméru 1,5 cm. Jako mobilni faze byl pouzit 95%
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EtOH, kterym eluovala vétSina anthokyaninti Celkem bylo nasbirdno 7 frakci. Pfedb&zna
LC analyza s detektorem diodového pole (DAD) ukdzala, ze frakce ¢. 1-4 mély podobné
UV/VIS spektra, chromatogramy a retencni ¢asy jednotlivych pikii byly shodné. Dalsi
shodnost se projevila ve frakcich ¢. 5-7. Pro zjednoduseni se nasledujici frakce spojily do
frakce A (1-4) a frakce B (5-7). Na zaklad¢ LC/MS analyz bylo zjisténo, Ze ve frakci A se
nachazely pfevazné pyranoanthokyaniny, ve frakci B kondenzaty anthokyanint a dalSich
flavonoli. Vyhodou frakcionace je umoznéni detekce i méné zastoupenych anthokyanint
(napt. derivati peonidinu), které jsou obtiznéji detekovany v pfitomnosti majoritnich
anthokyanind (u vina napf. derivati malvidinu). 43

Kromé sloupcové chromatografie se muze Kk frakcionaci vyuzit i protiprouda
chromatografie (MLCCC). Princip této metody je zaloZen na udrzeni kapalné stacionarni
faze na teflonové trubici pomoci vysoké odstfedivé sily. Podminkou je pouziti

nemisitelnych mobilnich fazi. **

Tab. 111 Pfehled podminek pro frakcionaci anthokyanini

Stacionarni Mobilni faze Typ Rozméry Pritok | Literarni
faze vzorku | kolon, délka x | [ml/min] zdroj
prumér [cm]
celulosovy Butanol + 36% maceska 35x4 X 40
prasek HCI + H,0 velkokvéta
Whatman B vV poméru 5:1:4
Sephadex H,0 (+0,5% maliny 100 x 2,6 0,3 41
LH 20 TFA) + MeOH
V poméru 7:3
Sephadex MeOH zimolez 14 x 2 1,4 27
LH 20 kamcatsky
RP - C18 H20 (+ 2% HAC) | Cervené 23x15 2,8 42
— MeOH (+ 2% vino
HAC)
ID Toyopearl 95 % EtOH cervené 20x 1,5 0,2 43
® HW-40 (s) vino
gel

Pozn.: symbol ,,—* znazoriiuje gradientovou eluci
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Jednotlivé frakce obsahuji pomérné velké mnozstvi rozpoustédla, proto je tfeba
rozpoustédlo odstranit a frakce zkoncentrovat. Nejbéznéji se pro odstranéni nadbyte¢ného
rozpoustddla pouziva vakuova rotacni odparka. *°® Ve vé&tsing piipadl se nasledns frakce
lyofilizuji. Takto vzniknou ¢isté a koncentrované frakce piipravené ke kontrole slozeni a

dal$im experimentim.

5.5 Moznosti identifikace

Diive mezi nejcastéji vyuzivané metody k identifikaci anthokyanini patfila
UV/VIS spektroskopie, protoze se jedna o metodu levnou a rychlou. Diky témto vyhodam
je metoda vyuzivdna 1 v soucasnosti. VSechny aglykony flavonoidi poskytuji dvé
absorp¢ni maxima, a to pii 240-285 nm a 300-550 nm. Hodnoty maxim jsou zavislé na
struktuie jednotlivych typt flavonoidi a uvnitf téchto skupin plati, ze jednoduché
substituenty (napf. methylova nebo hydroxylova skupina) zptisobi v postaveni maxima jen
minimalni zmény. 40
Srozvojem instrumentalnich technik se do popfedi dostdvda hmotnosti

spektrometrie. *

MS analyza je provaddéna pro objasnéni struktury anthokyaninli 1 pro
studium jejich pfemén béhem vyroby a skladovani potravin. Jednostupniova MS analyza
v kombinaci s UV detekci slouzi piedev§im k potvrzeni ptitomnosti anthokyanind. Pro
identifikaci neznamych barviv je optimalni pouziti tandemového hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozliSenim a moznosti méfeni piesné a spravné hmotnosti
(informace o elementarnim slozeni). *® %

Mezi nejbéznéji pouzivanou metodou ionizace je ESI, kterou vyuzil napt. Wu
s Priorem pii analyze 40 druht potravin. %° Daldi moZnosti je vyuZiti nanoelektrospreje
(nanoESI). Hlavni vyhodou oproti konven¢ni ESI je vyssi citlivost a mensi spoticba
davkovaného vzorku. *® Mezi povrchvé techniky studia anthokyanint patii MALDI a
desorpcni elektrosprej (DESI). Pro analyzu anthokyaninii byla technika MALDI pouZita
poprvé v roce 1999. *° O rok pozdgji, v roce 2000, vyuzil Wang se svym tymem MALDI-
TOF-MS pro identifikaci anthokyanin v borGvkach. Podle autort byla jedna z hlavnich
vyhod této metody kratka analyza, jeden vzorek byl proveden cca za 4 minuty. *’ Metoda
DESI nabizi pfimou analyzu vzorki bez sloZité ptipravy a piecisténi, proto byva pouzZivana
Vv fadé¢ aplikaci — analyza 1écCiv, drog ¢i vybusnin. Analyzu anthokyanini ve vin¢, smési vin
a riiznych druht bobuli pomoci desorpéniho nanoelektrospreje (nanoDESI) poprvé pouZila

Hartmanova s kolektivem v roce 2010. *°
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NMR se pouziva nejen k identifikaci anthokyanint, ale také ke studiu reakénich
produktti s dal$imi slouc¢eninami. Oproti MS poskytuje detailni informace o struktufe
anthokyanini. 2* VyuZivd se jak jednodimenziondlnich H; NMR spekter, tak i
dvoudimenzionalnich (napt. COSY). Na zakladn¢ NMR spekter byl napf. navrzen
mechanismus kondenzace Mv-3-Glu, resp. Mv-3-coumaroylglukosidu s pyrohroznovou

kyselinou. **
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6 CILE PRACE

1. Vybér vhodnych sorbentli umoziujicich frakcionaci Cervenych vin obohacenych
malymi reaktivnimi molekulami indukujicimi tvorbu kondenzovanych barviv

2. Testovani vybranych sorbentii

3. Studium anthokyaninovych barviv a produkti jejich kondenzace v ziskanych
frakcich tandemovou vysokorozlisujici hmotnostni spektrometrii a jeji kombinaci

S ultrauc¢innou kapalinovou chromatografii (UPLC/ESI-MSZ)
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7 MATERIAL A METODY
7.1  Chemikalie a sorbenty

Redestilovana voda (deioniza¢ni stanice Milipore, Molsheim, Francie), methanol
(HPLC grade, Fisher Scientific, Nizozemi), dimethylsulfoxid (p.a., Sigma-Aldrich, USA),
acetonitril (HPLC grade, J. T. Baker, Nizozemi), kyselina mravenci (p.a., Sigma-Aldrich,
Némecko), leucin-enkefalin (p. a., Sigma-Aldrich, USA), ptecistény moisky pisek

Béhem prace byly pouzity chromatografické sorbenty: Sepra SDB-L (d, = 95 pum,
255 A), silikagel 60 (d, = 15-40 um, Merck, Némecko), Amberlit XAD 16 (20-60 mesh,
100 A, Sigma-Aldrich, Francie), LiChroprep RP-18 (d, = 40-63 um, Merck, Némecko)

7.2  PouZité pristroje

UV/VIS spektrometr (Lambda 25, Perkin Elmer, USA), hybridni hmotnostni
spektrometr Q-TOF Premiere (Waters Corporation, Milford, USA), ultraa¢inny kapalinovy
chromatograf (UPLC, Acquity, Waters Corporation, Milford, USA), vyskokouc¢inny
kapalinovy chromatograf (Knauer, Némecko), MPLC systém Bioline (Knauer, Némecko),
lyofilizator (Christ, Alpha 1-2 LD plus, Némecko), centrifuga (Mikro 120, Némecko)

7.3 Parametry pouzitych kolon

Pouzdra pro semipreparativni experimenty:

1. sloupcova sklenéna kolona, L =16 cm, d =2 cm

2. Bioline (Knauer, Némecko), L=14,5cm,d =2 cm

Analyticka kolona pro ultrau¢innou chromatografii:

kolona Acquity UPLC BEH C18 (Waters, USA), 100 x 2,1 mm, dp=1,7 zum

7.4 Pouzité stacionarni a mobilni faze

Piehled pouzitych stacionarnich (SF) a mobilnich fazi (MF) je uveden v tabulce IV.
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Tab. IV Piehled pouzitych stacionarnich a mobilnich fazi*

SF MF A MF B
SDB-L 5% HCOOH ve vodé¢ 5% HCOOH v methanolu
Silikagel (HILIC) | 5% HCOOH v acetonitrilu 5% HCOOH v
60% acetonitrilu+ 40% vody
Amberlit 5% HCOOH ve vodé 5% HCOOH v methanolu
RP C18 0,1% HCOOH ve vodé 0,1% HCOOH v
50% vody + 50% acetonitrilu

* roztoky jsou ptipravovany smichanim jednotlivych slozek v objemovych pomérech

7.5  Priprava vzorku

K frakcionaci byly pouZity dva vzorky — cervené vino Cabernet Moravia (roc.
2010) s pridavkem acetaldehydu a ¢ervené vino Cabernet Moravia (ro¢. 2010) s pridavkem
pyrohroznové kyseliny. Tato vina byla piipravena v laboratofich Ustavu poskliziiové
technologie zahradnickych produktt, Zahradnickd fakulta v Lednici, Mendelova
zem&délska a lesnicka univerzita v Brn€. Do mladého vina byl pfidan acetaldehyd, resp.
pyrohroznova kyselina v mnoZstvi, které poskytlo finalni koncentraci 4 g/l. Cast
piipraven¢ho vina obohaceného kyselinou pyrohroznovou byla odebrana po
8 meésicich zrani a lyofilizovana. Vzorek s ptfidavkem acetaldehydu byl odebran a
lyofilizovan po 12 mésicich zrani. Doby odbéru a lyofilizace tohoto vétSiho mnozstvi
obohacenych vin byly voleny na zakladé pifedbézné LC/MS kontroly, pii které bylo
zjisténo, ze pievazna ¢ast anthokyaninti byla pfeménéna na kondenzovana barviva a obsah
nativnich anthokyanini je velmi maly. Odebrany vzorek byl zfiltrovan a supernatant byl
lyofilizovan a skladovan v mrazicim boxu. K frakcionaci bylo navazeno 10 mg
lyofilizovaného supernatantu, ktery byl rozpuStén v 1 ml mobilni fize A (dle druhu

experimentu, viz Tab. IV.)

7.6  Priprava sloupcové kolony

Kolona byla vzdy plnéna metodou na mokré cesté, suspenze byla pfipravena
smichanim dané stacionarni faze s MeOH. Po dokonalém usazeni faze v koloné bylo na
vrchni ¢ast stacionarni faze aplikovano malé mnozstvi precisténého moiského pisku, aby
béhem frakcionace nedochazelo k viteni sorbentu.

Ptiprava kolony v systému Bioline zahrnovala sestaveni spodni a horni frity a feruli
pro pfipojeni spojovacich kapilar. Po naplnéni kolony sorbentem a jeho usazeni byla
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pfipojena a adjustovana horni frita. Jednotlivé ¢asti systému Bioline pied a po jeho

sestaveni ukazuje Ptiloha 1.

6.6  Priabéh frakcionace v klasickém sloupcovém usporadani

Po promyti sloupce sorbentu mobilni fazi A byl nanesen ptipraveny vzorek. Vzorku
s acetaldehydem bylo aplikovano 0,6 ml, vzorku spyruvatem 1 ml. Byla pouzita
gradientova eluce od 100% MF A zvySovanim obsahu slozky B jak je pro jednotlivé
systémy uvedeno v tabulce IV. Béhem frakcionace byly pravidelné¢ odebirany frakce
0 objemu 6 ml. U kazdé nasbirané frakce bylo zméfeno UV/VIS spektrum, na zakladé
spekter byly vybrany vhodné frakce k nasledné analyze (podle barevného profilu).
Vybrané frakce byly ¢astecné odpafeny dusikem a nasledné lyofilizovany. Lyofilizovany
materidl byl pred analyzou skladovan v mrazicim boxu. Dle pouzité identifikacni

analytické metody se vzorky rozpustily ve vhodném rozpoustédle (viz nize).

7.8 Parametry hmotnostniho spektrometru Q-TOF Premier
Napéti na sprejovaci kapilate: 3,2 kV

Teplota iontového zdroje: 120 °C

Teplota desolvata¢niho plynu: 150 °C

Kolizni energie: 5-70 eV (podle typu experimentu)

Doba skenu: 0,2 s

Interscan delay: 0,02 s

Prutok zmlzovaciho plynu: 30 I/hod

Prutok desolvata¢niho plynu: 450 I/hod

7.9 Parametry semipreparativniho chromatografu Smartline Knauer

Cerpadlo: Smartline Pump 1000

UV detektor: 490 nm

PDA detektor: 200 — 500 nm

Gradient: 0-60 min: od 100% H,O okyselené 0,1% HCOOH do H,O:ACN 1:1 (v/v)
okyselené 0,1 % HCOOH

Priitok: 4 ml/min

Velikost smycky: 250 pl
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8  DISKUZE A VYSLEDKY
8.1  Vzorek vina obohaceny acetaldehydem
8. 1. 1 Frakcionace na sorbentu Sepra SDB-L

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného acetaldehydem na sorbentu Sepra SDB-L
bylo nasbirano celkem 19 frakci. Z obrazku 10 lze vycist zavislost absorbance pii vinové
délce 500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a elu¢nich objemech. K blizsi analyze

frakci byla pouzita ptima infuze vzorku do ESI-MS.

Frakcionace acetaldehydového vzorku na SDB-L

1,2

1 — 100 _

=

g 0,8 jf B0 =

-.E; 06 - 60 E

'En,x; - 40 2
0,2 - 20

o]
]

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 I A bsorbance
| | | | | | | Cisla frakci | | | | | | | e (Sradient MF

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 B4 90 96 102108114

Eluéni objem [ml]

Obr. 10. Graf zavislosti absorbance na jednotlivych odebranych frakcich a elu¢nich

objemech

K pfimému nastiiku do MS byly vybrany frakce ¢. 1, 10, 13 a 16. Po lyofilizaci
byly frakce rozpustény v 1 ml smési MeOH a dimethylsulfoxidu (dale jen DMSO)
v poméru 9:1 (V/V).

Na obrazku 11 jsou znazornéna MS spektra vybranych frakei. Spektra jsou
poskladana tak, jak byla odebirana a jsou vztazena na jednotnou intenzitu
1,8 - 10° imp. Frakce ¢&. 13 piedstavovala frakci s nejv&tsim mnozstvim anthokyaninovych

latek, naopak frakce ¢. 16 neobsahovala témet Zadné.
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Obr. 11 MS spektra frakci ¢. 1, 10, 13 a 16 ziskanych pii separaci vVzorku vina

obohaceného acetaldehydem na sorbentu Sepra SDB-L
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Na obrazku ¢. 12 1ze vidét vyiez MS spektra frakce ¢. 1. Nachézi se zde ion o m/z
517,1568, ktery byl na zidklad¢ jeho kolizniho spektra (Obr. 13) identifikovan jako

vitisin B. Odchylka od teoretické hodnoty je 42,9 ppm, tuto chybu je mozné ptipsat

nedostatecnému poméru signal/Sum. V koliznim spektru je ovSem patrné odstépeni
glukosy (odpovida ztraté¢ 162,0730) za vzniku aglykonu o m/z 355,0838. Nasledn¢ doslo
k odstépeni neutralni ¢astice o m/z 16,0365 (ztrata methanu) a 27,9869 (ztrata karbonylu)

za vzniku iontu 0 m/z 311,0604. Fragmentace vitisinu B je vidét na obrazku 14 (uvedené

m/z odpovidaji naméfenym hodnotam).

ving-CM-acetaldenyd-frakcionace-3-frakce 1133 (2.989) Cm (11:133)
431.1762

1. TOF M3 ES+
614.5530. 1.64e4

1004 571.1365
£31.1203
575.6325
532.1386
424.5372 613.2167
439.0991
& 467.1643 533.0803 603.7130
481.2137 5171568 : £53 1274 503.4079
501.1669 " 588.7914
5492306 || o
420 430 440 @ 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 500 600 610
Obr. 12 Vyiez MS spektra frakce ¢. 1
vino-CM-acetaldehyd-frakcionace-3-frakce 1-fragment 517-531-571-689 22 (2.065) Cm (3:30) 2. TOF MSMS 517.10ES+
355.0838 508
100+
339.0473
=)
il
25 | 608
26132 311.0604
. -162 B17.37T21
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98.1052 137.0673 186.9596.202.0237 > 4853543 516 4504 18
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Obr. 13 Kolizni spektrum vitisinu B
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Obr. 14 Struktura vitisinu B a jeho vzniklé fragmenty

Za zminku stoji ion o m/z = 531,1293 Z jeho kolizniho spektra Ize vycist ztrata
glukosy (odpovidda hmoté 162,0339) za vzniku aglykonu. Nasledovaly ztraty o m/z
16,0272 (ztrata methanu) a 27,9977 (ztrata karbonylu) za vzniku fragmentu
0 m/z 325,0705. Na zaklad¢ kolizniho spektra byl tento anthokyanin piedbézné
identifikovan jako 5-methylpyranomalvidin-3-glukosid (v literatufe také oznacovan jako
Mv-3-Glu-aceton **). Odchylka od teoretické hodnoty je 39,7 ppm. Jeho kolizni spektrum
lze vidét na obrazku 15, jeho strukturu a vzniklé fragmenty na obrazku 16 (uvedené m/z

odpovidaji namétené hodnot¢).

369.0954

279080750z 1444
235 uN

531.3170
505 0895
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Obr. 15 Kolizni spektrum anthokyaninu 5-methylpyranomalvidin-3-glukosidu
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Obr. 16 Struktura 5-methylpyranomalvidin-3-glukosidu a jeho vzniklé fragmenty

Dalsim vyraznym iontem ve frakci ¢. 1 je ion o m/z 571,1365. Nejprve doslo

k odstépeni fragmentu o m/z = 31,9893 za vzniku iontu 0 m/z = 539,1472. Nasledné doslo

opét k odstépeni glukosy za vzniku iontu 0 m/z 377,0590 (obr. 17). I pies kvalitni kolizni

spektrum se tuto latku zatim nepodafilo identifikovat.

ving-CM-ac étaldeinyd-rakconace-2-frakce 1-fragment 517-531-571-689 6 (0.560) Cm (2.30)
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Obr. 17 Kolizni spektrum iontu 0 m/z 571,1365
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Frakce ¢. 13 ptedstavovala druhou intenzivni barevnou zénu s obsahem mnoha
iontll - za pozornost stoji ionty o m/z = 631,0731; 705,1183 a 779,1384. Kolizni spektrum
iontu m/z 631,0731 (resp. 631,4417) lze vidét na obrazku 18, iontu m/z 705,1183 (resp.
705,3138) na obrazku 19 a iontu m/z 779,1384 (resp. 779,2995) na obrazku 20. U vSech tii

zminovanych iontt doslo nejprve k odstépeni neutralni ¢astice o hmotnosti o0 156.
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Obr. 18 Kolizni spektrum iontu o0 m/z 631,0731

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace-3-frakce 13 fragment 506-631-705-779 & (0.752) Cm {2:30) 4: TOF MSMS 705.10ES+
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Obr. 19 Kolizni spektrum iontu o m/z 705,1183
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Obr. 20 Kolizni spektrum iontu o m/z 779,1384

Ve frakci ¢. 13 byly dale fragmentovany ionty o vy$Sich hodnotach m/z (927,1631;
1003,2050; 1077,2263; 1151,2543; 1209,3108 a 1283,3436). | pies to, ze intenzita
rodicovskych iontii byla dostatecnd a hodnota kolizni energie byla optimalizovana
v sirokém rozsahu (30-70 eV), se nepodafilo ziskat kvalitni kolizni spektra. Zajimavé je, Ze

mezi pfitomnymi ionty dochazi k pravidelnému pfirastku hmoty o m/z 74 (obr. 21).
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Obr. 21 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 13
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8.1.2 Frakcionace na silikagelu v systému HILIC

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného acetaldenydem na silikagelu v systému
HILIC bylo nasbirano celkem 27 frakci. Doslo k vytvofeni pouze jedné barevné zony,
kterou ptedstavuje frakce ¢. 2. Kblizsi charakterizaci byla pouzita UPLC/MS, kolizni
spektra byla ziskana ptimou infuzi vzorku do ESI-MS.

Kanalyze byly vybrany frakce ¢. 2, 7, 13 a 21. Po lyofilizaci byly frakce
rozpustény v 1 ml vody s 5% HCOOH (v/v).

Na obrazku 22 jsou vyneseny chromatogramy vybranych frakci pii vinové délce

500 nm potizené metodou UPLC/MS.

frakcionace na HILIC, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-acetaldehyd-frakcionaced-HILIC-frakce2a 4: Diode Array
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Obr. 22 Chromatogramy vybranych frakci
Na obrazku 23 jsou zndzornéna MS spektra frakci ¢. 2, 7 a 21 pofizena pfimym

nastiikem do MS. Spektra jsou poskladana tak, jak byla odebirdana a jsou vztaZzena na

jednotnou intenzitu 6,5 - 10%imp.
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Obr. 23 MS spektra frakci ¢. 2, 7 a 21 ziskanych pti separaci vzorku vina obohaceného
acetaldehydem na silikagelu v systému HILIC
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Na obrazku 24 je znazornén vyiez z MS spektra frakce ¢. 2 pofizeného béhem
UPLC/MS analyzy (suma spekter mezi 2— 4 minutou). Nachazi se zde ion o m/z 453,7794,

ktery se vyskytuje v kazdé frakei, jedna se o balastni ion.

frakcionace na HILIC, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace8-HILIC-frakce2a 2209 (3.950) Cm (133:231-(241:249+113:124)) 1 TOF MS ES+
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Obr. 24 Vyiez hmotnostni spektrum frakce ¢. 2 potizené béhem UPLC/MS

Ve frakci ¢. 2 se nachazi ion 0 m/z 531,0662, ktery se nevyskytuje v zadné jiné
frakci (Obr. 25). Jeho fragmenta¢ni (MS/MS) spektrum pofizené piimym nasttikem do MS
je totozné se spektrem iontu 531,1293, ktery se vyskytoval pii frakcionaci na SDB-L, bude
se tedy jednat pravdépodobné o totozny anthokyanin, a to 5-methylpyranomalvidin-3-
glukosid nebo jeho izomer 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid (Obr. 26). Odchylka od
skute¢né hodnoty ¢ini 158,4 ppm, tuto hodnotu Ize pfipsat malému odstupu signalu od
Sumu. Ztratu glukosy z iontu 531,0662 potvrzuji i doplijici experimenty UPLC/MS?Z.
V koliznim spektru po chromatografické separaci je ion 369,1058 rovnéz patrny, prestoze

jeho intenzita je nizsi.
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frakcionace na HILIC, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace8-HILIC-frakce2a 1. TOF MS ES+
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Obr. 25 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z 531,0662

OCH;4
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= OH - OH
.
HO 0 . |
S OCH-, HO Qo
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Oz H -— 0. - O _H
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CH:  Ho H COOH 4 H
H-5 0T OH
A) OH Bl H™ 0

Obr. 26 Struktura A) 5-methylpyranomalvidin-3-glukosidu a jeho izomeru

B) 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosidu

Taktéz ion 559,1144 se vyskytuje pouze v prvni frakci (Obr. 27). Pii jeho

fragmentaci vznikl pouze jeden fragment o m/z = 355,0488, coz odpovida ztraté hmoty

204,0656. Tato ztrata muze odpovidat acetylglukose. Tento anthokyanin se vyskytoval

témét ve vSech acetaldehydovych vzorcich a porovnanim vSech fragmentacnich spekter byl

tento ion identifikovan jako acetylvitisin B (obr. 28, uvedené hodnoty m/z odpovidaji

naméfenym hodnotdam). Odchylka od skute¢né hodnoty &ini 55,1 ppm. Ze jde o derivat

vitisinu B, potvrzuje pravé ion 355,0488, ktery vznika jeho fragmentaci.
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frakcionace na HILIC, frakce rozpustena v H20 okys
vino-CM-acetaldehyd-frakcionaces-HILIC-frakce2a
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Obr. 27 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 559,1144
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Obr. 28 Struktura acetylvitisinu B a jeho vznikly fragment

Poslednim intenzivnim iontem, ktery lze nalézt pouze v prvni frakei je

ion 0 m/z = 603,0984 (Obr. 29). Kolizni spektrum neposkytovalo mnoho fragment,

fragmentem o nejvéEtsi intenzité byl ion o m/z 399,0729. Opét doslo ke ztraté acetylglukosy

0 hmot¢ 204,0255. Anthokyanin se vyskytoval jak v acetaldehydovych, tak pyruvatovych

vzorcich a porovnanim vice fragmentacnich spekter byl ion identifikovan jako

acetylvitisin A (obr. 30, uvedené hodnoty m/z odpovidaji namétenym hodnotam, odchylka

od teoretické hodnoty je 60,7 ppm).
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frakcionace na HILIC, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-acetaldenyd-frakcionaces-HILIC-frakce2a 1: TOF MS ES+
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Obr. 29 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 603,0984
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Obr. 30 Struktura acetylvitisinu A a jeho vznikly fragment

0
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CH,

Chromatogramy pofizen¢ béhem UPLC/MS analyzy a MS spektra ukazuji, ze
silikagel v systému HILIC neni pfili§ vhodny pro frakcionaci barviv vznikajicich
kondenzaci anthokyanini s acetaldehydem, protoze barevné latky, které jsou objektem

zajmu této studie eluuji v prvnich frakcich a jejich retence je pomérné slaba.
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8.1.3 Frakcionace na sorbentu Amberlit XAD 16

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného acetaldehydem na sorbentu Amberlit

XAD 16 bylo nasbirano celkem 58 frakci. Z obrazku 31 lze vycist zavislost absorbance pii

vlnové délce 500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich objemech. Podobné

jako u frakcionace na SDB-L doslo k vytvofeni dvou barevnych zon (absorbance > 0,1).

LAY

r

infuzi do ESI-MS.

Absorbance

=
[

Frakcionace acetaldehydového vzorku na amberlitu

100

J 80
A )
/_/_/-/ 40
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Methanol |

f 30 102 180 216 240 264 288 312 336

Eluéni objem [ml]

Obr. 31 Graf zavislosti absorbance na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich

objemech

K analyze byly vybrany frakce ¢. 2, 30, 45, 49 a 55. Po lyofilizaci byly frakce

rozpustény v 1 ml mobilni faze A (tj. 5% HCOOH v H,0, v/v).

Na obrazku 32 jsou vyneseny chromatogramy vybranych frakci pfi vinové délce

500 nm potizené metodou UPLC/MS.
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Obr. 32 Chromatogramy vybranych frakci

Na obrazku 33 jsou znazornéna MS spektra frakci €. 2, 45 a 49 poftizena primym
nastiikem do MS. Spektra jsou sefazena tak, jak byla odebirdana a jsou vztazena na
jednotnou intenzitu 6,75 - 10* imp. Frakce &. 30 a &. 55 predstavovaly ,,svétlé zony“ a
nevyskytovala se v nich zadna anthokyaninova barviva. Obrazky 32 a 33 ukazuji, Ze na
Amberlitu XAD 16 dochéazi k predfrakcionaci vzorku (posun maxima profila

v chromatogramech méfenych pii A=500 nm a v MS spektrech).
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Frakcionace acetaldehydu, amberlit
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Obr. 33 MS spektra frakei €. 2, 45 a 49 ziskanych pti frakcionaci vzorku vina obohaceného
acetaldehydem na Amberlitu XAD 16
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Obrazek 34 ukazuje profil latek v jednotlivych frakcich eluujicich pfi UPLC
chromatografii mezi 2-5 minutou. Spektra jsou sefazena tak, jak byla odebirana a jsou
vztazena na jednotnou intenzitu 7,79 - 10% imp. Je patrné, Ze diive eluujici frakce obsahuji
vétsi mnozstvi nizkomolekuldrnich latek. Naproti tomu pozdéji eluované frakce a zejména
frakce ¢. 49 obsahuje zfetelné¢ vyS$i mnozstvi barviv ptiblizné v rozsahu molekulovych
hmotnosti od 350 do 850 Da. Rozdily v odezvach mezi frakcemi 45 a 49 v analyzach
pfimym nastiikem a po UPLC je mozno vysvétlit rozdilnym vlivem matrice a/nebo

nevratnym zachycenim nékterych slozek vzorku stacionarni fazi.
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frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
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Obr. 34 Hmotnostni spektra frakei €. 2, 45 a 49 potizené béhem UPLC/MS analyzy
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Na obrdzku 35 je zndzornén vyiez z MS spektra frakce ¢. 2 pofizené¢ b&hem
UPLC/MS analyzy. Opét se zde nachazi ion o m/z 453,7839, ktery se vyskytuje v kazdé

frakci, pravdépodobné se bude jednat o balastni ion.

frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
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Obr. 35 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 2 potizené béhem UPLC/MS analyzy

Ve frakci ¢. 2 stoji za povSimnuti ionty o m/z 517,0350 a 559,0231, které
odpovidaji vitisinu B (Obr. 14) a jeho acetylderivatu (Obr. 28). Vyskytuji se zde ale
pomérné¢ v malych intenzitich, ve frakci ¢. 49 jejich mnozstvi vzrostlo piiblizné¢ na
Sestinasobnou hodnotu. Frakce 2 tedy obsahuje jednoduché pyranoanthokyaniny, jejichz
separace od ostatnich barviv eluujicich v dalsich frakcich vSak neni dosazeno.

Detailni identifikace iont ve frakcich 45 a 49 nebyla provedena, avSak vysledky
ziskané¢ na zdklad¢ frakcionaci na Amberlitu jsou pro komplexni studium latek
vznikajicich reakci acetaldehydu s anthokyaniny dobrym zakladem. Ve spektru frakce
¢. 45 (Obr. 36) se vyskytuje skupina ionti m/z = 349, 331, 303 a 259, které ndpadné
pfipominaji ionty nalezené ve starsi praci > vénované studiu stability razovych vin. lon
s hodnotou m/z 349 je zde popisovan jako adukt malvidinu s vodou, resp. odpovidajici
chalkon. Analogicky je tedy mozné nasledné odvodit naptiklad pro ion m/z 393 strukturu
odpovidajici aduktu svodou a acetaldehydem, resp. vice molekulami acetaldehydu
(Obr. 36). Vysledky jsou pfedbézné a nejsou zatim potvrzeny méfenim piesné a spravné

hmotnosti.
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Frakcionace acetaldehydu, amberlit
9-45-ionty-303-333-347-primy-nastrik 10 (1.516) Cm (2:45)
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Obr. 36 Vytez MS spektra frakce €. 45 se vzniklymi adukty

Frakce €. 49 piedstavovala nejintenzivnéj$i barevnou zoénu s mnoha anthokyaniny.

Na obrazku 37 je znazornén vyiez MS spektra pofizené béhem UPLC/MS analyzy (suma

spekter v oblasti 2-5 min). Ve spektru je mozno pozorovat sérii iontd liSici se o m/z 14 a

resp. m/z 44 (vyznaceno modie).

frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace9-amberlite-frakce49 247 (4.270) Cm (132:255-(269:299+585:120)) 1. TOF MS ES+
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1004
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— i4
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Obr. 37 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 49 pofizené béhem UPLC/MS analyzy
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V MS/MS spektru je patrny také ion 519,3, ktery byl pfipsan aduktu Mv-3-Glu
s jednou acetaldehydovou skupinou. S vétsi intenzitou v MS spektru je pozorovan i ion
S lichym poctem elektronti (radikal) s hodnotou m/z 518.3. Pii fragmentaci téchto iontl
(izola¢ni Sitka na kvadrupdlu ~ 2 Da) jsou jednoznacné pozorovany fragmenty 357,0864 a
356,0960, odpovidajici odstépeni dehydratované glukosy (Obr. 38). Odchylka od
teoretické hodnoty je u téchto fragment 30,8 ppm a 18 ppm. U rodi¢ovskych iontl je
odchylka od teoretické hodnoty vyssi, coz muze souviset s nedostate¢nym rozlisenim od
balastnich iontd. Struktura a vnikly fragment je znazornén na obrazku 39. Anthokyanin se
nachazi zejména ve frakcich 49 a 55, ve stopach ve frakci 45, zcela chybi ve frakcich €. 2 a

30 (Obr. 40).

Frakcionace acetaldehydu, amberlit
9-49-ionty-504-518-562-620-primy-nastrik 23 (4 604) Cm (129) 3 TOF MSMS 518 34ES+
100+ 356.0960 280

89.0513
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3550995
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™~ ke

72.9362 177.1261

202.3848 357.9996 518.2057
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Obr. 38 Kolizni spektrum Mv-3-Glu s jednou acetaldehydovou skupinou

OCH; OCHj
' CH' OH
_CH; s OH P =
HO ) HO 0}
S OCH, R OCH4
-162,2
= » ™ on
OH 0.H OH
o \eH
H
_ miz = 356,
miz = 518,3 HO-A Ay
H™oH

Obr. 39 Struktura radikal-kationtu anthokyaninu Mv-3-Glu s jednou acetaldehydovou

skupinou a jeho vznikly fragment
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frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys

vino-ChM-acetaldehyd-frakcionace9-amberlite-frakce2 1: TOF MS ES+
5 i
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Obr. 40 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 518,3

Dalsim fragmentovanym iontem byl 562,3. Na obrazku 41 je znazornéno jeho
kolizni spektrum, kde se nachéazi i ion 563,3. S vétsi intenzitou je v MS spektru opét
pozorovan ion s lichym poc¢tem elektronti. Pti fragmentaci téchto iontt (izola¢ni Sitka ~ 2
Da) jsou jednoznac¢né pozorovany fragmenty 401,0928 a 400,0892 odpovidajici odstépeni
dehydratované glukosy. Struktura této glykosylované latky se zatim nepodafila vysvétlit,
avSak diference hodnot m/z od predchoziho anthokyaninu je 44 Da, coz poukazuje na
moznou piitomnost karboxylové skupiny. Odchylka od teoretick¢é hodnoty aglykonu
obsahujiciho karboxyl je 13,7 ppm. Tato ztrata je s mensi intenzitou v koliznim spektru
rovnéz pozorovana (Obr. 41). Anthokyanin se nachazi zejména ve frakcich 49 a 55, ve

stopach ve frakci €. 45, zcela chybi ve frakcich €. 2 a 30 (Obr. 42).
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Frakcionace acetaldehydu, amberlit
9-49-ionty-504-518-562-620-primy-nastrik 23 (4.641) Cm (1:30)
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Obr. 41 Kolizni spektrum iontu o m/z = 562,3
frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
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Obr. 42 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 562,3

Na obrazku 43 lIze vidét kolizni spektrum iontu m/z 650,4. Ve spektru je patrny ion

m/z 651,4, ktery nebyl od iontu m/z 650,4 separovan kvadrupolem. Pti fragmentaci doslo

k odstépeni acetylglukosy za vzniku aglykonu 447,1292. Mohlo by se jednat 5-(4-

hydroxyfenyl)pyranoMv-3acetylglukosid, coz je v souladu s poznatky vV literatuie

34

(Obr. 44, uvedené hodnoty m/z odpovidaji naméfenym hodnotam). Anthokyanin se

nachazel opét pouze ve frakcich ¢. 49 a 55 (Obr. 45).
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Frakcionace acetaldehydu, amberlit
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Obr. 43 Kolizni spektrum 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3acetylglukosidu

OCH, OCH.
OH = OH
HO o e
OcH, = OCH,
-203,3 T gy
-
OH
H I
OH L miz = 4471

oH

maz = 0504

Obr. 44 Piedpokladané struktury 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3acetylglukosidu a jeho

vzniklého fragmentu
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frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
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Obr. 45 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 650,4

Dalsim nalezenym iontem ve frakci ¢. 49 byl 664,4. Na obrazku 46 je znazornéno

jeho kolizni spektrum, kde se nachazi i 665,4, ktery nebyl separovan kvadrupdlem

(podobné jako v ptedchozich piipadech). Nejprve dojde o odstépeni coumaroylglukosy za

vzniku aglykonu 357,0755 (odchylka 61,3 ppm). Pfedpokladana struktura anthokyaninu je

znazornéna na obrazku 47. Anthokyanin se nachazel opét jenom Vv pozdéji eluovanych

frakcich, ve frakcich ¢. 2 a 30 zcela chybi (Obr. 48). Podobné jako v ptfedchozich

piipadech je pozorovana odchylka hodnoty m/z rodiovskych iontti od teoreticky

vypocitané¢ hodnoty, kterd je déna nedostatecné vysokym rozliSenim hmotnostniho

spektrometru. Selektivita se vyrazné zvysi charakteristickou fragmentaci, a proto je ziejmé

dosazeno lepsi presnosti hodnot m/z fragmenti (pokud jsou tyto v koliznim spektru

dostatecn¢ intenzivni).

Frakcionace acetaldehydu, amberlit
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Obr. 46 Kolizni spektrum iontu o m/z = 664,4
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Obr. 47. Piedpokladana struktura anthokyaninu o m/z = 664,4
frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
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Obr. 48 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 664,4

Poslednim fragmentovanym iontem ve frakci €. 49 byl ion o m/z = 694,4. 1 pfes to,

7ze intenzita rodiCovského iontu byla dostatecnd a hodnota kolizni energie byla

optimalizovana v Sirokém rozsahu (30-70 eV) se nepodafilo ziskat kvalitni kolizni

spektrum, které by piispélo k jeho identifikaci. Z chromatogramii potizenych metodou

UPLC/MS vyplyva, Zze neznamy anthokyanin se nachazi opét jen v pozdégji eluovanych

frakcich (Obr. 49).
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frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
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Obr. 49 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 694,4527

Ve spektrech potizenych jak piimym néstfikem, tak i UPLC/MS metodou je patrné
velké mnozstvi dalSich latek, jejichz popis a identifikace presahuje ramec této prace a bude
predmétem dalSiho vyzkumu. Z chromatogramu ziskaného métenim DAD detektorem pii
vlnové délce 500 nm a odpovidajicich spekter (viz Obr. 34) jsou patrny rozdily mezi
zastoupenim barevnych latek v jednotlivych frakcich. Amberlit XAD 16 tedy nabizi
selektivitu pti prefrakcionacni tipravé vzorkl vin obohacenych acetaldehydem pro analyzu

anthokyaninovych barviv a jejich ptipadnou izolaci.
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8.1.4 Frakcionace na reverzni fazi C18

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného acetaldehydem na reverzni fazi C18 bylo
nasbirano celkem 20 frakci. Z obrazku 50 je patrna zavislost absorbance pii vinové délce
500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a elu¢nich objemech. Na rozdil od
frakcionace na jiz zminénych sorbentech, se pii frakcionace na RP C18 vytvoftily tii
barevné zony odpovidajici frakcim ¢. 1, 2 a 14 (viz Ptiloha 2). Kblizsi charakterizaci

frakci byla pouzita UPLC/MS, kolizni spektra byla ziskana piimou infuzi do ESI-MS.

Frakcionace acetaldehydového vzorku na RP C18
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Obr. 50 Graf zavislosti absorbance na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich

objemech

Kanalyze byly vybrany frakce ¢. 1, 2, 6, 14 a 17. Po lyofilizaci byly frakce
rozpustény v 1 ml mobilni faze A (tj. 0,1% HCOOH v H0, v/v).

Na obrazku 51 jsou vyneseny chromatogramy vybranych frakci pti vinové délce
500 nm potfizené metodou UPLC/MS. Profil barevnych latek je podobny jako

v experimentu s Amberlitem.
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Obr. 51 Chromatogramy vybranych frakci

Na obrazku 52 jsou zndzornéna MS spektra frakei €. 1, 2 a 14 pofizena pfimym
nastfikem do MS. Spektra jsou poskladana tak, jak byla odebirdna a jsou vztazena na
jednotnou intenzitu 1,84 - 10% imp. Frakce ¢&. 6 a &. 17 ptedstavovaly svétlé zony obsahujici

mala mnozstvi barviv.
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Obr. 52 MS spektra frakci €. 1, 2 a 14 ziskanych pfi frakcionaci vzorku vina obohaceného

acetaldehydem na RP C18
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Na obrazku 53 je znazornén vyiez z MS spektra frakce ¢. 1 potizeného z UPLC/MS
analyzy primérovanim pfes chromatogram v oblasti 2-5 min a ode¢tenim zakladni linie.

Nachazi se zde ion 0 m/z 453,7836, ktery se vyskytuje v kazdé frakci, a jde o balastni ion.

frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace11-RP-frakcet 142 (2.458) Cm (140:230-(245:260+105:120)) 1: TOF MS ES+
45376836 233e3
1004
=
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.301.0881 M54 8416
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409.0051
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6 722.9841736.6844_775 4763
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Obr. 53 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 1 potizené béhem UPLC/MS analyzy

Ve frakci €. 1 stoji za zminku ion o m/z = 517,0934, ktery byl na zéklad¢ kolizniho
spektra identifikovan jako vitisin B. Jeho struktura a fragmentace je znazornéna na obrazku
14. Odchylka od teoretické¢ hodnoty je 79,7 ppm. Anthokyanin se nachdzi ve stopach také

ve frakci €. 14, jeho nejvySsi mnozstvi je vSak ve frakci €. 2, kde se jeho koncentrace

zvedla ptiblizné ¢tyifnasobné (Obr. 54).

frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
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Obr. 54 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 517,0934
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Dalsim fragmentovanym iontem ve frakci ¢. 1 byl ion 561,0732 (resp. 561,1013
v MS/MS spektru). Jeho kolizni spektrum Ize vidét na obrazku 55. Nejprve doslo
k odstépeni glukosy za vzniku aglykonu o m/z = 399,0751 (odchylka od teoretické
hodnoty 8,8 ppm). Nasledovala ztrata neutralni ¢astice 18,0590, coz odpovida ztraté vody.
Anthokyanin se nachdzel i ve vzorcich vina obohacenych kyselinou pyrohroznovou a
porovnanim vsech koliznich spekter byl anthokyanin identifikovan jako vitisin A (Obr. 56,
uvedené m/z odpovidaji naméfenym hodnotam). Odchylka od skute¢né hodnoty namétené

v MS/MS spektru ¢ini 41 ppm. Vitisin A se nachazel také ve frakci ¢. 2 (Obr. 57).

Frakcionace acetaldehydu, RP

11-1-ionty-561-603-649-663-primy-nastrik 4 (0.703) Cm (1:29) 2: TOF MSMS 561.06ES+
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Obr. 55 Kolizni spektrum iontu vitisinu A

OCH, OCH,
OH
OH
e 5
. HO oM S
HO 0
S S oo, o OCH
L
T 1620262 = OH
o \oH
COOH
COOH "o H iz = 300,075
iz = 561, 1013 HY

Obr. 56 Struktura vitisinu A a jeho vznikly fragment
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frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace11-RP-frakce 1: TOF MS ES+
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Obr. 57 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 561,0732

Na obrazku 58 je znazornén vyiez z MS spektra frakce ¢. 2 potizeného z UPLC/MS

analyzy prumérovanim pies chromatogram v oblasti 2-5 min a ode¢tenim zakladni linie. |

zde se nachazi velmi intenzivni balastni ion m/z 453,7874.

frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky

vino-CM-acetaldehyd-frakcionace11-RP-frakce2 142 (2.457) Cm (111:257-(271:2968+83:106))
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Obr. 58 Vyiez z MS spektra frakce ¢. 2 potizené béhem UPLC/MS analyzy

Ve spektru se nachazi stejné anthokyaniny jako v piedeslé frakci, jejich intenzity

oproti frakci €. 1 jsou ale vzdy vétsi (Obr. 54, 57).

Dalsim fragmentovanym iontem ve frakci ¢. 2 je 531,1148 (resp 531,1162
v MS/MS spektru). Na zaklad¢ jeho kolizniho spektra (Obr. 59) byl anthokyanin
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identifikovan jako 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid (Obr. 60, uvedené m/z odpovidaji
namétenym hodnotam). Odchylka od teoretické hodnoty je 1,7 ppm. Ze spektra je patrna
ztrata glukosy za vzniku aglykonu 369,0880. Anthokyanin se nachazi pouze ve frakci €. 2,

v ostatnich frakcich se témét nevyskytuje (Obr. 61).

Frakcionace acetaldehydu, RP
11-2-ionty-349-393-493-531-primy-nastrik 20 (4.068) Cm (2:27)

100+
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Obr. 59 Kolizni spektrum iontu 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosidu

OcH, OCH,
OH
OH
e =
. HO QL =
HO NN Ny
=
e _162,0268 = OH
0 OH
LooH ! COOH
HO
Ao mlz = 369,088

iz = 531,17148

Obr. 60 Struktura 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosidu a jeho fragmentu
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frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
vino-CM-acetaldehyd-frakcionace11-RP-frakce1

1: TOF MS ES+
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Obr. 61 Chromatogramy jednotlivych frakci potizené pro ion o m/z = 531,1148

Ve frakci €. 2 se nachézi jiz diive identifikovan acetylvitisin B o m/z = 559,0941

(Obr. 28). Ve stopovém mnozstvi se nachazi i ve frakcich ¢. 1 a 14. (Obr. 62)
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Obr. 62 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 559,0941

Frakce ¢. 14 ptfedstavovala posledni intenzivni barevnou zonu, vyiez MS spektra

pofizeného z UPLC/MS analyzy primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-5 min a

odectenim zékladni linie je zndzornén na obrazku 63. Ve spektru se opét nachazi balastni

ion m/z 453,7745.
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frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
vino-CM-acetaldehyd-frakcionace11-RP-frakce14 144 (2 489) Cm (138:256-(269:267+113:123))
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Obr. 63 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 14 pofizeny béhem UPLC/MS analyzy

Ve frakci €. 14 byl fragmentovan ion 609,0914 (resp. 609,1995 v MS/MS spektru,

odchylka od teoretické hodnoty 63,5 ppm). Z kolizniho spektra (Obr. 64) lze vy¢ist ztratu

glukosy za vzniku aglykonu 447,1075 (odchylka od teoretické hodnoty 1,1 ppm) a ztratu

neutralni ¢astice Am/z 16,0504. Stejny fragment vznika i pfi fragmentaci iontu 650,4 (Obr.

43), pravdépodobné se tedy bude jednat o 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3-glukosi

id 34,43

(Obr. 65, uvedené m/z odpovidaji naméfenym hodnotam). Anthokyanin se nachazi pouze

ve frakei €. 14 (Obr. 66).
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Obr. 64 Kolizni spektrum 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3-glukosidu
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Obr. 65 Navrhovana struktura 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3-glukosidu

frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
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Obr. 66 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 609,0914

Poslednim fragmentovanym iontem ve frakci ¢. 14 je 663,1450 (resp. 663,1725

v MS/MS spektru) s odchylkou od teoretické hodnoty 45,1 ppm. Jeho kolizni spektrum je

znazornéno na obrazku 67. Je patrna ztrata 308,0631, coz odpovida coumaroylglukose za

vzniku aglykonu 355,0819 (odchylka od teoretické hodnoty 0,3 ppm). Nasleduje ztrata

neutralni hmoty Am/z 16,0484 (ztrata methanu). Jedna o coumaroylvitisin B, jehoz

strukturu a vznikly fragment Ize vidét na obrdzku 68 (uvedené m/z odpovidaji naméfenym

hodnotam). Ze jde o derivat vitisinu B potvrzuje vznikly fragment 355,0819, ktery vznika

jeho fragmentaci. Coumaroylvitisin B se nachazi pfevazné ve frakci ¢. 14, ve stopéach ve

frakcich ¢. 1 a 2 (Obr. 69).
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Frakcionace acetaldehydu, RP
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Obr. 67 Kolizni spektrum iontu coumaroylvitisinu B
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Obr. 68 Struktura coumaroylvitisinu B a jeho dominantniho fragmentu
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frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
vino-CM-acetaldehyd-frakcionace11-RP-frakce1
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Obr. 69 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 663,1450

Z uvedenych experimentl je patrné, ze reverzni faze ve sloupcovém uspotradani

dovoluje od sebe separovat skupinu pyrano a 5-karboxypyranoanthokyanint (tj. vitisin A,

5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid, vitisin B a pyranopeonidin-3-glukosid, ktery byl

také v malém mnozstvi rovnéz zachycen) od slozitéjSich kondenzovanych anthokyanint

jako jsou comaroylvitisin B a 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3-glukosid.
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8.1.5 Frakcionace na reverzni fazi C18 pomoci MPLC na koloné Bioline

Vedle sloupcové chromatografie v klasickém uspotadani byla pilotné testovana i
chromatografie s vyuzitim systému Bioline, ktery je moderni variantou MPLC. Kolona
Bioline byla pfipojena k chromatografickému systému Knauer (detaily viz kapitola 7.9).
Podobné jako v experimentech se sloupcovou chromatografii jsou na chromatogramu ze
systému Bioline patrny dvé barevné zony (piky pii A=490 nm). Je vSak tfeba poznamenat,
ze mala Cast barviv zlistala nevratné sorbovana na koloné¢.

Bylo nasbirano celkem 5 frakci. Na obrazku 70 lze vidét chromatograficky zdznam

pofizeny béhem frakcionace.

Chromatogram

A
\

— 200
2 /
£ 150
s [\
N 100
(7]
: /\
O 'g. T T T 1
(P 10 20 30 40 50 60
-50
Cas [min]

Obr. 70 Chromatogram poftizeny béhem frakcionace na Bioline

Odebrané frakce byly nasledné¢ zméfeny pomoci UV/VIS spektrofotometrie,
zéavislost absorbance na jednotlivych odebranych frakcich a elu¢nich Casech pii vinové

délce 500 nm je uvedena na obrazku ¢. 71. SloZeni ziskanych frakci je pfedmétem dalsiho

vyzkumu.
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Obr. 71 Zavislost absorbance na odebranych frakcich a elu¢nich ¢asech
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8.2 Vzorek vina obohaceny pyrohroznovou kyselinou
8.2.1 Frakcionace na sorbentu Sepra SDB-L

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného pyrohroznovou kyselinou na sorbentu
Sepra SDB-L byly nasbirany celkem 4 frakce. Z obrazku 72 je patrna zavislost absorbance
pti vinové délce 500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich objemech. Béhem
frakcionace doslo k vytvotfeni pouze jedné barevné zony, a piesto v jejim ramci dochazi
k separaci. K blizsi analyze frakci byla pouzita metoda UPLC/MS. Nasledujici spektra jsou
ziskdna primérovanim chromatogramu v rozmezi od 2 do 4 min a odeftenim iont

zakladni linie.

Frakcionace pyruvatového vzorku na SDB-L

0,2
0,16
-_=
g 012 100 =
& ]
£ 0,08 g0 =
< g
0,04
l 40 I A bsorbance
a . . . =—Gradient MF

| Cisla frakei |

& 1z 18 24

Elucni objem [ml]

Obr. 72 Graf zavislosti absorbance na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich

objemech

K analyze byly vybrany vSechny frakce, ty byly lyofilizovany a pted analyzou
rozpustény Vv 0,5 ml vody okyselené 0,1% HCOOH (V/v).

Vytez hmotnostniho spektra frakce ¢&. 1 potizeny z UPLC/MS analyzy
prumérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odeétenim zékladni linie je

znazornén na obrazku 73.
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frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500uL

vino-CM-pyruvat-frakcionace-4-frakce-1 175 (2.842) Cm (136:249-(265:279+81:99)) 1: TOF MS ES+
561.1370 1.99e4
1004
564'3480508 3793
3011371 : 652.4029
bt
# 547 2615
i 696.4330
399 0766 503.2340.520.3248 :
459.2053
4/15_1928 740.4532
3711790 784 4653
331.0960 828.4971
872.5112
- 916.5238960.50651004.5433
I s
0 miz
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Obr. 73 Vyiez hmotnostni spektra frakce ¢. 1

Nejintenzivnéj$im iontem frakce ¢. 1 je anthokyanin o m/z = 561,1370. Jak jiz bylo
napsano diive, jedna se o vitisin A (Obr. 56). Odchylka od skute¢né hodnoty je 22,4 ppm.
Béhem fragmentace vitisinu A vznika aglykon 399,0610, dale dochéazi ke ztraté¢ methanu
(m/z = 16,0235). Vitisin A se nachazel nejvice ve frakci ¢. 1, jeho intenzita postupné

klesala a v posledni ¢tvrté frakci se nenachazel viibec (Obr. 74).

frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500ulL

Vino—(ﬁ—pyruvat—trakcionace—4—Irakce—1 1: TOF MS ES+
2.84 561
1004 6.8663
=]
L L B L B B e B L B L B o B L e W B S s e
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
vino-CM-pyruvat-frakcionace-4-frakce-2 1: TOF MS ES+
561
1004 286 6.86e3
g,
L L B B B e B L B L B o B L e W B s s s o
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
vino-CM-pyruvat-frakcionace-4-frakce-3 1: TOF MS ES+
561
1004 6.86e3
g_
2.86
0 AL B N BN UL LI BN I LA LA NLELEL L LA LN AL BLEL LA LN DL SN ILELELLE LI BLELELULE ILNLELELE BLELEL AL NI BN SN BN UL |
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
vino-C-pyruvat-frakcionace-4-frakce 4 1: TOF MS ES+
561
1004 6.86e3
g_
0 L B B L B B L L L I L N R R R e e e n e B
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

Obr. 74 Chromatogramy jednotlivych frakci pofizené pro ion o m/z = 561,1370
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Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 2 potizeného z UPLC/MS analyzy
primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odeétenim zakladni linie je

znazornén na obrazku 75.

frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500uL
vino-Ch-pyruvat-frakcionace-4-frakce-2 176 (2.858) Cm (164:204-(210:216+155:161)) 1: TOF M3 ES+
100 561.1226 1.23e4

603.1328
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Obr. 75 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 2

NejintenzivnéjSim iontem ve frakci ¢. 2 je stale visitin A (m/z = 561,1226,
odchylka od teoretické hodnoty je 3,2 ppm). Do popiedi se dostava i ion 0 m/z = 603,1328,
ktery se vyskytuje téméf ve vSech vzorcich vina obohacenych pyrohroznovou kyselinou.
Na zakladé porovnani vSech fragmentac¢nich spekter byl tento anthokyanin identifikovan
jako acetylvitisin A (Obr. 76). Pti fragmentaci dojde k odstépeni acetylglukosy za vzniku
aglykonu m/z 399,0648 (odchylka od teoretické hodnoty 17 ppm). Jeho intenzita je
nejveétsi prave ve frakei €. 2 (Obr. 77).

OCH, OCH5
0H = OH
OCHg e R OCH4
2 o
0. = O
Co0H -204 0680 COCH

iz = 03,1328 iz = 300,0648

CH3

Obr. 76 Struktura acetylvitisinu A a jeho vzniklého fragmentu
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frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500uL

vin0—Cﬂ—pyruvat—frakci0nace—4—frakce—1 1: TOF MS ES+
603
1007 3.29e3
| 3.07
[l 341
G ) T T T ) T T T T T 1 T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
vino-CpM-pyruvat-frakcionace-4-frakce-2 1. TOF MS ES+
3.07 603
1004 3.20e3
g_
341
G T ) T T T T T ) T T T T T i T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
vino-C v-l-pyruvat-frakci0nace-4-frakce-3 1. TOF MS ES+
603
1004 3.20e3
= 3.07
0 ‘...,....,..H,....,....,..H,"\....|....|H..|....|....,.H.,....,...._...,....,....H..,....,...w........,...‘....,....,
1.00 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
vino-C-pyruvat-frakcionace-4-frakce 4 1: TOF MS ES+
603
1007 3.20e3
g_
O T T T T T T T R T T T T T T T T T T T S e e e Time
1.00 2.00 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
Obr. 77 Chromatogramy iontu 0 m/z 603,1328 v jednotlivych frakcich
Zajimavé je, ze vtéto frakci se nachazi 1 relativné velké mnozstvi volného
anthokyanidinu, a to malvidinu (m/z = 331,0706, odchylka od skute¢né¢ hodnoty je
33,8 ppm). Jeho chromatogram a spektrum lze vidét na obrazku 78.
frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500uL
vino-CM-pyruvat-frakcionace-4-frakce-2 1: TOF MS ES+
2.70 331
1004 1.41e3
frakeionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500ul
vino-CM-pyruvat-frakcionace-d-frakce-2 166 (2.696) Cm (163:171-(173:180+155:160)) 1: TOF MS ES+
100 3310687 5.42e3
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"
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Obr. 78 Chromatogram a spektrum malvidinu

Vytez hmotnostni spektra frakce ¢. 3 pofizeného z UPLC/MS analyzy
prumérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odeétenim zékladni linie je

znazornén na obrazku 79.
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frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500uL

vino-Ch-pyruvat-frakcionace-4-frakce-3 166 (2.695) Cm (141:258-(276:301+117:129)) 1: TOF MS ES+

331.0692 7.01e3
100+
g_

347.0632
§64.3206 6031270 707.1584
3550992 399 0829 415 1349 4631378 5031939 5611263 608 3525
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Obr. 79 Vyiez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 3

Ve frakci ¢. 3 se nové objevuje anthokyanin o m/z 707,1584. Na zakladé jeho
kolizniho spektra (Obr. 80) byl identifikovan jako 5-karboxypyranomalvidin-3-
coumaroylglukosid, oznacovan také jako coumaroylvitisin A (Obr. 81). Odchylka od
skute¢né hodnoty ¢ini 4,0 ppm. Z kolizniho spektra je patrna ztrata coumarolyglukosy
o hmot¢ 308,0838 za vzniku aglykonu 399,0746 (odchylka od skutecné hodnoty 7,5 ppm).
Nasleduje neutrdlni ztrata cCastice methanu. Tento anthokyanin se v prvni frakci
nevyskytuje viibec, v druhé pouze ve stopach, neintenzivnéj$i je ve frakci ¢. 3 a 4.
(Obr. 82). Ve spektru se opét nachazi malvidin o m/z = 331,0692, odchylka od skute¢né
hodnoty ¢ini 38,1 ppm.

frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL, frag 707-677-693

vino-CM-pyruvai-frakcionace-4-frakce-3-frag3 109 (3.535) Cm (109:114) 2. TOF MSMS 707 10ES+
399.0746 =
100+
g,
H00.1034
i -308
—
383.0483
~  |401.6584
81.3938 310.06892 333 psa7 ~ 7071528
¢ _-109.4826 Ny v L,405.6412 £29.0880 5745566
oLy o bl bl b p b e e m o /4 e A e e e - e e e - - /e e e MYz
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Obr. 80 Kolizni spektrum coumaroylvitisinu A
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Obr. 81 Struktura coumaroylvitisinu A a jeho vzniklého fragmentu

frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500uL

vino-Cifl-pyruvat-frakcionace-4-frakee-1 1: TOF MS ES+
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100+ 488
[
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Obr. 82 Chromatogramy iontu m/z 707,1584 v jednotlivych frakcich

Na obrazku 83 je znazornén vyiez hmotnostniho spektra posledni frakce ziskaného
z UPLC/MS méfeni primérovanim ptes chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim
zakladni linie. Krom¢ derivatli malvidinu se ve frakci objevuji 1 derivaty peonidinu, a to
5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid (m/z = 531,1478, odchylka od teoretické hodnoty
63,8 ppm) a 5-karboxypyranopeonidin-3-coumaroylglukosid (m/z = 677,1762, odchylka
od teoretické hodnoty 37,8 ppm). Oba anthokyaniny poskytuji béhem své fragmentace
jeden fragment o m/z 369, ktery odpovida 5-karboxypyranopeonidinu. Struktury obou
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anthokyanini Ize vidét na obrazku 84. Anthokyanin 531,1478 se nachazi také ve frakci ¢.

2, anthokyanin 677,1762 se nachazi pouze ve frakci ¢. 4.

frakcionace na SDB-L, frakce rozpustena v okys COOH voda 500ulL
vino-CM-pyruvat-frakcionace-4-frakce 4 229 (3.720) Cm (168:274-(299:322+130:143))
100+ 347.0982
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Obr. 83 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 4

OCH4
QCH; OH
/
OH
= "
HO 0 e
HO of . o
e
e = 7~
el
0. = o 0
0. = o 0 HO "
HO H COOH  H OH
COOH H OH HO O H
HHO™ H
B 0 a OH
A

Obr. 84 Struktury pyranoanthokyanini (A - 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid,

B — 5-karboxypyranopeonidin-3-coumaroylglukosid)

Na obrazku 85 a 86 jsou znazornény plochy pikti vybranych anthokyanint

Vv jednotlivych odebranych frakcich. Z grafu je patrné, Ze mnozstvi vitisinu A (m/z 561)

postupné klesa, mnozstvi acetylvitisinu A (m/z 603) dosahlo maxima ve frakci

¢. 2, dale postupné klesa, mnozstvi coumaroylvitisinu A (m/z 707) vzrusta a maxima

dosahne ve frakci ¢. 4. 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid (m/z 531) dosahuje maxima

ve frakci€. 1, 5-karboxypyranopeonidin-3-coumaroylglukosid (m/z 677) ve frakci €. 4.
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Plochy pikti vybranych anthokyanint v

odebranych frakcich
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Obr. 85 Plochy pika vitisinu A (561) a acetylvitisinu A (603) v odebranych frakcich

Plochy pikti vybranych anthokyaninti v

odebranych frakcich
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Obr. 86 Plochy piki coumaroylvitisinu A (707), 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosidu
(531) a 5-karboxypyranopeonidin-3-coumaroylglukosidu (677) v odebranych frakcich

Vysledky ukazuji, Zze styren-divinylbenzenovy kopolymer je mozZné pouZit pro

frakcionaci pyranoanthokyaninii ve vinech. Je mozZzné provést separaci podle typu acylace

na cukerném zbytku pyranoanthokyaninu.
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8.2.2 Frakcionace na silikagelu v systému HILIC

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného kyselinou pyrohroznovou na silikagelu
v systému HILIC bylo nasbirdno celkem 8 frakci. Z obrazku 87 je patrnd zdvislost
absorbance pii vlnové délce 500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a elu¢nich
objemech. Podobné jako u frakcionace na SDB-L doslo vizualné K vytvofeni pouze jedné
barevné zony, detailni analyza UPLC/MS vsak ukazuje, ze dochdzi k pomérné ucinné

separaci podle polarity jednotlivych barviv.

Frakcionace pyruvatového vzorku na silikageluv
systému HILIC
0,1 100
0,08 80
E 0,06 &0
5° T
= =
2 0,04 a0 9
=L T
0,02 I - 20 bsorb
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,im |
' ' ' m—Gradient MF
1 2 3 4 5 a 7 g
| | | | Cisla frakei | | | |
& 12 18 24 30 36 42 48
Eluéni objem [ml]

Obr. 87 Graf zavislosti absorbance na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich

objemech

K analyze byly vybrany frakce ¢. 2 - 7. Po lyofilizaci byly frakce rozpustény
v 0,5 ml vody okyselené 0,1% HCOOH (v/v).
Na obrazku 88 je znazornén vyiez hmotnostniho spektra ziskaného z UPLC/MS

experimentu prumérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim zakladni

linie frakce €. 2. Ve spektru se objevuji derivaty vitisinu A — acetylvitisin A (m/z

603,1683, odchylka od skuteéné hodnoty je 55,2 ppm) a coumaroyilvitisin A (m/z
707,2038, odchylka od skute¢né hodnoty je 60,2 ppm). Jejich struktury lze vidét na
obrazcich ¢. 30 a 81. Acetylvitisin A se nachazi také ve frakcich ¢. 3 a 4, dale jeho
mnozstvi postupné klesa. (Obr. 89). Coumaroylvitisin A se nachazi v maximalni intenzité

praveé ve frakci €. 2, dale jeho koncentrace postupné klesa (Obr. 90). Déle se ve spektru
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nachazi jejich aglykon o m/z = 399,0937. Ion 531,1771 odpovidda 5-
karboxypyranopeonidin-3-glukosidu (Obr. 60). Maximalni intenzity ion 531,1771 dosahl
ve frakci ¢. 4 (Obr. 91). lon s nejvétsi intenzitou ve spektru je anthokyanidin peonidin
om/z 301,1557.

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL

vino-CM-pyruvat-frakcionace-5-frakce 2 189 (3.066) Cm (165:237-(248:276+144:160)) 1: TOF M3 ES+
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Obr. 88 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 2

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 89 Chromatogramy iontu m/z 603,1683 v jednotlivych frakcich
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frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 90 Chromatogramy iontu m/z 707,2038 v jednotlivych frakcich

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 91 Chromatogramy iontu m/z 531,1771 v jednotlivych frakcich
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Na obrazku 92 je znazornén vytez hmotnostniho spektra z UPLC/MS experimentu
ziskaného primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a ode¢tenim zakladni linie
z frakce €. 3. lon s nejvétsi intenzitou je 603,1750, ktery odpovida acetylvitisinu A (Obr.
30, odchylka od skuteéné hodnoty 66,3 ppm). Mezi dalsi anthokyaniny, které se vyskytuji
ve frakci ¢. 3, patii 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid o m/z 531,1651 (Obr. 60,
odchylka od skute¢né hodnoty 27,9 ppm) a coumaroylvitisin A o m/z = 707,2258 (Obr. 81,
odchylka od skute¢né hodnoty 91,3 ppm). Jejich intenzity v porovnani s ostatnimi frakcemi
Ize vidét na obrazcich 89, 91 a 90.

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 92 Vyiez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 3

Na obrazku 93 je znazornén vyiez z hmotnostniho spektra frakce €. 4. Ion s nejveétsi
intenzitou je 561,1656, ktery odpovida vitisinu A (Obr. 56, odchylka od skute¢né hodnoty
73,4 ppm). Nejvétsi intenzita tohoto iontu je pravé ve frakci ¢. 4, postupné jeho intenzita

klesa. Ve frakcich ¢. 2 a 3 se nenachazel vibec (Obr. 94).

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 93 Vyiez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 4
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frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 94 Chromatogramy iontu m/z 561,1656 v jednotlivych frakcich

Na obrazku 95 je vidét vyfez hmotnostniho spektra z UPLC/MS analyzy ziskané
primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim zakladni linie z frakce
¢. 5. lon snejvétsi intenzitou je opét 561,1188, ktery odpovida vitisinu A (Obr. 56,
odchylka od skutecné hodnoty 10 ppm). Mezi dalsi anthokyaniny, které se vyskytuji ve
frakci ¢. 5, patii 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid o m/z 531,1017 (Obr. 60, odchylka
od skute¢né hodnoty 91,5 ppm) a acetylvitisin A 0 m/z 603,1340 (Obr. 30, odchylka od
teoretické hodnoty 1,7 ppm). Jejich intenzity v porovnani s ostatnimi frakcemi Ize vidét na
obrazcich 94, 91 a 89.

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
vino-CM-pyruvat-frakcionace-5-frakce-5 176 (2 857) Cm (152:234-(252°279+126:137)) 1: TOF MS ES+
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Obr. 95 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 5
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Na obrazku 96 je znazornén vytez z MS spektra ziskaného z UPLC/MS analyzy
primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim zékladni linie z frakce
¢. 6. lon s nejvétsi intenzitou je opét vitisin A (Obr. 56) 0 m/z = 561,1199 s odchylkou od
skute¢né hodnoty 8,0 ppm. Ve spektru se objevil ion 547,1082 (odchylka od skute¢né
hodnoty je 1,1 ppm), ktery odpovida 5-karboxypyranopetunidin-3-glukosidu. V jeho
koliznim spektru se objevil aglykon, ktery odpovida hmoté 385,0551. Struktura a vznikly
fragment lze vidét na obrazku 97, uvedené hodnoty m/z odpovidaji namétenym hodnotam.

Z obrazku 98 je patrné, ze se anthokyanin nachéazi témer vyhradné jen ve frakci €. 6.

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 96 Vyiez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 6
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Obr. 97 Struktura 5-karboxypyranopetunidin-3-glukosidu a jeho vzniklého fragmentu
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frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 98 Chromatogramy iontu m/z 547,1140 v jednotlivych frakcich
Spektrum posledni méfené frakce ¢. 7 je zndzornéno na obrazku 99. Intenzity
anthokyanini 5-karboxypyranopetunidin-3-glukosid o m/z = 547,1019 (Obr. 97, odchylka
od skute¢né hodnoty 12,6 ppm) a vitisinu A 0 m/z = 561,1245 (Obr. 56, odchylka od
skute¢né hodnoty 0,2 ppm) jsou porovnany na obrazcich ¢. 98 a 94. Ve spektru se také
nachazi aglykony zminénych anthokyaninti (m/z 399,0780 a 385,0711).
frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 uL
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Obr. 99 Vyiez hmotnostniho spektra frakce ¢. 7.

88



Na obrazku 100 a 101 jsou znazornény plochy pikd vybranych anthokyanini Vv
odebranych frakcich. Z grafu je patrné, ze mnozstvi anthokyaninu vitisinu A (m/z 561)
nabyva nejvétsi intenzity ve frakci €. 4, dale postupné klesd. Mnozstvi acetylvitisinu A
(m/z 603) dosahlo maxima také ve frakci ¢. 4, dale postupné klesa a v posledni frakci se uz
nenachazi zcela viilbec. Mnozstvi coumaroylvitisinu A (m/z 707) nabyva nejvétsi intenzity
ve frakci ¢. 2, dale postupné klesa. Mnozstvi 5-karboxypyranopetunidin-3-glukosidu

(m/z 547) dosahuje maxima ve frakci €. 6.

Plochy pikti vybranych anthokyanint v
odebranych frakcich

[~
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o3

o

© 100

S —4—561
& 5 —8—603

1
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Obr. 100 Plochy piku vitisinu A (561) a acetylvitisinu A (603) v odebranych frakcich

Plochy pikli vybranych anthokyanini v
odebranych frakcich
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Obr. 101 Plochy pikti coumaroylvitisinu A (707) a 5-karboxypyranopetunidin-3-glukosidu
(547) v odebranych frakcich
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Vysledky ukazuji, ze pro frakcionaci pyranoanthokyanini je mozné pouzit silikagel

vsystému HILIC. Separace probihd podle

typu acylace na cukerném zbytku

pyranoanthokyanini a vysledkem jsou frakce obohacené riznymi pyranoanthokyaniny.

Obrazek 102 ukazuje, ze v HILIC systému jsou latky frakcionovany v potadi od

nejméne polarnich k nejpolarnéjSim. Frakcionace a néslednda UPLC metoda jsou tedy

systémy vzajemn¢ chromatograficky ortogonalni. Frakce ¢. 5 a 6 nabizi moznost izolace

vitisinu A s vysokou ¢istotou.

frakcionace na silikagelu, frakce rozpustena v okys COOH voda 500 ulL
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Obr. 102 Chromatogramy vybranych frakci pfi vinové délce 500 nm pofizené metodou

UPLC/MS
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8.2.3 Frakcionace na sorbentu Amberlit XAD 16

Pii frakcionaci vzorku vina obohaceného pyrohroznovou kyselinou na sorbentu
Amberlit XAD 16 bylo nasbirano celkem 22 frakci. Z obrazku 103 je patrna zavislost
absorbance pii vlnové délce 500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a eluénich
objemech. K blizs8i analyze frakci byla pouzita metoda UPLC/MS, kolizni spektra byla

ziskana pfimym nasttikem do ESI-MS.

Frakcionace pyruvatového vzorku na amberlitu
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Obr. 103 Zavislost absorbance na odebranych frakcich a elu¢nich objemech

K analyze byly vybrany frakce 5, 10, 15 a 20, po lyofilizaci byly rozpustény
v 0,5 ml vody okyselené 0,1% HCOOH (v/v).

Na obrazku 104 jsou znazornéna MS spektra frakei ¢. 5, 10, 15 a 20 pofizena
piimym nastfikem do MS. Spektra jsou poskladana tak, jak byla odebirdna a jsou vztazena

na jednotnou intenzitu 7,0 - 10* imp.
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10-5-371-561-603-ionty--primy-nastik 27 (4.271) Cm (2:34)

1. TOF M5 ES+
100~ 7.00e4
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7.00e4
100+
&
301.1320
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10-20-453-487-504-525-ionty--primy-nastrik 30 (5.954) Cm (2:35) 1. TOF MS ES+
100+ ~250.9568 7.00e4
]
T3gosip 663386
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454.9120
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Obr. 104 MS spektra frakci ¢. 5, 10, 15 a 20 ziskanych pfi separaci vzorku vina
obohaceného pyrohroznovou Kyselinou na sorbentu Amberlit XAD 16
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Na obrazku 105 je znazornén vyiez z MS spektra ziskaného z UPLC/MS
experimentu primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim zakladni
linie z frakce ¢. 5. Nachazi se zde ion o m/z 453,7822, ktery se vyskytuje témét v kazdé

frakci, bude se jednat o neznamy balastni ion.

frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakces 141 (2.442) Cm (119:184-(196:213+103:115)) 1: TOF MS ES+
1004 453.7822 a7
301.0800
~ 561.0918
| 311.9503
4
367.9842 454.8403
179394 | 3710691 451823 155.0126
~399.0186 e 562.0695
2202591 603 0018
) 6758557
637.8288 735.6312 7976679
0 miz

300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 VR0 V7S 800

Obr. 105 Vytez z hmotnostniho spektra frakce €. 5

Ve frakci €. 5 se nachazi vitisin A (m/z = 561,0918, Obr. 56) a acetylvitisin A
(m/z = 603,0018, Obr. 30). Intenzita zminovanych anthokyaninti ma v této frakci nejmensi
hodnotu ve srovndni s frakcemi ostatnimi, nejvétSi mnozstvi se nachazi v posledni frakci
(vitisin A — Obr. 106, acetylvitisin A — Obr. 107). Ve spektru se nachazi také jejich
aglykon m/z 399,0186.

frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakces 1: TOF MS ES+
561 1.00Da
1004 270
] 263
n T T T 1 T T T T T 1 T 1 T T T T T 1 T 1 T T T T T T T i T T T 1
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 §.00
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce10 1: TOF MS ES+
561 1.00Da
1004 370
£ 263
C 1 T T T T T T T 1 1 T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 580 6.00 6.50 T7.00 7.50 8.00
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce15 1: TOF MS ES+
561 1.00Da
1004 270
] 265
343
G T T T T T T T T T i T 1 T T T T T i T 1 T T T T T T T i T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 §.00
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberiite-frakce20 1: TOF MS ES+
265 561 1.00Da
1004 270
g,
o 0,88 276 343 422 43 502

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T ¥ T T T T Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

Obr. 106 Chromatogramy iontu m/z 561,0918 v jednotlivych frakcich
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frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakces

1. TOF MS ES+

100 603 1.0022
"= 263 284296
0 0.88.0.95 23040 2842 3.513.86 441 543 573 605 673681742 7.75800
05 100 150 200 250 @ 300 350 400 4% 500 550 600 650 700 750 @ 800
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce10 1: TOF MS ES+
603 1.00Da
1004 P
2] 252
0 0.87 1.71 222 A3_22\3.33 4.30 4.90 545 586592 6626588492 7.39 769
I U.ISU I 1.IUU I 1.|50 I E.bU I 2.|50 I S.EJU ‘ 3.50 I 4.IUU I 4.|5C| ‘ S.IUU I 5.|5[] I B.bU ‘ B.ISU I ?.EJU I ?.50 I S.EJU
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce15 1: TOF MS ES+
603 1.00Da
1004 P
- 284
0 0.84 2.44.2.50 _A 3.06 390 4.284.33 5.19 5.846.08 669 699707 7.98
L R R L R R R R N RN AR LR LR LR LS IR U LN LA RN R LN RARRE RRLANLARAN LY LS AR LR LA LS MLRAN R
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 6.00
vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce20 1: TOF MS ES+
282 603 1.00Da
1004 88
= 222246 2.74 PRIa e 5.29 7.0 8.05
0.85.0.95.1221 63 ARSI 302 343 3m TN MBI T s e7 622 6.81.5.92) 7.91 5%
0 R L L s B L L L LR R LR R MR L LA L R B R RN AL RN LA L s aan e e nnn anen el NI UITEH
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.0

Obr. 107 Chromatogramy iontu m/z 603,0018 v jednotlivych frakcich

Vytez z hmotnostniho spektra frakce ¢.

primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a

na obrazku 108. Ve spektru se opét nachazi vitisin A 0 m/z

skute¢né hodnoty 33,7 ppm (Obr. 56) a acetylvitisin
teoretické

odstépent

10 potizeného z UPLC/MS analyzy

odectenim zdkladni linie je zndzornén
= 561,1055 s odchylkou od

A 0 m/z = 603,0538 s odchylkou od

hodnoty 134,6 ppm (Obr. 30). Ion 399,0539 odpovida jejich aglykonim po
glukosy a acetylglukosy. Ve frakci se objevil i 5-karboxypyranopetudinin-3-

glukosid 0 m/z = 547,0822 (Obr. 97). Zastoupeni vitisinu A V jednotlivych frakcich lze vidét

na obrazku 106, acetylvitisinu A na obrazku 107.

frakcionace na amberlite frakce rozpustena v H20 okys

Vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberiite-frakce10 141 (2.442) Cm (125:190-(201:231+100:116))

100- 561.
301.0832
g_
311.9833
7 399.0539
355064570 0227
437-022{ 4548234 476.1446
i 547.0822
S
0
275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Obr. 108 Vytez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 10
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Na obrazku 109 je vidét vyiez z MS spektra frakce ¢. 15 potizeného z UPLC/MS

experimentu primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim zakladni

linie. Ve frakci se opét nachazi vitisin A (561,1191, Obr. 56, odchylka od teoretické
hodnoty 9,4 ppm), acetylvitisin A (603,1386, Obr. 30, odchylka od teoretické hodnoty 6,0
ppm) a nové se ve frakci objevil coumaroylvitisin A (707,0353, Obr. 81, odchylka od

teoretické hodnoty 178,1 ppm — velkd odchylka mize byt zplisobena nedostatenym

odst

upem signalu od Sumu). Zastoupeni vitisinu A v jednotlivych frakcich lze vidét na

obrazku 106, acetylvitisinu A na obrazku 107. Coumaroylvitisin A byl nejvice zastoupen

ve frakci ¢. 20 (Obr. 110), ale v porovnani s jinymi pyranoderivaty malvidinu se ve vzorku

’ p . - . v p
vina obohacené¢ho kyselinou pyrohroznovou nachazi pouze ve stopovém mnozstvi.
frakcionace na amberlite, frakce rozpustena v H20 okys
Vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce15 142 (2.458) Cm (136:190-(201:224+108:125)) 1: TOF MS ES+
561.1191 a7
100+
245 0712
g,
260.9491
399 1026 603.1386
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_29g.92g7 349.0606
449 7969 520.2883 £64.0955
B04.0822  (oh goa
63296867 T07.0383 705 gy 8139102 g3g gaso
0 miz
250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825
Obr. 109 Vytez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 15
frakcionace na amberlite frakce rozpustena v H20 okys
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110 Chromatogramy iontu m/z 707,0353 v jednotlivych frakcich
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Na obrazku 111 je znazornén vyiez MS spektra pofizeného béhem UPLC/MS
analyzy (primérovanim pies chromatogram v oblasti 2-4 min a odectenim zakladni linie)
frakce €. 20, ktera predstavovala vizualné nejintenzivnéjsi barevnou frakeci. Ve spektru se
opét nachazi derivaty vitisinu A, hmota 399,1080 odpovida jejich aglykonim. Zastoupeni
vitisinu A Vv jednotlivych frakcich lze vidét na obrazku 106, acetylvitisinu A na obrazku
107 a coumaroylvitisinu A na obrazku 110. Ve frakci 20 jsou patrny dva dobie separované
piky s m/z 707 (Obr. 110), pik s reten¢nim ¢asem 3,21 odpovida podle porovnani hodnot

m/z coumaroylvitisinu A.

frakcionace na amberlite frakce rozpustena v H20 okys

vino-CM-pyruvat-frakcionace10-amberlite-frakce20 135 (2.329) Cm (132:194-(206:223+91:104)) 1: TOF MS ES+
453.7930 958
100+
561.1168
g_
296.9363 3%, fo%0
Fa 603.1189
3119619 347 0993 R P £62.1338
e 4211508 P 4/9[].3?24
A70.0550 564 3695 (B04.0756
e
5171315 608 3960 g45 9909 707-1260
re

771.0202.763.4940

0 miz
300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 ViS5 800 825

Obr. 111 Vytez hmotnostniho spektra frakce ¢. 20

Na obrazku 112 jsou znazornény plochy pikid vybranych anthokyanini v
odebranych frakcich. Z grafu je patrné, ze vybrané pyranoderivaty malvidinu (vitisin A
m/z 561, acetylvitisin A m/z 603 a coumaroylvitisin A m/z 707) se nachazi ve vSech
frakcich a lisi se pouze svoji intenzitou. Lze tedy fici, ze sorbent Amberlit XAD 16 neni
V porovnani s ostatnimi studovanymi sorbenty pfili§ vhodny na frakcionaci vzorku vina

obohaceného pyrohroznovou kyselinou.
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Plochy pikti vybranych anthokyanint v
odebranych frakcich

14
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0 5 10 15 20 25
Cisla frakci

Obr. 112 Plochy pika vitisinu A (561) a acetylvitisinu A (603) a coumaroylvitisinu A (707)
v odebranych frakcich
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8.2.4 Frakcionace na reverzni fazi C18

Pti frakcionaci vzorku vina obohaceného pyrohroznovou kyselinou na reverzni fazi
C18 bylo nasbirano celkem 12 frakci. Z obrazku 113 je patrna zavislost absorbance pti
vinové délce 500 nm na jednotlivych odebranych frakcich a elu¢nich objemech. K blizsi

analyze frakci byla pouzita metoda UPLC/MS, kolizni spektra byla ziskdna pfimym
nastfikem do ESI-MS.

Frakcionace pyruvatového vzorku na reverzni fazi

C18
0,07 70
0,06 / g0
0,05 50
g / 3
< 0,04 a0 =
2
e
B 0,03 30 2
oL
0,02 - 20 .5 I A bsorbance
0,01 10 = radient MF

1 2 3 4 5 5] 7 8 S 10 11 12
| | | | | Cisla frakci | | | | |

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Elutni chjem [ml]

Obr. 113 Zavislost absorbance na jednotlivych frakcich a elu¢nich objemech

K bliz§i analyze byly vybrany frakce ¢. 3, 7 a 11. Po lyofilizaci byly frakce
rozpustény ve vode¢ okyselené 0,1% HCOOH (V/v).

Na obrazku 114 jsou znazornéna MS spektra frakci ¢. 3 a 7 pofizend pfimym
nastiikem do MS. Spektra jsou poskladana tak, jak byla odebirdna a jsou vztazena na

jednotnou intenzitu 1,83 - 10*imp. Frakce &. 11 predstavovala malo intenzivni zonu.
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12-3-ionty-470-492-544-605-618-primy-nasirik 10 (2.237) Cm (3:21)
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Obr.

114 MS spektra frakci ¢. 3 a 7 ziskanych pii separaci vzorku vina

obohaceného kyselinou pyrohroznovou na reverzni fazi C18

Na obrazku 115 je znazornén vyiez MS spektra frakce €. 3 pofizeného béhem

UPLC/MS analyzy (suma spekter pofizenych béhem 2-4 minuty analyzy). Anthokyaninem

o nejvetsi intenzité je vitisin A (Obr. 56) 0 m/z = 561,1241 s odchylkou od teoretické

hodnoty 0,5 ppm a jeho aglykon o m/z = 399,0689 (odchylka od teoretické hodnoty 6,8

ppm). Vitisin A se vyskytuje pouze ve frakci ¢. 3 (Obr. 116), v ostatnich frakcich zcela

chybi.
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frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky

vino-CM-pyruvat-frakcionace12-RP-frakce3 155 (2.680) Cm (123:182-(194:222+4117:128)) 1: TOF MS ES+
561.1241 5.84e3
100+
g_
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Obr. 115 Vytez hmotnostniho spektra frakce ¢. 3 potizené béhem UPLC/MS analyzy

frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
vino-CM-pyruvat-frakcionace12-RP-frakce3

1. TOF MS ES+

266 561
1001 16263
O
G T T T 1 T T T T T T T T T 1 1 T T T T T T T 1 T T T T T T 1 1
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Obr. 116 Chromatogramy iontu m/z 561,1241 v jednotlivych frakcich

Vyiez z hmotnostniho spektra frakce ¢. 7 potizeného z UPLC/MS analyzy (suma
spekter potfizenych béhem 2-4 minuty analyzy) je zndzornén na obrazku 117. Na rozdil od
predeslé frakce zcela chybi vitisin A a do poptedi se dostavd jeho coumaroylderivat
0 m/z = 707,1433 s odchylkou od skute¢né hodnoty 25,3 ppm (Obr. 81). Zastoupeni
coumaroylvitisinu A v jednotlivych frakcich je znazornéno na obrazku 118. Ve spektru se
vyskytuje ion 581,1382, bohuzel se nepodatilo ziskat kvalitni kolizni spektrum, které by

ion pomohlo identifikovat.
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frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky

vino-CM-pyruvat-frakcionace12-RP-frakce7 144 (2.490) Cm (139:218-(226:240+111:124)) 1: TOF MS ES+
4537789 2.04e3
100+
$—
296.9240
2 o ocas 451_8053454.8427
i 4498113 |55 5743 707.1433
367.9873
444 0315.., 471.0746 581.1382 708.1973
- 35.0596 603.0866 653.0880
7091735 747 0499 g35oza0 0704099 9129556
0 miz
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 a00
, p «
Obr. 117 Vytez hmotnostniho spektra frakce ¢. 7
frakcionace na RP, frakce rozpustena v H20 oky
vlno-CM-pyruvat-fraKc|onace12-RP-IraKceS 1. TOF MS ES+
707
100 100
| -

. 055099 198 25327 339 427 451 400 551561 P61 ges  THTEl 753 85157,386
"050 ' 1.00 150 200 250 3.00 350 400 450 500 550 600 650 7.00 750 8.00 850
vino-CM-pyruvat-frakcionace12-RP-frakce7 1: TOF MS ES+

324 707
100 100
g_
0.85 311 | 22 389 6.11 7 64 8.29
o 0.79- 2.15 AN 27438400 a7sser ss2 S Wgzres3ere 74878 758 30 seram
"050 100 150 200 250 3.00 3.50 400 @450 500 550 600 650 7.00 750 800 850
vino-CM-pyruvat-frakcionace12-RP-frakce 11 1: TOF MS ES+
707
100 100
g_
0.2 457 5,02
. 028 .90 f, 262 321371400405 2 40 207 564534 626 4 g 7137.39 7.738.01 B840 8.72.8.83
LB R L B L N D L N L e L L A e e A e A e s e an s e o (111
"050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Obr. 118 Chromatogramy iontu m/z 707,11433 v jednotlivych frakcich

Na obrazku 119 a 120 jsou znazornény plochy pikt vybranych anthokyanint
v odebranych frakcich. Z grafii a spekter je patrné, Ze reverzni faze C18 je vhodna pro
frakcionaci pyranoanthokyaninu ve vinech, lze u¢inné odseparovat vitisin A od jeho acetyl
a coumaroylderivatl. Pti frakcionaci byla ziskana frakce (konkrétné frakce €. 3), ktera je

vyrazné obohacena o vitisin A.
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Plochy pikli vybranych anthokyanint v
odebranych frakcich
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Obr. 119 Plochy piku vitisinu A (561) a acetylvitisinu A (603) a coumaroylvitisinu A (707)
v odebranych frakcich
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Obr. 120 Plochy piki acetylvitisinu A (603) a coumaroylvitisinu A (707) v odebranych
frakcich
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9 ZAVER

Predmétem prace bylo nalézt vhodny postup pro semipreparativni frakcionaci
vzorkil cerveného vina Cabernet Moravia s pfidavkem acetaldehydu a pyrohroznové
kyseliny za ti€elem charakterizace profilu pfitomnych rostlinnych barviv.

Prvnim zkoumanym sorbentem byl kopolymer styrenu a divinylbenzenu (Sepra
SDB-L), ktery se ukazal byt vhodny k frakcionaci vzorkli obohacenych acetaldehydem i
pyrohroznovou kyselinou. Jak bylo zjisttno UPLC/MS analyzou, V pfipadé¢ vzorku
obohaceného acetaldehydem dochézi k separaci latek s vétsi molekulovou hmotnosti, které
eluuji v pozdgjsich frakcich (tj. dochazi k pife¢isténi iontd 927,1631; 1003,2050;
1077,2263; 1151,2543; 1209,3108 a 1283,3436). Identifikace téchto iontl je predmétem
dalsiho vyzkumu. Vysledky také ukazuji, Ze styren-divinylbenzenovy kopolymer je moZzné
pouzit pro frakcionaci pyranoanthokyaninti ve vinech obohacenych pyrohroznovou
kyselinou. Je mozné provést semipreparativni separaci podle typu acylace na cukerném
zbytku pyranoanthokyaninu.

Pokud se jako sorbent pro semipreparativni chromatografii ve sloupcovém
uspotadani pouzije silikagel (bez chemické modifikace) v HILIC modu je mozno
dosahnout velmi uinné separace pyranoanthokyanini ve vzorku vina obohacené¢ho
pyrohroznovou kyselinou. Byly ziskadny jednotlivé frakce obohacené vitisinem A,
acetylvitisinem A a coumaroylvitisinem A. Postup umoziiuje dokonce izolaci vitisinu A
s vysokou Ccistotou. V HILIC systému byly latky frakcionovdny v pofadi od nejméné
polarnich k nejpolarnéjSim. Frakcionace a naslednd UPLC metoda (s kolonou Acquity
C18) jsou tedy systémy vzajemné chromatograficky ortogonalni. Naproti tomu pro
frakcionaci barviv vznikajicich reakci acetaldehydu s anthokyaniny neni silikagel v HILIC
uspofadani vhodnou staciondrni fazi.

Dalsim testovanym sorbentem byl Amberlit XAD 16. Tento material umoziuje
oddé€leni nizkomolekularnich latek od barviv s vy$§imi hmotami m/z (pfiblizné v rozsahu
molekulovych hmotnostni od 350 do 850 Da) ve vzorku vina obohaceného acetaldehydem.
Naproti tomu Amberlit XAD 16 nenabizi zfetelné vyhody pro frakcionaci
pyranoanthokyaninti z vina obohacené¢ho pyrohroznovou kyselinou.

Poslednim testovanym materidlem byla reverzni faze C18. Tento béZny material
dovoluje ve sloupcovém uspofadani od sebe separovat skupinu identifikovanych pyrano a
5-karboxypyranoanthokyanint (tj. vitisin A, 5-karboxypyranopeonidin-3-glukosid, vitisin
B a pyranopeonidin-3-glukosid) od slozitéjsich kondenzovanych anthokyaninti jako jsou

coumaroylvitisin B a 5-(4-hydroxyfenyl)pyranoMv-3-glukosid. Ze vzorkd vina
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obohaceného pyrohroznovou kyselinou, které jsou z hlediska poc¢tu a druhu pfitomnych
barviv materidlem jednodus$$im, je mozno s vyuzitim reverzni faze pouzitym postupem
izolovat vitisin A.

Pilotn¢ byl testovan moderni systém pro stfedotlakou semipreparativni
chromatografii Knauer s kolonou Bioline s reverzni fazi C18. Moznosti frakcionace na

tomto systému se kvalitativné shoduji s klasickym sloupcovym uspotadanim.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

C18 reverzni faze s kovalentné navazanou oktadecylovou skupinou
C8 reverzni faze s kovalentné navazanou oktylovou skupinou
Cy cyanidin

Cy-3-Glu cyanidin-3-glukosid

Cy-3-Soph cyanidin-3-sophorosa

DAD detektor diodového pole

DESI desorpce elektrosprejem

DMSO dimethylsulfoxid

Dp delfinidin

El chemick4 ionizace

ESI ionizace elektrosprejem

EtOH ethanol

FAB bombardovani rychlymi atomy

FD desorpce polem

FI ionizace polem

FIB bombardovani rychlymi ionty

GC plynova chromatografie

HAC octova kyselina

HILIC chromatografie hydrofilnich interakci
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
ICR iontova cyklotronova rezonance

IEC iontov€é vyménna chromatografie

IT iontova past

LC kapalinova chromatografie

LPLC automatizovany systém sloupcové chromatografie
MALDI desorpce laserem za Ui¢asti matrice

MeOH methanol

MF mobilni faze

MLCCC protiproudéd chromatografie

MPC mikrokandlova desticka
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MPLC sttedotlakéd chromatografie

MS hmotnostni spektrometrie

Mv malvidin

Mv-3-Glu malvidin-3-glukosid

NP systém normalnich fazi

PC papirova chromatografie

Pg pelargonidin

PMT fotonasobic

Pn peonidin

Pn-3-Glu peonidin-3-glukosid

Pt petunidin

Pt-3-Glu petunidin-3-glukosid

RP systém reverznich fazi

SF stacionarni faze

TFA trifluoroctova kyselina

TLC chromatografie na tenké vrstveé
TOF pruletovy analyzator

TSP ionizace termosprejem

SF stacionarni faze

UPLC ultrauc¢innd kapalinova chromatografie
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12 PRILOHA
12.1 Fotografie porizené béhem frakcionace vzorku vina s pridavkem acetaldehydu
na reverzni fazi C18 pomoci MPLC na koloné BIOLINE

Fotografie 1 znazornuje zafizeni Bioline ur¢enou pro stiedotlakou chromatografii
vrozlozeném stavu. Na fotografii 2 lze vidét naplnénou kolonu zapojenou s HPLC
zatizenim. Fotografie 3 znazornuje transport anthokyanini kolonou v disledku zvySovani

elucni sily mobilni faze.

Fotografie 1 Rozlozend kolona Bioline
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Fotografie 3 Transport anthokyaninovych barviv kolonou Bioline
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12.2 Fotografie porizené béhem frakcionace vzorku vina s pridavkem acetaldehydu
na reverznich fazich C18 ve sloupcovém uspoiadani

Fotografie 4 znazoriiuje nadavkovani vzorku a vytvofeni prvnich dvou barevnych
z6n. Na fotografii 5 Ize vidét postup barevnych zon kolonou pii zvySovani eluéni sily
mobilni faze. Fotografie 6 poukazuje na vytvofeni tieti, mén¢ intenzivni, barevné zony.
Fotografie 7 znazoriuje postup tieti barevné zony kolonou. Na fotografii 8 lze vidét

jednotlivé posbirané frakce béhem celé frakcionace vzorku v systému reverznich fazi.

Fotografie 4 Davkovani vzorku, tvorba prvni a druhé barevné zony
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Fotografie 6 Tvorba tieti barevné zony




Fotografie 7 Postup tieti barevné zony kolonou

Fotografie 8 Frakce nasbirané béhem frakcionace vzorku vina obohaceného acetaldehydem

V systému reverznich fazi C18
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