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Uvod

Anthokyaniny, vznikajici jako sekundarni metabolity pfi biochemickych procesech
v rostlinné burce, jsou vyznamna rostlinnd barviva patfici do skupiny flavonoidt. Skladaji se
z barevné slozky (anthokyanidinu) a cukerného zbytku (nejcastéji glukosy) (Obr. 1). Pro své
antioxidacni a antimikrobialni G¢inky jsou tyto latky dlouhodobym piedmétem intenzivniho
studia s ohledem na potencialni vyuzZiti v medicing."” Moderné jsou anthokyaniny vyuZivany
rovndZz v prevenci, ale i terapii cukrovky®, né&kterych kardiovaskularnich onemocnéni a
rakoviny’. Vyskytuji se nejéastéji v plodech, kvétech, listech, ale i kofenech nebo semenech
rostlin. Pfitomnost anthokyaninovych pigmentii ve viné zptsobuje barevnost ¢ervené¢ho vina a

rozdilny obsah jednotlivych anthokyanini mize slouzit k identifikaci jednotlivych odrad. ®

Obr. 1 Zékladni struktura anthokyaninti
R;,R;, —H, OH,0CH;
R3, Ry — cukr, OH

Béhem vyvoje rostliny a/nebo zrani plodu dochazi v nékterych pletivech ke
kromé toho vznikaji i pfi zrani vina (kles4 obsah volnych anthokyanind a taninovych latek a
dochdzi k jejich vzajemné kondenzaci). Profil kondenzovanych pigmentli je mozno pouzit
k charakterizaci rostliny nebo také odhadu staii vina. Kondenzace muze probihat riznymi
zpusoby napf. piimou reakci anthokyaninu s proanthokyanidinem nebo v piitomnosti

aldehydu (Obr. 2).



Obr. 2 Struktura pigmentu vznikajiciho kondenzaci malvidin-3-glukosidu s epikatechinem pies acetaldehydovy
mustek

Spektrum téchto latek v rostlinném materidlu je velmi pestré a ve vétSiné piipadi
doposud nejsou jednotlivé pigmenty dostupné. Vzhledem k potencidlné zajimavym
vlastnostem ve farmacii a potravinaistvi je vysoce zddouci tyto pigmenty izolovat (ev.
frakcionovat do definovanych skupin) a fyzikalné-chemicky charakterizovat (rozpustnost,
redoxni vlastnosti atp.). Analytickd charakterizace zase dovoli vyuziti frakcionovanych
produkt jako standardt.

Zajimavé moznosti pro ucinnou separaci latek v Sirokém rozmezi molekulovych
hmotnosti skytaji monolitické materialy. Riizné typy monolitl jsou intenzivné testovany jako
stacionarni faze pro kapalinovou (elektro)chromatografii'', extrakci tuhou fazi'® nebo
napiiklad baze pro enzymatické mikroreaktory® (on-line tryptické $t&peni proteinu pied MS
detekci). Monolity se déli do dvou hlavnich kategorii, kiemenné a polymerni.

V ptipad¢ polymernich monolitickych kolon je vhodnou volbou podminek polymerace
(slozeni reakéni smési — obsah monomert, zesitovaci latky, pory-formujici rozpoustédla a typ
iniciace) mozno zajistit definované vlastnosti polymerniho materiadlu (mikrostruktura, velikost
port).*

Cilem prace je provést frakcionaci kondenzovanych anthokyaninovych pigmentt
s vyuzitim cilen¢ laboratorné ptipravenych monolitickych kolon a frakcionované produkty
analyticky charakterizovat s vyuzitim hmotnostni spektrometrie a jejim spojenim

s mikrokapalinovou chromatografii (ev. kapilarni elektroforézou).

Experimentalni ¢ast
1. PFiprava monolitické kolony
Jako pouzdro byla pouZita sklenénd trubice o délce 10 cm a priméru 0,7 cm. Vnitini

povrch bylo nejdiive nutné upravit. Trubice byla promyta acetonem, 200mM NaOH,



destilovanou vodou, 200 mM HCI a okyselenym ethanolem (kyselinou octovou, pH ~ 5). Poté
byla provedena silylace 20% (v/v) roztokem trimethoxysilylpropyl- methakrylatu v ethanolu o
pH 5 (15 hodin). Nasledn¢ byla trubice promyta acetonem a vysusena v proudu dusiku. Takto
pfipravend kolona se naplnila polymera¢ni smési, kterd obsahovala 12 % BMA
(butylmethakrylat), 8 % EDMA (ethylendimethakrylat), 25 % 1,4-butandiolu (slozeni
odpovidajici ptiblizné velikosti pora 4,8 um), 54,5 % l-propanolu, 0,5 % AMPS (kyselina-2-
akrylamid-2-methyl-1-propansulfonovd) a 0,01 g AIBN (azobisisobutyronitril). Polymerace

probihala 20 hodin ve vodni lazni pii teploté 70°C (modifikovany postup pievzaty z prace”).

2. Frakcionace barviv
Separace jednotlivych barviv na pfipravené monolitické koloné byla provedena za
pouziti dvouslozkové mobilni faze (manualni michani a davkovani mobilni faze na kolonu,

mobilni faze protékala volné gravitaci, ev. pretlakem na zacatek kolony), ktera obsahovala:

Slozka A — destilovana voda okyselena 0,12 % kys. trifluoroctovou (v/v)

Slozka B — acetonitril okyseleny 0,12 % kys. trifluoroctovou (v/v)

Eluce barviv probihala isokraticky 5 ml 10 % slozky B, poté gradient (pfidavek 2 ml 50 % B)
a dale se gradient pro dosazeni 100 % B (pro kvantitativni eluci sloZky s vyssi retenci — byla
optimalizovana pro kazdou separacni tlohu zvlast). Byla provedena separace dvojice barviv
cyaninu a pelargonidinu a poté dvojice oenin - malvin, kdy 1. frakce se ziskala po
nadavkovani 5 ml mobilni faze a 2. frakce v pfipad¢€ prvni dvojice po 22 ml a u malvinu a

oeninu po 11 ml mobilni faze (celkovy objem naneseny na kolonu) nadavkované na kolonu.

3. Analyza frakci hmotnostni spektrometrii

Identifikace ziskanych frakci byla provedena na hmotnostnim spektrometru LCQ
MAT (Finnigan, San Jose, CA, USA) s ionizaci elektrosprejem a analyzatorem typu iontové
pasti. Pfimé zavadéni vzorku do iontového zdroje — pritok 10ul/min, teplota vyhiivané
kapilary 200°C, sprejovaci napéti +5,6 kV, prutok zmlzovaciho plynu 40 arbitrary units,
ladéni — iontova optika byla ladéna na malvidin-3-glukosid. Identifikace frakcionovanych
barviv byla provedena na zakladé m/z rodi¢ovského iontu a fragmentace po kolizi indukované
disociaci v iontové pasti (MS/MS, normalizovand kolizni energie 60%). M¢éteni
kondenzovaného pigmentu ve vzorku vina (odriida Nitra, Vinatstvi Bukovsky Kobyli, ro¢nik

2002) bylo provedeno s vyuzitim ptfimé infuze vzorku piecisténého extrakci na tuhé fazi



(Strata SDB-L, 200mg/3ml, Phenomenex) do hmotnostniho spektrometru s ionizaci
elektrosprejem (Q-TOF, Premier, Waters Corporation). Experimentalni parametry: sprejovaci
napéti +2,8 kV, pratok vzorku 5 pl/min, pratok zmlzovaciho plynu 250 l/hod, teplota

iontového zdroje a desolvaéniho plynu 150°C.

Vysledky a diskuse

Spravna funkce pfipraveného monolitu byla ovéfena separaci standardli anthokyanind.
Nejprve se podatilo oddé€lit dvojici v polarité vysoce se lisicich latek, a to cyaninu (cyanidin-
3,5-diglukosidu) a pelargonidinu (aglykon). MS analyzou jednotlivych frakei bylo potvrzeno,
ze dochazi k dokonalému oddé€leni obou barviv, a Ze monolit se chova jako reverzni faze
(cyanin eluuje jako prvni). Uplné rozliseni dal§i dvojice anthokyaninii se stejnou barevnou
slozkou liSici se o jednu glukosu (oenin (malvidin-3-glukosid) a malvin (malvidin-3,5-
diglukosid) (Obr. 5) prokazalo velmi dobrou separa¢ni schopnost pfipraveného monolitu pro
tyto latky.
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Obr.5
A - MS spektrum 1. frakce — malvin
B - MS spektrum 2. frakce — oenin



Pti MS analyze vzorku vina odridy Nitra (viz. Experimentalni ¢ast) byl nalezen
kondenzovany pigment typu malvidin-3-glukosid-acetaldehyd-katechin (Obr. 2). Jeho identita
byla jednoznacné potvrzena fragmentaci (Obr. 6). V soucasné dobé jsou optimalizovany
postupy pro frakcionaci tohoto vzorku na pfipravenych monolitickych methakrylatovych

kolonach za u¢elem hlubsi analytické charakterizace a testovani antioxidacnich vlastnosti.
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Obr. 6 Fragmentaéni spektrum kondenzovaného pigmentu typu malvidin-3-glukosid-acetaldehyd-katechin

ziskané fragmentaci iontu o m/z 809 po kolizi v kolizni cele (MS/MS)
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