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Seznam pouzitych zkratek

HPLC.......... vysokoucinna/vysokotlaka kapalinova chromatografie

(high performance/pressure liquid chromatography)
TLC............ tenkovrstevna chromatografie (thin layer chromatography)
NMR........... nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
Kpeoeeevieannnn. distribuéni konstanta
[X]s .......molarni koncentrace slozky X ve stacionarni fazi
[X]m ....molarni koncentrace slozky X v mobilni fazi



Obsah

CiL 5
1. 0VOD 6
1.1, ROD CAPSICUM.....uvvveoveeeeeeieeeiiiiieesiveseiseeesiseesessesaseesssaessssesssssssssessassesssstessssssessssseeessssesssssessssasssssaesssnss 6
1.2. ROSTLINNA BARVIVA ....ooiitiiitiiieieeieetteseeeeeeestesssesssssseasssaseessseesssesseeasessesssssssssesssaesssassseenssssnsesnssessenses 8
1.2.1. KQPOIENOIAY ...ttt ettt et be e 9
1.2.1.1. Karotenoidy ODECNE ..........c..cueciviiiiiiiniiiicittctr ettt st es s ssae bbbt b e s n e b b aa b sn s benan 9

1.2.1.2. Karotenoidy Cerveneé PapPIIKY ........cccccveeeueruerieenieienierenierenieseesesreseesesiesnesesressesssssesaesssssssesssssssssnssssssenssses 12

2. METODY 16
P B G5 1:30) V.Y (0 1¢]: 7N 2 | SRS 16
2.1.1. CRromatografie 0BECRE .................cueeceeveireviriericeeesiesteseiseeese s et stess e aesessessasstesensessensenesasesassenes 16
2.1.2. HPLC - vysokoucinna/vysokotlaka kapalinova chromatografie ................ccccoveeenevccveenenueencnne. 17
2.1.3. Planarni CRrOMQIOZTASie ...............c.ccooueinimeecenineeteieieieie sttt sttt sttt n e e saeaennenes 18

2.2, SAPONIFIKACE .....ceieitiiiittieeeeeeeirreeeeeesisteeeessssasesisssaaeeesssssesseesssseessssssesssesssssssseesessssssesessesssssseesenessesesnns 18
2.3. NMR — NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE .......c.ccotiuiitieieeieeesteeteeeesssesseseessesssessesnsesssessesssensesenns 19

3. EXPERIMENTALNI CAST 20
3.1. OBECNE POZNAMKY K EXPERIMENTALNI CASTI .....ccuviiiuiiiiiiieeeieeteseeeeeeteeteeseesaeesaesesesnesteseesseseensenns 20
3.2. EXTRAKCE A HRUBE DELENi PIGMENTU ZE SUSENE CERVENE PAPRIKY ......oovvvviriiuiriireriieneeneseenenesnenens 21
3.2, 1 EXIPAKCE ...ttt ettt e et e s s as et s st e e ettt e s et e e sat bt e s eataeeseataeeere bt esatatesanateesareenns 21
3.2.2. CRIOMQIOGYASIC ... es et eas et eb s ete et easessebe s b ensessessereeasesestanes 21
3.2.3. NMR CHrOmQIOGrafie..............cooueeeeireesiiiririeesisessssstsiesessesessssesestssassesasssssssaasse e sessesessnsessssssass 22
3.2.4. SAPONISIKACE ..ottt et ve bbb et e s e et e st e b ebesseebesransesensenssas 24
B.2.5. HPLC ...ttt ettt et s et este e s e taeesate e s eateeseebt e e s s aeeseattaeeeneeseenaeeaaneananee 24

4. ZAVER A DISKUZE 26
5. SEZNAM POUZITE LITERATURY A INTERNETOVE ODKAZY 27
5.1. INTERNETOVE ODKAZY NA PREVZATE OBRAZKY ......ccoovvveviiirerierirenereeesserensenseseeseessesssesessesessssesesssseses 28



Cilem bakalafské prace bylo pomoci chromatografickych metod (kolonova
chromatografie, HPLC) rozdé¢lit jednotlivé rostlinné pigmenty Cervené papriky a nasledné
je identifikovat pomoci NMR spektroskopie. Mimym zjednodudenim bylo pouziti jiz

susené Cervené papriky.

Vzhledem k omezenym ¢{asovym moznostem je bakalafské prace zalozena
pfedevsim na literami reSerSi (tedy na vytahu faktl, které byly doposud o daném tématu
sepsany), na zvladnuti st€Zejnich praktickych dovednosti pfi izolaci jednotlivych latek a

v neposledni fad€ také na nahlédnuti do zakladi NMR spektroskopie.



1. Uvod

1.1. Rod Capsicum

Rod Capsicum patti do Celedi Lilkovitych (Solanaceae). Tvofi jej priblizné 22

druhi rostoucich divoce v pfirodé a 5 “domestikovanych* druhi (C. annuum, C. baccatum,

C. chinense, C. frutescens, C. pubescens).I (obr. 1)

Capsicum annuum  Capsicum baccatum  Capsicum chinense Capsicum frutescens  Capsicum pubescens

Obr.1. “Domestikované* druhy paprik rodu Capsicum '~

Paprika je jednim zhlavnich zdroji karotenoidi. Jsou to dulezité piirodni
pigmenty, kterym Cervena paprika vdé€Ci za svou intenzivni barvu. Né&které z nich
(kapsanthin, kapsorubin) jsou dokonce syntetizovany pouze rodem Capsicum. Karotenoidy
vykazuji vyznamnou biologickou aktivitu — maji antioxida¢ni schopnosti, redukuji riziko
rakoviny a maji pozitivni vliv na imunitni systém. Nékteré z nich maji aktivitu provitaminu

A (napf. B-karoten, B-kryptoxanthin), ktery se v téle pfeménuje na vitamin A.>**

Déle je neobycejné bohatd na antioxida¢ni vitamin C, ktery chrani bunky pfed
karcinogeny. Cervena paprika obsahuje téméf &tyFikrat vice vitaminu C neZ citrény nebo
pomerance. Pfispiva k prevenci rakoviny, a to zejména travicich organt (zaludku a tlustého
stieva). Paprika je vybomym zdrojem neutrdlnich a kyselych fenolickych sloucenin

v v . 10 s s c 4w g e .4
(v€etné flavonoidll) vyznacujici se antioxidanimi schopnostmi.



Dal$i skupinou latek charakteristickou pro rod Capsicum jsou kapsaicinoidy
(nejvyznamnéjsim je kapsaicin — obr. 2). Chemicky nalezi mezi amidy. Jsou to slouc¢eniny
zodpovédné za ostrou, palivou chut’ pfitomné v mnoha odridach paprik. Velmi vysokym
obsahem se vyznacuji Cili papricky a papriky habanero (Capsicum chinense), oproti tomu
sladka paprika jich obsahuje pfiblizné desetkrat méné nez paliva. Papriky si kapsaicinoidy
vyvinuly jako uc¢innou obranu proti bylozravcim. Kromé toho kapsaicinoidy vykazuji

biologickou aktivitu (napf. maji antioxidacni, protinadorové a protizanétlivé ucinky,

stimuluji kardiovaskulamni a respiraéni systém)."* &7
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Obr. 2. Kapsaicin

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala studiem pigmentd papriky roéni
(Capsicum annuum) (obr. 3). Jedna se o jednoletou teplomilnou rostlinu zndmou jiz vice
nez Ctyfi tisice let pochézejici z Jizni a Stiedni Ameriky. Do Evropy ji ptivezli Spanélé a
jeji plody se staly velmi rychle oblibenou soucasti naseho jidelni¢ku. Podle velikosti, tvaru,
barvy a pikantnosti plodl se déli na jednotlivé odridy. "

Hojné se pouziva jako ptirodni potravinové barvivo. Byva distribuovana ve formé

, . « . , v - R
koncentrovaného extraktu (oleoresin) nebo v susené a mleté formé jako kofeni.

Obr. 3. Cervend paprika (Capsicum annuum) °



1.2. Rostlinna barviva

Rostlinna barviva jsou organické latky rizného sloZeni, které maji pro rostliny

Zivotni vyznam. Rozdé€luji se na:

*  barviva rozpustna v tucich — lipochromys;

*  barviva rozpustna ve vodé — hydrochromy.

Lipochromy jsou obsaZeny v plastidech a patfi k nim zelené chlorofyly, Zluté

xanthofyly a &ervené karoteny. Chlorofyly maji vyznam pro fotosyntézu, xanthofyly a

karoteny zpulsobuji Zluté, oranzové a Cervené zbarveni listd, kvétd a plodi. Mezi

hydrochromy patii zejména anthokyany, které jsou obsaZeny ve vakuoldch a zplsobuji

modré, ¢ervené, fialové az ¢erné zbarveni zejména kvétt a plodi’x.9

Béhem dozravani se obsah jednotlivych barviv méni. Chloroplastova barviva
(chlorofyl a nékteré karotenoidy) ptfi dozravani postupné ubyvaji, zatimco chromoplastova

barviva ptibyvaji.?



1.2.1. Karotenoidy

1.2.1.1. Karotenoidy obecné

Karotenoidy jsou rozsahla skupina pfirozené se vyskytujicich organickych barviv,
které jsou pfitomny v rostlinach, fasach a riiznych mikroorganismech. V pfirod¢ bylo
identifikovano vice nez 750 karotenoidd, ale pouze 24 jich bylo zjiténo v lidské tkani.'
Jejich pfitomnost ovliviiuje vyslednou barvu rostlin a uplatiiuje se i pfi zrani ovoce. Jelikoz
rostliny slouzi jako potrava pro fadu Zzivo€ichli, ovliviiuji karotenoidy i zabarveni

nékterych &asti Zivotisnych tél a produkti (vajedny Zloutek, pta&i pefi apod.)."!

< Chemické sloZeni

Na zéaklad¢ své chemické struktury se fadi mezi tetraterpeny (isoprenoidy — obr. 4),
jedna se tedy o odvozené lipidy. Do kategorie lipidd je miZeme zafadit proto, Ze velmi
dobfe spliuji podminku nerozpustnosti a nemisitelnosti s vodou, kterd je dana jejich

hydrofobnim charakterem. '
Spole¢nym znakem pro vSechny karotenoidy je systém konjugovanych dvojnych

vazeb (patef molekuly tvofi dlouhy polyenovy fetézec). Tento systém je zodpovédny za

jejich barevnost (od odstinl zluté az po Cervenohnédou). S rostoucim poctem dvojnych
10, 11,12

vazeb se prohlubuje jejich zabarveni.
M

Obr. 4. Obecny vzorec isoprenoidi



% Déleni karotenoidu

Karotenoidy tvofi dvé velké skupiny latek a to karoteny a xanthofyly. Karoteny
jsou po chemické strance uhlovodiky a xanthofyly jejich kyslikaté derivaty (alkoholy,
epoxidy, kyseliny, estery).'?

Karoteny — nachazeji se ve vSech zelenych listech, kvétech, plodech a také v Zivém
organismu (v tuku, krevnim séru a v mléce). Nejvétsi mnozstvi karotenu je obsazeno
v kofenech mrkve.

Xanthofyly — karotenoidova barviva obsahujici kyslik. Nachazi se v mnoha zelenych

rostlinach, ve Zlutych listech, v kvétech pampelisky, ve vaje¢ném Zloutku atd."’

< Vlastnosti karotenoidi

Diky systému konjugovanych dvojnych vazeb jsou karotenoidy v izolovaném stavu
pomémé nestalé slouCeniny, snadno se oxiduji vzdu$nym kyslikem, zejména na svétle. Pfi
izolaci musime tedy pracovat opatrné, bez piitomnosti svétla a kysliku. Cisté vzorky by
mély byt uchovavéany pfi nizké teploté. V pfirozeném stavu jsou chranény a stabilizovany

obvykle vazbou na proteinovou strukturu ve formé tzv. karotenoproteini.'* >

% Syntéza karotenoidii

Jsou syntetizovany za soulasné esterifikace mastnymi kyselinami. Casteéna
pfipadné uplna esterifikace udili fadé karotenoidi vy$8i odolnost proti teploté a
fotooxidaénim reakcim. Pfimé extrakci barviv by méla pfedchazet deesterifikace, aby se
snizilo mnoZstvi chromatografickych pikti a tim se zjednodusila celd chromatografie
vzorku. Nejbéznéjsi je deesterifikace pomoci roztoku hydroxidu draselného — tzv.

saponifikace.’

10



< Funkce karotenoidii

Schopnosti karotenoidd absorbovat svételné zafeni je vyuZito pii procesu
fotosyntézy, kde maji karotenoidy za ukol pusobit jako tzv. dopliikové (pomocné)
svétlosbémé pigmenty. RozSifuji takto spektrum fotosyntetického uc€inn€ho zareni —

karotenoidy dopliiuji zafeni ve Zlutozelené &asti spektra.'

Konjugovany systém karotenoidi bohaty na elektrony je zodpové&€dny za jejich
antioxida¢ni vlastnosti, protoZe jsou schopny vazat tzv. reaktivni formy kysliku. Byly

prokazany i jejich antikarcinogenni i¢inky.'® '?

Antioxidan

Antioxidanty jsou pFirodni Ci syntetické slouceniny, které maji vyvinuty obranny mechanismus
proti ultrafialovému zdfeni a nadmérné produkci volnych radikdli, c¢imz redukuji miru oxidacnich
reakci.

Mezi nejvyznamnéjsi antioxidanty patfi slouceniny bohaté na vitaminy E a C, karotenoidy,
polyfenoly a dalsi nizkomolekularni slouceniny.

V soucasné dobé se zvysuje zdjem o ldatky s antioxidaénimi ucinky a o jejich roli pro zdravi
¢lovéka, at' ui jako lék ¢i prevence. Epidemiologické vyzkumy prokdzaly, Ze konzumace potravin

bohatych na antioxidanty pomadha redukovat riziko takovych nemoci jako rakovina, mozkova mrtvice,

kornaténi cév, revmatickd artritida, zanéty stiev, Sedy zdkal nebo neurologické degenerace. *

Po poziti ZivocCichy se rostlinné karotenoidy vylu¢uji z organismu v nezménéné
formé, Cast se jich uklada v tukové a nervové tkani jako zasoba provitaminu A a nasledné
probiha enzymy fizené symetrické $tépeni B-karotenu na dvé molekuly retinolu — vitaminu
A (obr. 5). Ne&které karotenoidy jsou vazany na bilkoviny (napf. v krevnim séru ve formé

tzv. chromoproteini).'2

N NN N
NARAARAAAR AN . o

B-karoten retinol (vitamin A)

Obr. 5. Rovnice $tépeni B-karotenu na dvé molekuly retinolu
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1.2.1.2. Karotenoidy &ervené papriky

Viechny karotenoidy pfitomné v Eervené paprice jsou C40 isoprenoidy (vznikaji
tedy kondenzaci 8 isoprenoidnich jednotek). Obsahuji devét konjugovanych dvojnych
vazeb v centrilnim polyenovém fetézci. Li§i se koncovymi skupinami, které maji za
nasledek rtizné vlastnosti kazdého pigmentu. VSechny lze odvodit od lykopenu (obr. 6),
hlavniho pigmentu rajéat a $ipkit. Podléhaji riznym struktunim modifikacim, napf.

cyklizaci, hydroxylaci, epoxidaci.” '2

Obr. 6. Strukturni vzorec lykopenu

V ¢&ervené paprice bylo nalezeno okolo 40 karotenoidl, znichz bylo 34

identifikovéano.'”

Zraly plod Cervené papriky obsahuje zhruba 37% kapsanthinu, 8% zeaxanthinu, 7%
kukurbitaxanthinu A, 3% kapsorubinu a 9% B-karotenu. Vyznamné procento zabiraji také
kapsanthin-5,6-epoxid, kapsanthin-3,6-epoxid, antheraxanthin, B-kryptoxanthin,

violaxanthin a nékteré jejich cis isomery.'®

S dozravanim plodu se koncentrace jednotlivych barviv méni:

e obsah luteinu a neoxanthinu se snizuje, pfipadné mizi uplné;

e koncentrace f-karotenu, antheraxanthinu a violaxanthinu se zvysuje;

e nékteré pigmenty jsou biosyntetizovany de novo (zeaxanthin, B-kryptoxanthin,
kapsanthin, kapsorubin, kapsanthin-5,6-epoxid a kukurbitaxanthin A).2

12



Miizeme je rozdélit na pigmenty Cervené frakce (obr. 7) a pigmenty frakce Zluté
(obr. 8),% ptiemz pigmenty Zluté frakce jsou prekurzory pro syntézu pigmentl frakce

Cervené. Z téch nejduilezitéjsich si uvéd'me:

Cervend frakce:
» kapsanthin
> kapsanthin-3,6-epoxid
> kapsanthin-5,6-epoxid

» kapsorubin

kapsanthin-5,6-epoxid HO

kapsorubin

HO

Obr. 7. Strukturni vzorce pigmentii Cervené frakce

13



zluta frakce:

HO

>
>

V V V V V V V V

a-karoten
B-karoten
B-kryptoxanthin
lutein

zeaxanthin
violaxanthin
antheraxanthin
kukurbitaxanthin A
luteoxanthin

neoxanthin

B-karoten

lutein

Obr. 8a. Strukturni vzorce pigmentii Zluté frakce — 1. Cast

OH
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luteoxanthin

OH

NN NI NN NG

HO OH neoxanthin

Obr. 8b. Strukturni vzorce pigmenti Zluté frakce — 2. éast
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2. Metody

2.1. Chromatografie

2.1.1. Chromatografie obeché

«» Princip chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, jejiz délici proces je zaloZen na opakovaném
ustavovani rozdélovacich rovnovah vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi. Pfi prichodu
vzorku kolonou, kterou je unaSen pomoci mobilni faze, dochazi k jeho opakované interakci
s nepohyblivou stacionarni fazi tvofici napli kolony. Komponenty vzorku jsou touto
interakci selektivné brzdény ve svém pohybu, mira brzdéni je uméma vazebné sile této

interakce.

Miru distribuce sloZky vzorku X mezi mobilni (m) a stacionarni (s) fazi mizeme

popsat distribu¢ni konstantou Kp.

Kp = [X]s / [X]m

[X]s ......... molarni koncentrace slozky X ve stacionarni fazi

[X]m .-.......molarni koncentrace slozky X v mobilni fazi

S rostouci hodnotou Kp bude latka vice zadrzovana stacionarni fazi, bude se pomaleji
pohybovat separaénim prostorem. Dana latka miZze byt charakterizovdna riznymi

hodnotami Kp v zavislosti na pouZzité mobilni a stacionarni fazi.

% Déleni chromatografickych metod

Chromatografické metody je mozno roztfidit podle nékolika hledisek, ale zikladnim
kritériem je déleni podle skupenstvi pouZité mobilni faze (plynna, kapalinova,

resp. superkriticka fluidni chromatografie).'’

16



Klasické studie pigmenti pouZivaji kolonovou chromatografii, papirovou
chromatografii a TLC se silikagelem jako stacionarni fazi. Takova polarni fize ma ale tu
nevyhodu, Ze muZe dochazet kisomeraci a transformaci latek béhem separace.®
V soudasnosti je nejéastéji vyuZivanou technikou izolace rostlinnych barviv HPLC a to
diky jeji rychlosti, mozZnosti detekce vétsiho mnozstvi latek soucasné a skuteCnosti, Ze

;s v r o |
nedochézi k pfem&nam vzorkd.'®

2.1.2. HPLC — vysokoudinna/vysokotlakd kapalinovd chromatografie

HPLC je v soucasné dobé velmi pokrocilou a vyznamnou chromatografickou
metodou. V podstaté se jedna o kolonovou chromatografii vyuZzivajici vysokého tlaku

mobilni faze. Je dosahovano vysoké ucinnosti separaéniho procesu.

V HPLC se pouzivaji kolony napInéné stacionami fazi o malé a pfesné definované
velikosti €astic. Separaéni kolony se vyznacuji vysokou hustotou a homogenitou naplné

stacionarni faze a tedy i velkym hydrodynamickym odporem.

Pro dosazeni dostateného pritoku mobilni faze je nutny ptetlak az desitek MPa.
Dévkovani vzorku probihd nastfikem do proudu mobilni faze. Eluéni pofadi je uréeno
vzajemnym vztahem polarity separovanych latek a polarity mobilni a stacionarni faze,
proto je vyznamna volba sloZeni mobilni faze. Pfi pouziti polarni stacionarni faze jsou

kolonou nejméné zadrzovany nepolarni slozky vzorku a naopak.

K detekci se nejcastéji vyuzivaji fotometrické a hmotnostni detektory. Pro latky

vykazujici fluorescenci je mozno pouzit fluorimetricky detektor.
Vyhodami HPLC jsou jeji rychlost, vysoka G¢innost a automatizovatelnost. Oproti

tomu nevyhodou je vysoka cena pfistrojového vybaveni a nemoznost analyzovat vice nez

jeden vzorek najednou.
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2.1.3. Planarni chromatografie

Planami chromatografie patfi mezi instrumentadlné nejjednodussi variantu
kapalinové chromatografie. Podle typu pouzité stacionarmni fize se dé€li na papirovou

chromatografii (PC) a tenkovrstevnou chromatografii (TLC).

Tenkovrstevna chromatografie

U tenkovrstvé chromatografie se jako stacionami fédze pouzivd tenka vrstva

sorbentu na podloZni hlinikové f6lii (resp. na sklenéné desticce).

Spodni okraj této desti¢ky je ponofen do malého mnozZstvi mobilni faze
v uzaviratelné nadobé, coz zabraruje vysychani sorbentu. Diivodem je fakt, Ze cely prostor
nadoby je nasycen parami mobilni faze. Mobilni faze vzlind tenkou vrstvou smérem

vzhiiru a unasi jednotlivé komponenty vzorku podle zvolené polarity.

Detekce se vétSinou provadi subjektivné zji§t€nim pozic skvrn odpovidajicich

separovanym latkam.'’

2.2. Saponifikace

Saponifikace je metoda zaloZzend na chemické reakci esterd s hydroxidem
alkalického kovu, estery jsou hydrolyzovany na alkalickou sil kyseliny a pfislu$ny
alkohol. Miize byt pouzita jako zpisob, jakym lze ze vzorku odstranit estericky vazané
mastné kyseliny, které by mohly ovliviiovat stanoveni analytu ve vzorku. Nejb&znéjsim
vyuZitim této metody je ale vyroba mydla (saponifikace = zmydelnéni), kdy vedle alkoholu

(glycerolu) vznikaji soli vys$ich mastnych kyselin (palmitany, stearany), tedy mydlo."

obecni rovnice:

R;—COOR; + OH" — R;—COO" + R,—OH
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2.3. NMR — nukledrni magnetick4 rezonance

NMR neboli nukledrni magneticka rezonance je spektroskopicka technika, ktera
je vyznamna predev§im v organické chemii.?’ Poskytuje detailni informace o struktufe a
dynamickych vlastnostech zkoumané latky.?' Pomoci NMR se &asto podafi zjistit strukturu

i velmi slozitych organickych slou&enin v&etng stereoisomerd.?

¢ Princip NMR

NMR je zaloZenad na sledovani interakci magneticky aktivnich jader umisténych
v silném magnetickém poli s elektromagnetickym zéafenim v oblasti radiovych vin. Vlivem
molekulového okoli a vzajemnych interakci sledovanych jader dochazi k charakteristickym
posuniim a $§té€penim signall jednotlivych jader ve spektru. Tak je zpétn€ mozné usuzovat

na strukturu sledované molekuly nebo jejich &asti.'’

s NMR spektrum

Jedine¢nost elektronového okoli kazdého z jader vede ke vzniku samostatného signalu

v NMR spektru. Dvé riizné latky maji vzdy rizna NMR spektra.??

< Aplikace v praxi

Dnes asi nejvyznamnéjsim analytickym vyuzitim NMR spektroskopie je charakterizace
dané latky (pfi kontrole 1é€iv a chemikalii uréenych pro specidlni pouziti), dile také

skupinova analyza slouenin, nalezeni latky ve smési nebo vylouéeni jeji pfitomnosti.*
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3. Experimentailni ¢ast

3.1. Obecné poznamky k experimentalni &asti

Slozeni jednotlivych frakci bylo sledovano pomoci tenkovrstevné chromatografie
na foliich Kieselgel 60 F 254 (Merck). Detekci TLC folii jsem provadé€la postfikem
10% kyselinou sirovou a zahfatim. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivéan silikagel

Kieselgel 60 (63 — 200 pm, Merck).

Veskera rozpou$tédla pouZivand pfi experimentu byla predem predestilovana.
Silikagel pro sloupcovou chromatografii jsem pfed pouzitim vzdy nejdfive promyla

diethyletherem.
NMR spektra byla mé&fena na pfistroji Varian VNMRS 300. 'H NMR spektra byla
méfena pH 299,94 MHz v CDCl;. Jako standard byl pro 'H NMR spektra pouZit

tetramethylsilan.

Pro docisténi pigmentd byla pouzivana gradientni analytickd soustava HPLC
ECOM.

Vzorky jsem se snazila béhem celé prace co nejvice chranit pfed pfimym svétlem,

aby nedoslo k oxidaci pigment.
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3.2. Extrakce a hrubé déleni pigmenti ze suSené cervené papriky

Sudenou sladkou &ervenou papriku Kotanyi (8 pytlikG) jsem nakoupila
v supermarketu v fjnu 2007. Obsah v3ech pytlikii papriky (249,1 g) jsem rozmélnila

v tfeci misce, aby byla extrakce pigmenti co nejucinné;si.
3.2.1. Extrakce

Provedla jsem extrakci suSené papriky pomoci smési acetonu a methanolu
v poméru zhruba 1 : 2,5 (pfiblizné 20 ml acetonu a 50 ml methanolu) a ptefiltrovala pfes
filtraéni papir. Papriku jsem promyvala roztokem tolikrat, dokud nebyl filtrat bezbarvy.

Vysledny filtrat jsem odpafila do sucha na vakuové odparce a zvézila (59,7 g).

3.2.2. Chromatografie

Pomoci TLC chromatografie jsem zjistovala, kterda mobilni faze bude vhodna
pro separaci na koloné, tedy v jaké mobilni fazi se barviva budou délit nejlépe. Nejlépe se
jevila smés hexan-ether v poméru 5:1. Na kolonu jsem jako vychozi pouZila o néco méné

polarni mobilni fazi 10:1.

Svou teorii jsem vyzkouSela pomoci orientaéni sloupcové chromatografie.
Pro pfipravu kolony jsem pouzila 30 g silikagelu a poté jsem na ni nanesla 2 ml extraktu
(0,5 g jsem rozpustila ve smési hexan-ether v poméru 10:1). Ziskala jsem 32 frakci.
Dilvodem orientaéni chromatografie bylo ovladnuti a zautomatizovani této techniky, aniz

bych vyrazné plytvala ziskanym extraktem.

Na pfipravu kolony na hlavni chromatografii jsem pouZila 150 g silikagelu
a nanesla jsem na ni 10,3 g extraktu rozpusténé ve smési hexan-ether v poméru 10:1.
Kolonu jsem promyvala postupné smési hexan-ether v pomérech 10:1 — 1:10, nasledné
Cistym etherem a na zavér chloroformem a methanolem (viz tabulka 1). Jimala jsem frakce
o objemu cca 35 ml a jednotlivé frakce jsem smichala podle TLC. Ziskala jsem dalich 22
frakci (33. - 54. frakce).
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Tab. 1. Prehled frakci ziskanych hlavni chromatografii

Cislo frakce Zkumavky Pomér hexan : ether Hmotnost frakce
33 1-3 10:1 0,006 g
34 4-5 10:1 0,053 g
35 6-8 10:1 0,510 g
36 9-13 10:1 1,264 g
37 14-17 10:1 0,552 g
38 18-23 10:1 0,549 g
39 24-35 10:1 0,715 g
40 36-40 10:1 0,175 g
41 41-61 10:1 0,378 g
42 62-65 10:1 0,043 g
43 66-69 10:1 0,033 g
44 70-98 10:1 1,036 g
45 99-140 10:1, 8:1 0,974 g
46 141-188 8:1, 5:1 0,068 g
47 189-206 3:1 0,068 g
48 207-218 1:1 0,115¢g
49 219-221 1:3 0,027 g
50 222-225 1:3 0,024 g
51 226-234 1:3 0,033 g
52 235-253 1:3, 1:5 0,226 g
53 254-310 1:5, 1:10, ether, 0,073 g

chloroform
54 311-333 methanol 1,536 g

3.2.3. NMR chromatografie

U v3ech ziskanych frakci bylo zméfeno NMR spektrum a to bylo porovnano

s literaturou.?® Ve viech jsem identifikovala prevladajici mastné kyseliny (obr. 9, obr. 10),

obsah karotenoidi byl pro rozpoznani pomoci NMR pfili§ maly.
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% frakce 35 - prevladajici latkou je glyceryl-trilinolat

Obr. 9. 'H NMR spektrum frakce 35

*» frakce 38 - prevladajici smés linolové a stearové kyseliny

Obr. 10. '"H NMR spektrum frakce 38
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3.2.4. Saponifikace

V dal3i fazi experimentalni Casti bakalafské prace jsem se zaméfila na srovnani

saponifikované a nesaponifikované frakce.

Vybrala jsem barevné vyraznou frakci (41. frakce) a pfidala jsem k ni 10 % roztok
KOH v methanolu (1 g KOH + 10 ml methanolu). Po dobu 3 hodin jsem nechala roztok
michat a pak jej prelila do délici nalevky. Po ustaleni fazi jsem odpustila vodnou frakci.
K frakci etherické jsem pfidala 10 ml destilované vody, vytfepala a po ustaleni (cca
1 hodina) opét odpustila vodnou frakci. Tento postup jsem né€kolikrat opakovala.
Etherickou frakci jsem nasledné vysusila bezvodym siranem sodnym a zvazila (0,129 g).
Na zavér bylo zméfeno NMR spektrum saponifikované frakce 41 (obr. 11) a porovnano
s NMR spektrem frakce 41, u které saponifikace provedena nebyla (obr. 12). Stejny postup

jsem provedla s dal$i barevné€ vyraznou frakci ¢. 36.
3.2.5. HPLC
Saponifikovanou frakci 36, ve které podle TLC pfevazovalo ¢ervené barvivo, jsem

pomoci HPLC pfedistila. Barvy se dobfe rozdélily, ale ziskané mnozstvi bylo tak malé, ze

bylo pomoci NMR neidentifikovatelné.
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Frakce 41 — pied saponifikaci

V této frakci byla identifikovana ptevladajici latkou linolova kyselina

Lol

Obr. 11. ' H NMR spektrum frakce 41 — pFed saponifikaci

Frakce 41 — po saponifikaci

Na tomto NMR spektru miizeme pozorovat, Ze saponifikace byla Gspés$na. Signaly, které

byly vlivem mastné kyseliny potlaceny, jsou na NMR spektru viditelné.

)

10 ’ . 7 . s . 3 2 1 P

Obr. 12. NMR spektrum frakce 41 — po saponifikaci
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4. Zavér a diskuze

V teoretické &asti bakalafské prace jsem se zaméfila predev§im na dikladné
vypracovani literami reSer§e na téma Izolace pigmenti ze suSené Cervené papriky. Timto
tématem jsem navézala na bakalafskou praci Mgr. Milady Rostejnské, ktera se zabyvala
izolaci pigmentd z riznych rostlinnych materiali (napf. Cervend a Zluta paprika, rajce,

Sipek, biectan a dalsi).

V experimentélni ¢asti jsem si osvojila a zautomatizovala metodiku separace
pigmentl Cervené papriky. V pribéhu price jsem si vyzkouSela TLC, sloupcovou
chromatografii a HPLC.

Extrakci pomoci smési acetonu a methanolu jsem ziskala pfiblizn€ 60 g extraktu,
zn€hoz jsem 10 g pouzila na gradientovou sloupcovou chromatografii. Chromatografii
jsem dostala fadu frakci podle vzrlstajici polarity. U vSech ziskanych frakci bylo
proméfeno 'H NMR spektrum.

Z naméfenych protonovych NMR spekter jsem zjistila, Ze jednotlivé frakce
obsahuji pfevazné mastné kyseliny ¢i jejich estery (napf. linolova kyselina, stearova
kyselina, glyceryl-trilinolat), proto jsem u vybrané (barevné vyrazné) frakce provedla
saponifikaci. Z literatury je znam fakt, ze saponifikace vzorki je na jednu stranu vyhodna,
protoze vysledkem je méné sloucenin ve smési a tim i jednodussi chromatogram, ale na
druhou stranu miize byt zpracovavanim vzorku ztracena fada idajii.>* Proto jsem nepouzila
tuto techniku uz na pocatku, abych méla moznost porovnani. Porovnanim saponifikované a
nesaponifikované frakce bylo zfetelné, ze signal pfevazujici mastné kyseliny potlacuje

signaly ostatnich latek (v¢etné karotenoidui).

Jelikoz bych v diplomové praci rada navazala na dané téma, vychazela bych
v budoucnu z vét§iho mnoZstvi suSené papriky, protoZze pro identifikaci pomoci NMR
spektroskopie bylo toto mnoZstvi nedostate¢né. Déle bych provedla saponifikaci u celého
vychoziho extraktu, protoZze mastné kyseliny pfitomné ve frakcich mély vyrazny ruivy

vliv na stanoveni.
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5.1. Internetové odkazy na prevzaté obriazky

Obr. 1.:  Capsicum annuum 1

www.biolib.cz/IMG/GAL/18592.jpg
[cit. 21.7.2008]

Obr. 2.:  Capsicum baccatum

www.chileseeds.co.uk/images/very-h45.jpg
[cit. 21.7.2008]

Obr. 3.:  Capsicum chinense
www.chileseeds.co.uk/.../bhut_jolokia_chilli.jpg

[cit. 21.7.2008]

Obr. 4.: Capsicum frutescens

www.exoticsonline.nl/catalog/images/cabe.gif
[cit. 21.7.2008]

Obr. 5..  Capsicum pubescens
www.g6csy.net/chile/peppers/pi387838.jpg
[cit. 21.7.2008]

Obr. 6.: Capsicum annuum 2

http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Red capsicum _and cross_section.jpg

[cit. 22.7.2008]
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