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Abstrakt:

Uhlovodiky, wetre alkeni jsou vedle voskovych esteralkohofi, ketori a kyselin
jednou z hlavnich slaenin hmyzi kutikuly. Jejich prakticky vyznam sjpoa
piedevsim v ochranhmyziho &la pred vysouSenim, vodou a UVigaim. U vybranych
druhi hmyzu plni funkci chemické komunikace a druhové&bapoznavani. Profil
uhlovodiki miZe rovrez v rekterych gipadech slouZzit jako tzv. otisk prstu definujici
specifitu druhu. Proto hraje poloha dvojné vazlikeal obsazenych ve svrchiasti
hmyziho €la dilezitou roli. Tato prace popisuje vyuziti kataljichydroxylace oxidem
osmielym vazanym na polymernim ndisijako derivatizani metodu k ufeni polohy
dvojné vazby. Byly optimalizovany re&ki podminky derivatizace na standardu
obsahujicim jednu dvojnou vazbu a vznikly derivdf podroben fragmentaim
experimenim. Optimalni podminky derivatizace a fragmentacinasgcenych
uhlovodiki byly aplikovany na realnych vzorcich ze Svaba @&kého Periplaneta

americanaa masgky Neobellieria bullata.



Abstract:

Hydrocarbons including alkenes are in addition taxvesteres, alcohols, ketones and
acids one of the main compounds of insect cutiddrocarbons protect insect body
against dry, water and UV radiation. In some sty play an important role in
mutual communicative and recognition. Hydrocarbpridile can in some cases serve
as fingerprint defining species specificity. Theref the position of double bonds in
cuticular hydrocarbons is important. This work ddses utilization of catalytic
hydroxylation with polymer-supported osmium tetabxias a derivatization technique
to determine double bond position. Reaction cood#i of hydroxylation and mass
spectrometric fragmentation of derivatized alkengsre optimized for standard
containing one double bond. These conditions wemied to real samples from the

american cockroacReriplaneta americanand blowflyNeobellieria bullata.
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1. Uvod

Uhlovodiky, wetre alkeni jsou vedle voskovych esteralkohofi, ketori a kyselin
jednou z hlavnich slagnin hmyzi kutikuly [1-3]. Jejich prakticky vyznaspaiva
piedevsim v ochranhmyziho &la pred vysousenim, vodou a UVigaim. U vybranych
druhi hmyzu plni funkci chemické komunikace a druhovébzpoznavani [4]. Profil
uhlovodiki mize roviez v rékterych gipadech slouzit jako tzv. otisk prstu definujici
specifitu druhu [5-11]. Proto hraje poloha dvojrezby alkefi obsazenych ve svrchni
¢asti hmyziho dla dilezitou roli. Byly popséany analytické metody procemi
molekulové hmotnosti a typu uhlovodiku. AvSakitipolohy dvojnych vazeb znamena
dalSi vyzvu pro analytické chemiky. Problémem jeoustvi, v jakém jsou izolovany
uhlovodiky z & hmyzu a délka uhlovodikovéhetzce. Dalsi pekazkou je podobnost
hmotnostnich spekter alkiem moznost migrace dvojné vazhiy nizaci. ReSenim se
jevi derivatizace dvojné vazby a nasledna hmotgostpektrometrickd analyza
vzniklych aduki. K derivatizaci dvojné vazby bylo popsangkalik béznych¢i meng
znamych metod. Jedna se fiklad o ozonolyzu [36-48], Diels-Alderovu reakciO3
31], adici dimethyldisulfidu [10,12-22] a hydroxyglekatalyzovanou oxidem osti@lym
[38,41-59]. Wolba metody zavisi na charakteru anal§i uzitého alkenu. Reakce s
oxidem osmielym je efektivni a hog vyuzivana. AvSak ki vysoké toxicit,
tekavosti a cett oxidu osméelého se tato reakce ne#tala vyuziti v SirSim
primyslovém rozsahu [14, 38].

V ptipadt analyzy derivatizovanych uhlovodik metodou GC/MS se
hydroxyderivaty dale i@nenuji na methylethery nebo silylethery, které majpsle
chromatografické vlastnosti. Limitem metody je v&akikost molekul @kavost) ¢chto
derivati. Derivaty vysSich uhlovodikjiz nelze analyzovat plynovou chromatografii a
nelze proto ani touto metodowitrpolohy dvojnych vazeb. V této praci je protodde
alternativni postup, kdy jsou vzniklé hydroxydetwanalyzovany pomoci hmotnostni
spektrometrie s ionizaci za atmosférického tlakekteosprej nebo APCI). Tyto MS
techniky Ize snadno kombinovat s HPLC, ktera nemm@zeni souvisejici s velikosti
analyti jako metoda GC. Tato diplomova prace se zabyvaitiyu hydroxylace dvojné

vazby katalyzované oxidem osfelym vazanym na polymernim ndisia naslednou
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hmotnosti spektrometrickou identifikaci polohy dvojné vazhyniklych derivai

pomoci hmotnostni spektrometrie s ionizaci za aténagého tlaku.
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Cile diplomové prace:

Cile diplomové prace Ize shrnout do nasledujicimtiib

* Wbrat vhodnou derivatizai reakci dvojné vazby

* WzkouSet vybranou reakci na standardu alkeis®-trikosenu

» Podrobit vznikly derivat MS a MS/MS analyze s vyirhiESI| a APCI

* lzolovat kutikularni uhlovodiky ze Svaba americkéPeriplaneta americana
masdky Neobellieria bullata

e Optimalizované podminky reakce a MS/MS experimenttit na uhlovodicich
ze Svaba americkéMReriplaneta americana

* Oweieny postup aplikovat na kutikularnich uhlovodiciohsaky Neobellieria

bullata a ukit polohy dvojnych vazeb
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2. Teoreticka céast

2.1. Kutikularni uhlovodiky

Velky rozvoj studia chemické komunikace hmyztispil ke vzniku nového
védniho oboru — chemické ekologie. Jedna se o msiiijglinarni obor zabyvajici se
studiem chemicko-biologickych vztalv ekosystémech.

Vzajemné interakce&Siny zivatichu i rostlin jsou do zné&né miry ovliviovany
nebo fizeny stopovym mnoZstvim specifickych organickydbud&nin. V chemické
komunikaci jsou vyuzivany dva typy latek: produlaxokrinnich Zl4z (feromony) a
kutikularni uhlovodiky. V pipact feromori, cichové a chtiové viemy hraji v Zivat
hmyzu dilezitou roli. Hmyzi jedinci se jimiidi ve vSech fazich svého Zivota hagri
vyhledavéni potravy, vhodného partnera, mista demdni vajek a vyvoji dalsi
generace [1-3].

Kutikularni lipidy jsou z velkécasti tvaeny kutikularnimi uhlovodiky, které
slouzi gedevsim jako ochrana hmyzihélat Zamezuji vysychani, mechanickému
poskozeni povrchu hmyzujgobi jako bariéra proti vniknuti bakterii a koéng u
socialniho hmyzu pini funkci dorozumivaci. &mkutikularnich uhlovodik mize
obsahovat vice nez 10@znych uhlovodily, jejichz délkarettzce se pohybuje kolem
23-60 uhlikovych atorfh s obsahem 0 n dvojnych vazeb [4]. Jde obvykle o &n
n-alkani, vétvenych mono-, di- a trimethyalkanalkeri a jinych [5-7]. PesrgjSi profil
uhlovodiki tvoricich kutikulu zavisi na povaze daného druhu [8, misE jeho
vyskytu, pohlavi, ¥ku a socialnim statutu [9]. Sledovani zastouperowddiki v
zavislosti na jednotlivych faktorech jerguinttem bohatého vyzkumu tykajiciho se
ekologie konkrétnich Zivacha. Na zaklad experimeni bylo nap. zjiStno, Ze
kutikularni uhlovodiky jednoho druhu vyvolaly agrked chovani u jiného druhui
druhu stejného p#tiho do jiného hnizda [10]. DalSim jevem jsou libzd konkrétnich
uhlovodicich mezi jedinci stejnych driyhvyskytujicich se viznych geografickych
oblastech. Bylo publikovano, Ze q& uhliki v fetzci, struktura, péet a poloha
dvojnych vazeb vystupuje jako tzv. otisk prstu jettimych druhi [11]. Proto je vedle
studia ekologie zZivéichi také velmi dlezity vyvoj analytickych metod, které pomohou
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uptesnit profil uhlovodik [8]. Jedna se fedevSim o hmotnosinspektrometrické

metody.

2.2. Derivatizace dvojné vazby

Pfimé ugeni pozice dvojné vazby u vySSich uhlovddila zaklad MS spekter
neni mozné. Dochazi k migraci dvojné vazbyizngm fragmenténim mechanisiim,
kdy ze vzniklych fragmefitnelze zptn¢ urtit polohu vazby. Byly publikovany vhodné
metody pro uteni polohy dvojné vazby, ngstji se jedna o adici dimethyldisulfidu,
adici kysliku, alkoxymerkuraci/demerkuraci, Dielsddrovu reakci a dalSi. Po
derivatizaci nasleduje v uvéak literatie GC/MS analyza vzniklych adukg& ugeni
pozice dvojné vazby na zakkdragmentanich spekter. Hmotnostni spektrometrie
s ionizaci za atmosférického tlaku pro analyzu bygderivafi uhlovodiki dosud

nebyla pouzita.

2.3. Adice dimethyldisulfidu

Jedné se o adici dimethyldisulfidu (DMDS) na alkatalyzovanou jédem
(Obr. 1). Metoda se néastji uziva pro uéeni pozice dvojnych vazeb u alkeflO,
12-16], acetdi [17-20] a mastnych kyselin [21, 22].

[2 | |

Obr. 1: Adice dimethyldisulfidu katalyzovana jodem.

Poloha dvojné vazby se u vzniklych derivatei pomoci GC/MS z charakteristickych

fragmenti, které vznikly &penim sousedni vazby od vazby uhlik-sira, tedy stmi
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puvodni dvojné vazby. Technika je vhodna k analyzenamych slogenin v

komplexnich srésich [22] a pekazkou neni ani nanogramové mnoZzstvi analytu [21].

2.4. Adice kysliku/epoxidace alkenu

Alkeny mohou byt epoxidovanyiznymi ¢inidly. Prilezhaevova reakce vyuziva
peroxokyseliny za vzniku epoxidu @iglusné karboxylové kyselinyopr. 2). Bézre se
k reakcim vyuziva stabilni a kondet dostupna kyselina m-chlorperoxybenzoova
[23-25].

Vi A 0
/ C + R—C/

\

OH

r
O
+
;|U
(@)
\J
0

Obr. 2: Epoxidace alkenu peroxokyselinou.

K epoxidaci se dale vyuzivajinidla jako kyslik, peroxid vodiku, octan kobalthata

polymernim nosii [23] nebo 3, 3 -dimethyldioxiran [23, 26].

2.5. Alkoxymerkurace/demerkurace alkenu

Alkeny reaguji s vodou za fipomnosti octanu rtinatého. Reakci
hydroxymerkuraniho produktu s borohydridem sodnym dochazi ksesti vazby
C-Hg za vzniku alkoholu. Alternativou je reakce ealla s alkoholem v iftomnosti
octanu rttinatého, kdy redukci borohydridem sodnym vznikislpSny éter Qbr. 3)
[27].

OT

CH3CH20H
c——=CcC + Hg— OCH; >
| | NaBH4

OCHj, CH,CH3

Obr. 3: Alkoxymerkurace/demerkurace alkenu.
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Fragmentaci vzniklych deriviatpomoci hmotnostniho spektrometru v raistericky
vazaného kysliku dochazi k tverbntenzivnich alkylovych fragmedt které jsou
charakteristické [28, 29].

2.6. Diels-Alderova reakce

Diels-Alderova reakce zahrnuje cykliza adici konjugovaného dienu s dvojnou
vazbou dienofilu [23]. B vyuZziti uvedené reakce pro derivatizaci dvojn&bsa k
identifikaci feromori a nasledné GC/MS analyze vzniklych cykloadubylo popsano
vyuziti 4-methyl-1,2,4-triazolin-3,5-dionu (MTADako dienofilu Qbr. 4) [30, 31].

Ry
0 R 0 \ 0
N//< CHCl2 N/< N//<
Rl/\/\/\/ Ry + ’U\<N—CH3 —— ‘ l\(w—cm + ‘ L\(N-CH3
\ .
R,

Obr. 4: Cyklizani adice dienu a MTAD jako dienofilu.

2.7. Hydroborace

Hydroborace je elektrofilni adice boranu na alkarvzniku alkylboranu. Kii
vysoké reaktivié boranu se do reaki sntsi pridava roztok tetrahydrofuranu (THF) za
vzniku stabilnihno BH - THF komplexu [27, 32], methyl-sulfid za vznikuMS
komplexu (boran—methylsulfid) [33}j se borohydrid sodny necha reagovat s kyselinou
malonovou v prosedi THF za vzniku malonyloxyborohydridu sodného E§M34].

Wuziti hydroborace spigva ve dvou realnich krocich. Prvnim krokem je adice boranu
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na alken a druhy krok zahrnuje oxidaci vznikléh&yldoranu vodnym roztokem
peroxidu vodikuQbr. 5) [27].

THF H | H202 H |

C— + BH, ——> c—¢C > Cc—C—

| T |

Obr. 5: Hydroborace alkenu a nasledna oxidace.

2.8. Ozonolyza

Reakci slotenin obsahujicich dvojnou vazbu s 0zonem za nigiléty vznikaji
ozonidy [35]. Produkty ozonolyzy se daji izolovatySak gkteré z nich jsou
explozivni. Proto se ozonidy kejstji rozkladaji za vzniku aldehyd[36], ketori nebo
obou zarova. K rozkladu se népastji uziva zinek a kyselina octova nebo katalyticka
hydrogenace@br. 6.) U slowenin obsahujicich vice nez jednu dvojnou vazbu énich

ke SEpeni vSech vazeb [37].
—C—0

—i/o\ Zn + HOAcC
c—=cC + O3 —> | c——
. o~

\O

Obr. 6: Ozonolyza alkenu a nasledny rozklad vzhikiézonidu.

K uréeni polohy dvojné vazby u nenasycenych lipioyla vyvinutd nova technika
vyuzivajici fragmentaci ozonid vytvorenych pimo v elektrospreji hmotnostniho
spektrometru. Metoda je U&ma @i analyze jednotlivych lipid, u komplexgjSich

smesi je obtiznéa interpretace spekter [38- 40].
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2.9. Hydroxylace alkenu oxidem osmi  €elym

Hydroxylace alkenu je athi reakce hydroxylové -OH skupiny na oba uhliky
puvodni dvojné vazby. Reakce je uskim&na pomoci oxidu osrelého a produkty

hydroxylace jsou dioly (glykoly)@br. 7).

OsOs
| | NaHSGs

|0

O

|
oO—OI
oO—OI

Obr. 7: Hydroxylace alkenu oxidem ogieiym.

Reakce probiha ve dvou krocich, meziproduktem pvméakniho kroku hydroxylace
je cyklicky ester, k jehoz &beni dochazi v dalSim realim kroku pomoci
hydrogendii¢catanu sodnéhadpr. 8) [27].

(@)
N
OsOr C|J \O NaHSG H__H
C—=C >
‘ ‘ \C\/ H20 | |
e C—_ OH OH

\

Obr. 8: Hydroxylace alkenu oxidem oselym.

2.9.1. Katalyticka hydroxylace alkenu oxidem osmicelym

Oxid osmgtely je jedna z nejspolehkjich chemikalii pouzivana k hydroxylaci
alkeni. Redukce oxidu osmlého nenasycenymi latkami je dlouho zndma. Jeji
studium proslo vyvojem, kdy byla objevena moZnoataktického vyuZziti oxidu

osmielého v pitomnosti sekundarniho oxidantu jako haghlor&nanu draselného
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[38], peroxidu vodiku [41-45], 1,1-dimethylethyl drpperoxidu [46, 49],
N-metylmorfolin N-oxidu (NMO) [48-50] nebo molekul@iho kysliku [51]. Pestoze
stechiometrické vyuZiti oxidace alkenu oxidem dastyim poskytuje lepSi vyEky
produkti, je z hlediska jeho ceny a toxicity vyhagii katalytické vyuZiti [14, 38]. #®
katalytickém vyuziti dochazi k hydrolyze meziprotlukprvniho rea&niho kroku
hydroxylace sekundarnimi oxidanty a tim je oxitaregenerovan oxid osgaly, ktery
muze byt nésledh opst redukovan substratem. Reakce je wWema @i spotebovani
sekundéarniho oxidantu [38, 52].

2.9.2. Katalyticka hydroxylace alkenu oxidem osmicelym vazanym na

polymernim nosici

Katalytickd hydroxylace nedosahla SirSihaimpyslového uplaténi. Padnymi
duvody jsou vysokd cena oxidu osmiého, jeho dkavost a hlavé toxicita. Ani
aplikace sekundarniho oxidantu dostateneeSi problém zachazeni s velmi toxickym
oxidem osmielym.

Bezpeény, rychly acisty zpisob hydroxylace byl nalezentipvyuZiti oxidu
osmkielého vazaného na polymernim r0$63]. Katalyzator kotveny na polymernim
nosti poskytuje vyhodu jednoduché prace, nevyzadugeklad zbytkového mnozstvi
oxidu osméelého v reaéni snEsi. Pro tento &l bylo vyvinuto rkolik druhi
polymefi. Jeden z prvnich pouzivanych polyiinéryl zesiény poly-4-vinylpyridin (na
Obr. 9 je zobrazen katalyzator oxid ostaly vazany na poly-4-vinylpyridinu) [54, 55].
Mezi dalSi publikované sd&adi polymery na bazi polysulfonu [57], polystyrenu,
poly(akrylonitril-co-butadien-co-styrenu) [57], fexyetoxymetyl-polystyrenu (PEM)
[59] a akrylonitril-butadien-polystyrenu (ABS) [59]
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Obr. 9: Oxid osmiely vazany na poly-4-vinylpyridinu.

2.10. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd technikauzieana pevazi pro
identifikaci a objaséni molekulové struktury neznamych stemin. S vyhodou ji Ize
také vyuzit pro kvantifikaci a to ifpstopové analyze. Podstatou je experimentalni
meéteni hmotnostni ioiitv plynné fazi produkovanych z molekul analytu.

Hmotnostni spektrometr se sklada ze vstupu, i@htovzdroje, analyzatoru,
detektoru a vakuového systému. Vzorek se zavadstlgpu spektrometru. V iontovém
zdroji vznikaji ionty z molekul. Nasledndochazi v analyzatoru Kigni jednotlivych
ionta podle pongru hmotnosti k nabojin/z

Existuje rkolik druhi ionizatnich technik, ty sedi podle energie na tvrdé a
me¢kké nebo podle tlaku viontovém zdroji na technikg snizeného tlaku a za
atmosférického tlaku. Tvrdé ionima techniky se vyznrauji vysokou energetickou
ionizaci a dochazi krozpadu molekul na fragmeidg zejména o elektronovou
ionizaci EI. Mekké ioniz&ni techniky jsou malo energetické #&epazré dochazi ke
vzniku adukié, fragmentace je pottana. Jedna se o0 ionizaci elektrosprejem ESI,
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku APCtpfonizaci za atmosférického tlaku
APPI a desorpci laserem zaa8ti matrice MALDI. lonizace f¥e probihat za
snizeného (EIl, MALDIi atmosfeérického tlaku (ESI, APCI, APPI, MALDI) [fO

K mékkym technikdm pracujicim za atmosférického tlakatiip ionizace

elektrosprejem. Jednd se o0 nejvice uZivany iontadyoj realizujici spojeni
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kapalinovych sepataich technik s hmotnostni spektrometrii. Podstateltrospreje je
pievod analytu z kapalné faze do faze plynfiépuasné ionizaci fitomnych molekul.
Toho je dosaZzeno vioZenim vysokych kladnych nebpomdch potencid na
sprejovaci kapilaru a naslednou desolvataci ndbityapitek. VioZzenim vysokého
napiti na sprejovaci kapilaru dochazi k vyteoi Taylorova kuZele, ze kterého se
uvohuji vysoce nabité kapky postupujici do analyzat®isobenim zvySené teploty a
praitoku zamlzovaciho a desolvatdaho plynu se kapky velikostrredukuji, az dojde
k dosaZzeni Rayleighova limitu stability a nasleddéulombické explozi. Nakonec
dochéazi ke kompletni desolvataci nebo nabojovérgesmnti z povrchu kapek [61].
DalSi ¢asti hmotnostniho spektrometru je analyzator. Jed@gna z&zeni, kde
diky elektromagnetickému poli dochazi #ehi ionti v plynné fazi podle jejich poénu
hmotnosti k nabojim/z Analyzatory se &i na skenujici (sektorovy analyzétor,
kvadrupoélovy analyzator), zadrZujici ionty (iontgvast, orbitrap, iontova cyklotronova
rezonance) a pletové (TOF). B experimentech byla pouzivana kvadrupélova iontova
past. Kladg ¢i zaporré nabité ionty vstupuji do iontové pasti, kde jsadramvany
pomoci ti elektrod (prstencova, dvkoncové elektrody). Na igtdovou prstencovou
elektrodu je vkladano i¥tavé radiofrekvetni nagti, coZz umo#uje naplrni pasti
ionty. U iontové pasti Ize s vyhodou pouzékalikanasobnou fragmentaci idn(MS")
o dané hodneétpomeru m/z s vyuzitim kolizé indukované disociace (CID). Kolign
indukovana disociace je jev, kdy jsou vybrané ionpasti urychleny radiofrekvé&nim
napstim a srdZkami s molekulami kolizniho plynu (hek&) fragmentuji. #2@sny pohyb
iontd tedy zavisi na aplikovaném riipa jejich individualni poréru m/z S rostouci
amplitudou radiofrekvemiho nagti se ionty s rostoucimrm/z dostavaji na nestabilni

trajektorie a opousji prostor iontové pasti s¢érem k detektoru [60, 62].
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3. Experimentalni €ast

3.1. Pouzité chemikalie

* 2-methylprop-2-ol — Sigma Aldrich (St. Louis, MOSB)

e 4-methylmorfolinN-oxid — 97%, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

« Aceton- p.a., Penta (ChrudingR)

« Acetonitril - ChromasolV pro HPLC, gradient grade, Sigma-Aldrich (St. Louis
MO, USA)

* Cis-9-trikosen — 97%, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, A)S

 Diethylether - Penta (Prah@Rr)

« Hexan — SupraSol¥ pro plynovou chromatografii, Merck (Darmstadt,
Némecko)

« Chloroform- p.a. stabilizovany 1% ethanolu, Penta (ChrudiR)

« Kyselina sirova 96%, Lach-Ner (Neratovic€,R)

 LIDHB (lithna sil kyseliny dihydroxybenzoové) - fjpravena v laborato
UOCHB podle navodu [63]

« Methanol- HPLC super gradient, Lach-Ner (Neratovi€&)

« NaDHB (sodna # kyseliny dihydroxybenzoové) - fipravena v laboratod
UOCHB podle navodu [63]

« Octan amonny >99%, Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)

« Octan sodny- p.a., Lachema (Brn@R)

» Oxid osméely na poly(4—vinylpyridinu) — Sigma Aldrich (Stolis, MO, USA)

* Poly(ethyleglykol) — ke kalibraci - Sigma AldricBt, Louis, MO, USA)

 Unhli¢itan lithny - p.a., Lachema (BrnGR)
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3.2. Pouzity materidl

» Silikagel pro filtrace- velikost¢astic: 30-60um, aktivace 25 hodinip120 °C,
desaktivace 12 % vody, Merck (Darmstadénidcko)

» Silikagel pro TLC- Silikagel 60G, Merck (Darmstadt,éhhecko)

* Extrahovana vata- Soxhletova extrakce 10 hodin &n chloroform:metanol
(1:1, viv)

» Wizihany siran him¢naty— 12 hodin pi 140°C

3.3. Studovany hmyz

« Svéab americky Periplaneta americana

« Masdka —Neobellieria bullata

3.4. Pristroje a za Fizeni

3.4.1. Hmotnostni spektrometr LCQ Fleet

K detekci a fragmentaci hydroxyderiuiabyl pouzivan hmotnostni spektrometr
LCQ Fleet s elektrosprejem a 3D iontovou pasti (feeFischer Scientific, USA). Jako
vyhodnocovaci program byl uzivan Xcalibur, verz@.2.(Thermo Fischer Scientific,
USA). Vzorek byl vpravovanifmym vstupem do iontového zdroje. Jako iontové jedro
byly pouzivany elektrosprej (ESI) a zdroj pro chekou ionizaci za atmosféerického

tlaku (APCI). K detekci a fragmeniiaim experimenitm byla uZivana 3D iontova past.

3.4.2. Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci

K owéieni gitomnosti izolovanych kutikularnich nenasycenychoubdiki a
hydroxyderival byl pouzivan plynovy chromatograf Agilent 6890Nraotnostnim
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detektorem 5975B s iontovym zdrojem elektronovonizaci (El) a kvadrupélovym
analyzatorem (Agilent Technologies, USA). Byl dkstvan 1 pl vzorku. Pouzivana
kolona byla Zebron ZB-5-HT (Phenomenex, USA) o €éB) m, vnitnim piiméru
250um a tlougce filmu 0,25um. Jako vyhodnocovaci software byl pouzivan Data

Analysis (Agilent Technologies, USA).

3.4.3. MALDI/TOF

K owveétovani produki hydroxylace byl pouzivaniistroj Reflex IV (Bruker
Daltonics, Ltd., Bremen, Germany). Jednd se o MAIDIF gistroj vybaveny
dusikovym UV laserem (337,1 nm). Data byla vyho@macprogramem FlexAnalysis
3.0 software (Bruker Daltonics). Spektra byl&mpérovana z 600 laserovych piilz

3.4.4. Ostatni pouZzivané pfistroje

« analytické vahy - Mettler-Toledo AB204-S (Greifeas8vycarsko)

» elektronicky kontaktni teploén - IKA-WERKE, ETS- D4 (Staufen, &necko)
* magnetickd mich&ka - IKA-WERKE, D- 79219 (Staufen,dhecko)

» vakuova odparka - PC 2001 Vario, Vacuumbrand (Véarih Nemecko)

3.5. Pracovni postupy

3.5.1. Extrakce kutikularnich uhlovodikd ze Svaba amerického Periplaneta

americana

Svébi Periplaneta americang70 kusi) byli na 48 hodin zmraZeni @5°C) a
nasledg extrahovani. Extrakce celych, neporuSenyait bhmyzu probihala v
Erlenmeyero¥ baice seétyimi pridavky chloroformu po 50 ml. Extrakt byl filtrovan
pies kolonku napknou extrahovanou vatou. Naslédmylo provedeno vysuSeni
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extraktu bezvodym siranemiednatym a filtrace fes kolonku napknou extrahovanou
vatou. Refiltrovany extrakt byl na vakuové odparce ogpatéendt do sucha a dopén

malym mnoZstvim hexanu. lIzolovany vzorek v hexawil fitrovan pres kolonku
naplrenou extrahovanou vatou a silikagelem. Velky podilamich ¢asti vzorku se

zachytil na silikagelu. Vzorek byl odfen do sucha proudem dusiku a zvazen.

3.5.2. Extrakce kutikularnich uhlovodikl z masarky Neobellieria bulllata

Extrakce kutikularnich uhlovodik z mas&y N. bullata probihala stejnym
zpusobem jako extrakce kutikularnich ligide SvabaP. americanav kapitole 3.5.1.

MnoZstvi pouzitého chloroformu asi na 200 kunsas@ek bylo 3 x 20 ml.

3.5.3. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Pro preparativni tekovrstvou chromatografii bybupivany skleéné destiky o
velikosti 36 x 76 mm se silikagelem a 12% sadriedPpouzitim byly destky
piredmyvany hexanem (ipadt izolace kutikularnich uhlovodili nebo chloroformem
(v pripact izolace produkt hydroxylace). Jako mobilni faze byl vyuzit hexarpfipact
izolace kutikularnich uhlovodiy a chloroform (v pipad izolace produkt
hydroxylace). Vizualizace byla prov&mth destruktivnim zjsobem (posikem 1%
kyselinou sirovou v ethanolu a naslednym spalerdmjedestruktivnim Zsobem
(postikem Rhodaminem G6 (0,05% v methanolu) a nasledvinualizaci pod UV
lampou @i 360 nm). Kutikularni uhlovodiky byly ziskany &edbnutim pislusné zony
z TLC desttky do sklegné kolonky naplené extrahovanou vatou a silikagelem a
promytim etherem. Dale byly odfmy do konstantni hmotnosti v proudu dusiku a
zvazeny. Rozéeni kutikularnich uhlovodiku na nasycené a nenas§dylo provedeno
za pouziti TLC skletnych destiek se silikagelem a 20 % désanem gibrnym.
Izolace z uhlovodik ze stibrnych TLC destiek probihala stejnym #Zgobem jako u
silikagelovych desek.
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3.5.4. Hydroxylace katalyzovana oxidem osmicelym na

poly-4-vinylpyridinu

Pt hydroxylaci bylo na 10 mmol alkenu aplikovano @lkatalyzatoru oxidu
osmielého vazaného na polymernim osa 1 mmol sekundarniho oxidantu NMO
podlec¢lanku [65]. Chemikalie byly vpraveny do skére vialky a bylo pidano 1000 pl
2-methylprop-2-olu. Reaki snts byla za stalého michani #at&na na 75 °C. Po 6 a
24 hodinach trvani reakce byla provedena destmik@ivC (mobilni faze chloroform)
k vizualnimu zjis&ni pribéhu reakce. Po ukéeni reakce byla s#s filtrovana od
katalyzatoru pes sklegnou kolonku naplénou extrahovanou vatou. Dale bylaé&m
odpdena do sucha v proudu dusiku a dépan 500 ul chloroformu. Pomoci TLC byla
izolovana zéna vzniklého hydroxyderivatu, vysuSempdukt reakce byl zvazen a
doplren chloroformem.

3.5.5. Hmotnostni spektrometrie

3.5.5.1. lonizace elektrosprejem

P¥i méfeni na pistroji LCQ Fleet za pouziti elektrospreje (ESIkqaionizani
techniky byl vzorek kontinuathzavaén piimym vstupem ze gkacky o objemu 500 pl
a priitoku 4 pl.min'. Teplota vstupni (ESI) kapilary byla 275°C. Ndma sprejovaci
kapilae bylo 4,5 kV. Data byla sbirana dezitt. Spektra byla gfena jak v kladném,
tak v zaporném maédu. Fragmetiia spektra byla progitovadna v rozmezi koliznich
energii 20-35%.

Byla mstena fragmentmi spektra aduktvzorki s K, NH; a Li* solemi. Byly
ptipraveny vodné roztoky soli o koncentraci 10 mrifplkteré zaujimaly 10% vzorku
(VIv).
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3.5.5.2. Chemické ionizace za atmosférického tlaku

Pfi méfeni na pistroji LCQ Fleet za pouZiti ionizai techniky chemické
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) byla teplaidp@ovate 425°C. SloZeni
mobilni faze bylo 90% methanolu a 10% vody (v/nitpk byl 700 pl.mift a objem
davkovaci sm§ky byl 10 pl. Spektra byla &éiena jak v kladném, tak v zaporném madu.
Data byla sbirdna négtrzit.

Byla métena spektra aduktvzorku se solemi stejrjako v kap. 3.5.5.1.

3.5.6. Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

K owéteni @gitomnosti izolovanych nenasycenych kutikularnickoubdiki bylo
pouzivano plynové chromatografie s hmotnostni dg@t€C/MS. Byl nastkovan 1 pl
vzorku za pouziti &liciho porgru 1:100. Teplota inletu byla 250°C. Mobilni fazildo
helium o pfitoku 1 ml.min'. Pasateini teplota pece s kolonou byla 40°C a to po dobu 4
minut. Poté byla teplota navySovana na teplotu @0ffchlosti 8°C.mitt. Nasleds
bylo rychlosti 15°C.mitt dosaZeno teploty 320°C. Celkogs analyzy byl 35 minut.

3.5.7. MALDI/TOF

P¥i méreni MALDI/TOF byly jako matrice pouzivany lithnédsadna 8l kyseliny
dihydroxybenzoové (LiDHB, NaDHB). LIDHB byla rozpiga v acetonu:chloroformu
v porru 2:1 (nejprve byl danifdavek acetonu), koncentrace LiDHB byla 10 mg.ml
Po rozpudni matrice byl 1 pl matrice nanesen na MALDI deska odpé&eni
rozpoustdla z matrice nanesené na desce, byl na matrieiseanvzorek o objemu 1 pl.
NaDHB byla rozpu&na v acetonu, koncentragigila 10 mg.mt*. Poté byl smichan 1pl
matrice NaDHB a 1 pl vzorku a po vysraZzeni matvieezorku byl produkt nanesen na
MALDI desku. Ristroj byl kalibrovan pouzitim sési oligomeii poly(ethylenglykolu)
PEGu (o piimérnych molarnich hmotnostech 200, 300, 600 a 1000vIz@etonu, které
byly detekovany jako sodné adukty.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Hydroxylace standardu cis-9-trikosenu

Byla provadna hydroxylace katalyzovanad oxidem o&shym vazanym na
poly-4-vinylpyridinu. Struktura &ekavaného produktu je znazéma na reaknim
schématuQ@br. 10).

HO

G oso,NmO CisHzr
- /_/ 2-methylprop-2-ol e >—<
OH
CasHae Ca3Hs80,
Molarni hmotnost: 322,61134 Molarni hmotnost: 356,62602

Obr. 10:Reakni schéma hydroxylace cis-9-trikosenu oxidem ¢slgnn vazanym na
poly-4-vinylpyridinu.

Béhem reakce dochéazelo ke vzniku dvou produkdbr. 11). Reakni snes byla po
ukonteni reakce podrobena GC/MS analyze. Na zé&kiatbrpretace GC/MS spekter
byl identifikovan hlavni produkt reakce 9,10-dihgrytrikosen s retamim ¢casem 24,1
min. Pro potvrzeni byly z re&ki snesi pomoci TLC izolovany jednotlivé zony a
nasled® analyzovany na GC/MS. Porovnanim spekter &tanych ped a po rozéleni
byly pikim jednoznan¢é pritazeny reteni ¢asy patici hlavnimu produktu reakce
9,10-dihydroxytrikosenu (1), vedlejSimu produkteakce (2) a nezreagovanému
cis-9-trikosenu (3) Qbr. 12).
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Obr. 11: TLC reakni sn#si hydroxylace cis-9-trikosenu. V remfm prostedi 2-methylprop-2-olu.
Mobilni faze — chloroform. Vizualizace — 1% kyselfrova v ethanolu.

File :F:\DATA GC\O&03%JJ090603.D
using AcgMethod DIOL JANA.M
al 1
G 1 03 A
: 3
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Obr. 12: Chromatogram readni snmsi hydroxylace cis-9-trikosenu katalyzované oxidesmielym
vazanym na poly-4-vinylpyridinu.
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Elektronové spektrum hlavniho produktu 9,10-dihygtdkosenu vykazuje
charakteristické 8peni v mist pavodni dvojné vazby a &teni typické pro
uhlovodikovéiettzce — postupné ztraty alkyl OdStpenim radik&lu v mistpavodni

dvojné vazby vznikaji iontym/z143,1 (GH100") am/z213,3 (G4H290"). Od3Epenim

neutralniho alkoholu v mispavodni dvojné vazby a naslednou eliminaci vody vajiik
ionty m/z 124,1 (GHis™) a m/z 194,3 (GsHze") (Obr. 13). Molekularni ion

9,10-dihydroxytrikosenu nebyl ve spektrtitpmen.

Abundance Average of 24.092 o 24.130 min.: JJ090603.0'data.ms {-)

7000

155.1 23:1 .
i | | 111 | 2261 2433pea0  pany Ssoes  F25 gy ased B4

) T e b A e T T i e 2 o 2'0 2lo" 20 2ho 2&0 25:- P
Obr 13: Hmotnostnl spektrum hlavniho produktu hydroxylad®-@lihydroxytrikosenu.

Druhy reakni produkt vyizolovany z reg&hki snesi gl pti GC/MS analyze retemi
¢as 23,4 min (2) Qbr. 12). Tento produkt nebyl na zakkdmotnostniho spektra
identifikovan Qbr. 14).
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Method DIOL JANA.M

Abundance 7 Average of 23.418 to 23.444 min.. 090603 D'data.ms {-)

1431
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Obr. 14: Hmotnostnl spektrum vedlejsiho produktu hydroxylace

V retertnim c¢ase 20,9 min. se eluoval nezreagovang9-trikosen (3) Qbr. 12).
V hmotnostnim spektruQr. 15) byl patrny molekulovy pilcis-9-trikosenu (M, m/z
322,5). Fragmenty vznikajici ve zdroji pro elekiwgou ionizaci jsou vysitlitelné
ztratami alkyi.

\JI090E03.D

using AcgMethod DIOL_JANA.M

Abundancs ~ Average of 20.885 to 20940 min_- JJ0S0603 Ddata ms )

1500 291 e

o 2.2 o s -
Al GRZ 1aa1 2103 opeq oeEs  aspy 2810 29“’4534412 | s 55000

o e T i e ke 1% 260 2{:: 2{- PRI Py 2!.0 2éc 25, .FE] 230 300 alo ado 2b0 940
Obr. 15:Hmotnostni spektrum nezreagovaného cis-9-trikosenu.
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| ptes zachovani stechiometrického pom reaktani [64] kvantitativié prevazuje
nezreagovanycis-9-trikosen. Z tohoto wodu byl proveden experiment, kdy byla
reakkni smEs ponechdna reagovat déle nez jeden tydefi¢erpZz mnozZstvi
nezreagovaného uhlovodiku bylo sledovdno metodo@. TAni po dvou nisicich se
mnoZstvi nezreagovaného uhlovodiku vygameznenilo.

Retence slozek reaéki sntsi na kolog plynového chromatografu je afrea nez
na TLC silikagelové desce.uodem je rozdilnost polarity stacionarni faze v GC
polysiloxanové kolo#, kterd je relativia nepolarni v porovnani s polarnim silikagelem.

Byla nangiena MALDI spektra hlavniho produktu reakce
9,10-dihydroxytrikosenu ip pouziti matric LIDHB a NaDHB. Molekulové adukty
9,10-dihydroxytrikosenu byly ietelné v obou ifjpadech pouzitych matric. \fipad
matrice LiDHB dochézelo ke vzniku lithného aduktdislem [M+Li]" o m/z 363,3
(Obr. 16). S matrici NaDHB dochézelo ke vzniku sodnéhokads diolem [M+Na] o
m/z379,3 Qbr. 17).

Commeant 7 diol_LiDHE z28.6.
Commeant 2

L.
H
2
%

Intens. [a.u.]

3633

1 167.013
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Obr. 16:MALDI spektrum produktu reakce 9,10-dihydroxytrésms. PouZita matrice ‘LiDHB.
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Commanf 1 diol_NADHEz23.6.
Comment 2
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Obr. 17:MALDI spektrum produktu reakce 9,10-dihydroxytrims. Pouzita matrice - NaDHB.

Dale byl zkouSen vliv prosdi reakce na v§tek produktu. Reakce byly prowad/
v ¢istém 2-methylprop-2-olu, v systému 80% 2-methypeolu a 20% vody (v/v) a
v systému aceton/voda/acetonitril (1/1/1; v/viNi). pouZziti ¢istého 2-methylprop-2-olu
a systému 80% 2-methylprop-2-olu a 20% vody (viy) teakéni vytéZzek stejny. Z
praktickych divoda byl dale pouzivanéisty 2-methylprop-2-ol, protoze wipad
systému obsahujiciho vodu, byltelha reakni snés zpracovavat odtenim fazi a
naslednych susSenim. V systému aceton/voda/acetoreakce neprokhla wibec
(Obr. 18).

DalSimi sledovanymi parametry byly doba a teplaakce. B teplog 21°C
byla nutna minimalni doba reakce 1 tyden.iAalfim na 75°C se doba reakce zkrétila na
24 hodin. Rovaz z praktickych dvoda byla reakce dale provéda i teplog 21°C po
dobu jednoho tydne.
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Obr. 18:TLC reakni sn¥si hydroxylace cis-9-trikosenu.V pozici jedna: gwedi 2-methylprop-2-olu,
v pozici d¢: prostedi v systému aceton/voda/acetonitril (1/1/1). Nidldéze — chloroform. Vizualizace —
1% kyselina sirova v ethanolu.

4.1.1 Shrnuti reakénich podminek hydroxylace standardu cis-9-trikosenu

katalyzované oxidem osmic¢elym na poly-4-vinylpyridinu

Byly sledovany podminky reakce a to: volba rozp&dla, teplota a reaki ¢as.
Dale byly diskutovany El spektra slozek r&aksntsi a hledané optimalni matriceéi p
MALDI experimentech. Jako rozposdto se osvdéil 2-methylprop-2-ol a systéem 80%
2-methylprop-2-olu a 20% vody (v/v). Dale byl vyudih samotny 2-methylprop-2-ol.
Srovnatelné vysledky byly dosazenyi plodrzeni reani teploty 75°C po dobu 24
hodin jako pi 21°C po dobu jednoho tydne. U nasledujicich expenti byla
hydroxylace provatha @i 21°C po dobu jednoho tydneiiFAméreni MALDI, byl
vzorek dolbe ionizovan jak v lithné LIiDHB, tak v sodné NaDHBatrici. Uvedené
realkéni podminky byly nasledn aplikovany na realnych vzorcich nenasycenych
uhlovodiki izolovanych ze Svaba americkéocamericanaa masiky N. bulata.
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4.2. Fragmentace produktu hydroxylace standardu cis-9-trikosenu

Jako ionizani techniky byly pouzity elektrosprej a chemickéizace za
atmosférického tlaku, jak v kladném, tak v zapornémddu. V kladném mabdu
dochazelo k vytvieni aduki se sodikem [M+Nd]a pouzitim katonizmich ¢inidel
(K*, NHs" a Li* soli) vznikaly grisludné adukty [M+K], [M+NH4]" a [M+Li]".
V zaporném modu vznikaly deprotonizované molekidyH] . K ur¢eni polohy dvojné
vazby byly vyzivany M8 experimenty. V idealnimifpac mél byt hydroxy derivat
standarducis-9-trikosenu fragmentovan v migtivodni dvojné vazby.

4.2.1. lonizace elektrosprejem

Na obrazku @©br. 19) je ESI spektrum produktu hydroxylace
9,10-dihydroxytrikosenu #tené v kladném modu. Dochazi k tverdukti se sodikem
[M+Na]®. Izolovanému diolu odpovida hodnateéz379,6. Hodnotan/z735,2 odpovida
dimeru [2M+Na], ktery vznikd pi ionizaci v elektrospreji. # fragmentaci iontu
m/z379,6 [M+Na] dochazi primama ke ztrag vody [M+Na-HO]" m/z 361,2 a
[M+Na-2H,0]" m/z 343,1 pi koliznich energiich od 30%. Fragmenty, které by
odpovidaly &tpeni v mist pavodni dvojné vazby kil nevznikaji nebo jsou v Sumu
(Obr. 20). Meienim spektra hydroxyderivatu sgavkem draselné soli dochazelo
ke vzniku aduktu [M+K] o m/z 395,2 Qbr. 21). Ve spektru je fitomen dimer
[2M+Na]” o m/z 734,8, ktery je zisoben kontaminaci ze skla. Dimer aduktu
s draselnym iontem nebyl pozorovari ffagmentaci iontu an/z 395,2 dochazelo ke
ztrag vody (M/z377,1). IntenziviSi fragmenty nebyly popsany logickymi ztratami
(Obr. 22). Pridavkem podilu amonné soli vznikaly adukty [M+§Ho m/z 374,2
(Obr. 23). Ve spektru je fitomen dimer [2M+Nd&d] o m/z 734,8, ktery je zfsoben
kontaminaci ze skla. Dimer aduktu s amonnym iontelnyl pozorovan. Fragmentaci
iontu 0 m/z 374,2 byla primarh od3tpovana voda [M+NgH,O]" 0 m/z 339,1 a
[M+NH 4-2H,0]" 0 m/z320,8 Obr. 24). Fridavkem lithné soli vznikaly adukty [M+Li]

o0 m/z 363,5 Qbr. 25). Fragmentaci iontu em/z 363,5 dochazelo prim&rke ztra¢
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vody [M+Li-H,O]" 0 m/z 345,4. Charakteristické fragmenty¢ujici polohu dvojné

vazby bul’ nevznikaly, nebo jejich intenzita byla nizkak. 26).
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Obr. 19: Hmotnostni spektrum 9,10-dihydroxytrikosenu, kotreer vzorku: 0,39 mg.flv methanolu,

primym vstupem-gtok 5 /4.
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Obr. 20:Fragmentani spektrum sodného aduktu 9,10-dihydroxytrikodemgentrace: 0,39 mg.ihi
methanolu, mym vstupem-gtok 54, kolizni energie 30%.
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Obr. 21:Hmotnostni spektrum draselného aduktu 9,10-dihydrikosenu s kationizamim cinidlem ,
koncentrace: 0,39 mg.thiy methanolu, fmym vstupem-pitok 54,
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Obr. 22:Fragmentani spektrum draselného aduktu 9,10-dihydroxytrikose kationizanim cinidle’,
koncentrace: 0,39 mg.thiy methanolu, fmym vstupem-gitok 54, kolizni energie 32%.
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Obr. 23:Hmotnostni spektrum amonného aduktu 9,10-dihydiérgenu s kationizaim cinidlem,
koncentrace: 0,39 mg.thiy methanolu, fmym vstupem-gitok 5.

CiXcalibur..\dicl_NH4+\diol_02 12/2/2009 1:58:12 PM digl
ESI Sul'min 10% 10mmol NHA+ _
diol_D2#1 RT: 0.00 AV: 1 NL. £480E3
T: [TMS + ¢ E8I Full ms2 374.30@cid26.00 [100.00-800.00]

339,1

[M+NH 4-H,0]*

457

Relative Abundance
o
T

B
=}

w
m

[M+NH 4-2H,01*

~

(R ]
=R ]
RN FTERN IR RN ARETRETE RN FERRINRRTAARTRU AT

)

3208

=)

o

13004 15307 20908 22205 uey 01 32015
O P O T et B

Dy EE e L B D T e T T e e
100 150 200 250 300 3s0 400 450 500 550 600
miz

a

T
700 TE

T T T T T T T T
850

Obr. 24:Fragmentani spektrum amonného aduktu 9,10-dihydroxytrikosekationizanim cinidlem,
koncentrace: 0,39 mg.thix methanolu, fmym vstupem-gtok 54, kolizni energie 26%.
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Obr. 25:Hmotnostni spektrum lithného aduktu 9,10-dihydmikgysenu s kationizaim cinidlem,
koncentrace: 0,39 mg.thiy methanolu, fmym vstupem-gitok 5.
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Obr. 26:Fragmentani spektrum lithného aduktu 9,10-dihydroxytrikoserkationiz&nim cinidlem,
koncentrace: 0,39 mg.thiy methanolu, fmym vstupem-gtok 54, kolizni energie-30%.



Spektrum hydroxyderivatu bylo praiieno i vzaporném modu za vzniku
deprotonizované molekuly [M-H]o m/z 355,4. Ve spektru je dob patrny i dimer
vznikajici v elektrospreji an/z 711,0 Qbr. 27). Fi fragmentaci iontu am/z 355,4
vznikaji Se&penim v mist pavodni dvojné vazby intenzivni ionty m/z 211,3 a o
mfz 141,2 Qbr. 28). DalSi, méa intenzivni fragmenty on/z 241,3 an/z 171,2 vznikaji

Stpenim sousedni vazby od vazby v hitrivatizace.
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Obr. 27 Hmotnostni spektrum 9,10-dihydroxytrikosenu vozagm moédu, koncentrace: 0,39 mgtml
methanolu, imym vstupem-gtok 4.
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Obr. 28:Fragmentani spektrum 9,10-dihydroxytrikosenu v zaporném miolacentrace: 0,39 mg.thl
v methanolu, fmym vstupem-gtok 54, kolizni energie 25%.
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4.2.2. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Pouzitim chemické ionizace za atmosférického tlg@éo ioniz&ni techniky
nebylo uspsné. 9,10-Dihydroxytrikosen nebyl ionizovan v kladn modu ani
v zaporném modu. Neusiné bylo rovez pouZiti kationizaénich ¢inidel. Fislusné

molekularni adukty nevznikaly a nebyly proto aro@cdcny fragmentace.

4.2.3 Shrnuti dosazenych vysledkd p/i fragmentaénich experimentech

Produkt hydroxylacecis-9-trikosenu (9,10-dihydroxytrikosen) byl podroben
fragmenté&nim experimenitm za pomoci ESI a APCI jako ionigdch technik. Mieni
bylo provaéno jak v kladném maddu, tak v zaporném maodu. V késadnmodu byla
pouzita kationizeéni ¢inidla.

V kladném médu ESI techniky byly ve spektredietelné ionty odpovidajici
svou hmotnosti produktu hydroxylacei fjich fragmentaci byly ve vSechripadech
typické ztraty vody. @ekavané fragmenty, podle kterych by bylo mozZné&rgpoverit
polohu dvojné vazby, nebyly nalezeny. Stejnych egkl bylo dosazeno s pouzitim
kationizanich¢inidel.

Pouzitim APCI techniky nebylo G&né ani v kladném, ani v zdporném maodu.
Ve spektrech nebyly ifffomny ionty aduki 9,10-dihydroxytrikosenu a tudiz nebyly
provadny ani fragmentace.

NejlepSich vysledk bylo dosazeno #ienim v zaporném maodu ESI techniky.
Fragmentaci se deprotonovana molekutpikst v mist pavodni dvojné vazby a vazby
sousedni. Proto byla tato technika dale vyuzivamdragmentg&nich experimentech
realnych vzork nenasycenych uhlovodik izolovanych ze 3&vaba amerického

P. americanaa mas#&y N. bullata
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4.3. Izolace nenasycenych uhlovodik G ze Svaba amerického

Extrakci &1 hmyzu bylo ziskano 41,8 mg extraktu. Ze ziskanékimaktu bylo
pomoci TLC izolovano 19,1 mg kutikularnich uhlovkidi Dale bylo ze swsi
kutikularnich uhlovodik pomoci TLC desky se silikagelem a 20% a ¢heiem
sttibrnym O©br. 29) vyizolovano 7 mg nenasycenych uhlovadi& 6 mg nasycenych
uhlovodila.

Eelo ) ?
nasycens
uhlowodiky

—>
nenasycené
Lhlovvodiley
start

Obr. 29: TLC smesi kutikularnich uhlovodik izolovanych ze $vaba amerického P. americana .TLC
deska se silikagelem a 20% duminem stbrnym. Mobilni faze — hexan. Vizualizace — 1%ekya
sirova v ethanolu.

Byla nangiena GC/MS spektra kutikularnich uhlovoililied a po rozéleni na
nasycené a nenasycer@bf. 30a, b). Nenasycenym uhlovodikn s retesnim ¢asem
25,4 min odpovidala latka s relativni molarni hnosth m/z 376,4 Qbr. 31).
Porovnanim s literaturou [7] bylo zj&to, Ze se jednd o (Z,2)-6,9-heptakosadien.
Retergni ¢as 24,1 min a El spektrum odpovida pentakosa+sC26) a retetni ¢as 26,4
min a El spektrum odpovida 3-methylpentakosanu €3NL25).
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using AcgMethod JJ_UHLOVODIKY.M
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Obr. 30:a) GC chromatogram s#si kutikularnich uhlovodikizolovanych ze $vaba amerického . b) GC
chromatogram nenasycenych uhlovad#olovanych ze s#ai kutikularnich uhlovodikze Svaba
amerického P. americana.

43



using AcqMethod JJ_UHLO
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Obr. 31:Hmotnostni spektrum nenasyceného uhlovodiku izoéoza Svaba amerického

RovréZz bylo méfeno MALDI spektrum Qbr. 32). lon s hmotnostin/z 383,4 néalezi
lithnému aduktu nenasyceného dienu ((Z,2)-6,9-heysadien).
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Obr. 32MALDI-TOF spektrum nenasycenych uhlovéd8vaba amerického P. americana. Matrice:
’LiDHB.
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4.4. Hydroxylace ( Z,2)-6,9-heptakosadienu
Reakce byla prové&da v systému 2-methylprop-2-olu po dobu jednohmeyd

pii teplo€ 21°C. Gekavana struktura a hmotnost produktu je zn&rama schématu
(Obr. 33). Po uplynuti jednoho tydne trvani reakce byl pomtechniky TLC
zaznamenam produkt reakce, ten byl z ¢éaalsnesi vyizolovan Qbr. 34). Hmotnost
produktu hydroxylace byla 0,4 mg. Produkt hydroxglabyl analyzovan pomoci
MALDI (Obr. 35), kdy byl identifikovan adukt produktu hydroxylacelithiem o
m/z417,3. AvSak podle molarni hmotnosti se jevi, Zzedpktem hydroxylace je
dihydroxyderivat a to by znamenalo, Ze derivatizaoszhla pouze na jedné dvojné
vazle. Z hlediska vy3Si polarity cekdvaného hydroxyderivatu bylo mozné, Ze se
ocekavany produkt reakce nachazel na startu TLC dé&skyo byla vyzkouSena polarni
mobilni faze, avSak nel&fe. Také bylo narreno MALDI spektrum vzorku
ziskaného izolaci zb6ny ze startu, ale ve spektribylge pritomny adukty
hydroxyderivatu Z,2)-6,9-heptakosadienu.

OH HO
CSHM\/\/\/CNH% Os0, NMO > Cstu Ci7Hss
= X 2-methylprop-2-ol
HO OH
. CoHs Co7Hs560,
Molarni hmotnost: 376,4069 Molarni hmotnost: 444,41786

Obr. 33:Reakni schéma hydroxylace (Z,2)-6,9-heptakosadienu.

Celo — » — nezreagovany uhlovodik

- —— produkt hydrosglace
start I . .i
1 2

Obr. 34: TLC reakni snsi hydroxylace (Z,2)-6,9-heptakosadienu. V poj@&ina vychozi uhlovodik,
v pozici d¢: reakéni sms. Mobilni faze — chloroform. Vizualizace — 1% kipsesirova v ethanolu.
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Obr. 35: MALDI spektrum vyizolovaného produktu hydroxylaZeZ)-6,9-heptakosadienu. Matrice:
'LiDHB.

4.5. Hmotnostni spektrometrie produktu hydroxylace
(Z,2)-6,9-heptakosadienu

Bylo méteno ESI hmotnostni  spektrum  produktu  hydroxylace
(Z,2-6,9-heptakosadienu v zaporném moddbi. 36). Byly identifikovan ion o
m/z425,3 odpovidajici strukite, kdy jedna dvojna vazbi,p)-6,9-heptakosadienu byla
hydroxylovana déma hydroxy skupinami a druha dvojnd vazby bylaxejmvana.
lontu om/z408,9 odpovida struktura hydroxy-epoxy derivatiz)-6,9-heptakosadienu.
lon om/z 391,3 byla identifikovan jako epoxy derivat, Z)-6,9-heptakosadienu. Byla
provedena fragmentace iontu ro/z 425,3. Ve fragmentaim spektru byly patrné
fragmenty se ztratou vody [M-HJ] o0 m/z 409,4 a fragmenty vznikajici&stenim
vazby na uhliku € nesouci d¥ hydroxy skupiny om/z297,2 Qbr. 37). Na zaklad
uvedenych spekter lzergupokladat, Zze s velkou praymbdobnosti dosSlo pouze k
casténé hydroxylaci Z,2)-6,9-heptakosadienu za vzniku epoxy, hydroxy-epaxy
dihydroxy-epoxy derivédt Produkt Uplné hydroxylace (tetraol) nebyl idekofran
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4.6. I1zolace nenasycenych uhlovodik 0 z masarky

Extrakci &1 hmyzu bylo ziskano 43,2 mg extraktu. Ze ziskanékimaktu bylo
pomoci TLC izolovano 18,3 mg kutikularnich uhlovkidi Dale bylo ze swsi
kutikularnich uhlovodik pomoci TLC desky se silikagelem a 20% a ¢heiem
sttibrnym ©br. 38) vyizolovano 1,5 mg nenasycenych uhlovadik

celo nasycené

uhlowodilay

N nenasycend
g Uhlowodikey

start

Obr. 38:TLC snwsi kutikularnich uhlovodikizolovanych maséy N. bullata. TLC deska se silikagelem
a 20% dusfnanem stbrnym. Mobilni faze — hexan. Vizualizace — 1%lkya sirova v ethanolu.

Bylo nantfeno MALDI spektrum frakce nenasycenych uhlovédikObr. 39).
Srovnanim nagfenych dat s literaturou [4] byly dva aduktyitpzeny konkrétnim
uhlovodikim. Nejintenzivijsi pik om/z567,6 [M+Na] pati dienu GgHss a adukt o
m/z595,9 [M+Na] je dien GiHso.
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Obr. 39: MALDI spektrum nenasycenych uhlovadikolovanych z masky N. bullata. Matrice:
NaDHB.

4.7. Hydroxylace nenasycenych uhlovodik @ izolovanych z masa iky

Hydroxylace nenasycenych uhlovoidlikzolovanych z masi&y N. bullata
probihala za stejnych podminek jako hydroxylaceasgoenych uhlovodikze Svaba
americkéhoP. americanalviz. kapitola 4.3.). Po uplynuti jednoho tydneami reakce
byl pomoci techniky TLC prokdzan produkt hydroxgaa ten byl vyizolovan
(Obr. 40). Hmotnost produktu hydroxylace byla 1,9 mg. Pidaguhydroxylace byly
analyzovany pomoci MALDI Qbr. 41). Z hlediska vysSi polarity cekavaného
hydroxyderivatu bylo mozné, Zze se produkty nachakela startu TLC desky. Proto
byla vyzkouSena polarni mobilni faze, avSak n&sigp Také byla nagirena MALDI
spektra vzork ziskanych izolaci zon ze start@ela. Byly porovnany MALDI spektra
nenasycenych uhlovodikpired hydroxylaci Qbr. 39) a nenasycenych uhlovodilpo
hydroxylaci Obr. 42) a na zakladhrozdilu spekter se da usuzovat, které nenasycené
uhlovodiky gipadré reagovaly Bhem hydroxylace. Jednd se o uhlovodikyfitvio
adukty om/z525 [M+Na] am/z595 [M+Na], které khem hydroxylace zreagovaly,

avSak produkty reakce nelzeir
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Obr. 4Q TLC reakni smsi hydroxylace nenasycenych uhlovddikolovanych

V reak’nim prostedi 2-methylprop-2-olu. Mobilni faze — chloroforizualizace
v ethanolu.

z masky N. bullata.
— 1% kyselina sirova
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Obr. 41: MALDI spektrum produktu hydroxylace nenasycenyclovaldiki z masaky N. bullata.

Matrice- ‘LiDHB.
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Obr. 42: MALDI spektrum nenasycenych uhlovadikylych po hydroxylaci z masy N. bullata.
Matrice- 'LiDHB.

Produkty hydroxylace neslo konkrétarcit. Pii méieni ESI spekter nebyly detekovany
ionty, které by svou hmotnosti odpovidaly hydroxyektim a gipadnym logickym
ztratam.
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5. Zaver

Byly nalezeny optimalni podminky hydroxylace oxidesméelym vazanym na
poly-4-vinylpyridinu s vyuZzitim standardais-9-trikosenu. Byl zkouSen vliv systém
rozpoustdel na vyEZzek reakce. Osdcilo se rozpousdlo 2-methylprop-2-ol a systém
80 % 2-methylprop-2-ol a 20 % vody (v/v). Naslédoylo pouzivano rozpouktlo
2-methylprop-2-ol, kdy nebyla p@tba oddlovat organickou a vodnou fazi a
prodluZovat tak dobu zpracovani réak sntsi. Reakni produkt hydroxylace byl
detekovan pomoci metody TLC po jednom tydnu trvéakce p 21°C. Doba reakce
byla zkracena na 24 hodin zahim reakni snesi na 75°C. R provadni dalSich reakci
byly reakéni snesi ponechany reagovat 1 tydefi p1°C. Hydroxylaci standardu byly
ziskany dva reaii produkty, na zakladGC/MS a MALDI nefeni byl identifikovan
hlavni a @ekavany produkt reakce 9,10-dihydroxytrikosen. ¥gdl produkt reakce
nebyl ugen. NejlepSich vysledk pii fragment&nich experimentech bylo dosazeno
meienim ESI spekter v zaporném médu, ze vzniklychrfragfi bylo mozno jednoduse
oweiit polohu dvojné vazby. Zji8hé podminky hydroxylace a fragmentaci byly
aplikovany na realnych vzorcich ze Svaba americkBh@americanaa maskky N.
bullata.

Extrakci Svaba americkéhB. americanabyla ziskana s#s kutikularnich
uhlovodiki, kterd byla pomoci TLC roZtena na nasycené a nenasycené uhlovodiky.
Frakce nenasycenych uhlovotlibbyla na zaklagl nantienych GC/MS a MALDI
spekter a porovnanim s literaturou identifikovana 1fZ,2)-6,9-heptakosadien.
Hydroxylaci tohoto uhlovodiku byl ziskan produktey byl owiovan na MALDI a
dale byl podroben fragmertd@m experimeritm. lon atekdvané hmotnosti nebyl ve
spektrech nalezen, byly vSak identifikovany iontipovidajici svou hmotnosti epoxy,
hydroxy-epoxy a dihydroxyepoxy derivi@ (Z,2)-6,9-heptakosadienu. Fragmentaci
hydroxyepoxy derivatu byly ziskany fragmenty odplayici hmotnosti [M-H-HO] a
fragmentu Stpenému v sousedni vazbd dvojné vazby v poloze 9. Zchto vysledk
Ize usuzovat, Ze hydroxylace pebita jen Z4sti.

Obdobnym zpsobem jako je vySe popsano, byla ziskana frakcasyeenych
uhlovodiki z mas&y N. bullata MALDI spektrum frakce nenasycenych uhlovadik
bylo porovnano s literaturou a byly identifikovadya piky na dien ¢H-¢ a CHso.
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Hydroxylaci frakce nenasycenych uhlovadikyl ziskan produkt a bylo natifeno jeho
MALDI spektrum. Porovnanim MALDI spekter nenasycemyuhlovodik pred
hydroxylaci a nenasycenych uhlovailikpo hydroxylaci se da usuzovat, které
nenasycené uhlovodikyipadré reagovaly Bhem hydroxylace. Jedné se o uhlovodiky
pioskytujici adukty an/z525 [M+Na] am/z595 [M+Na]+, které Bhem hydroxylace
reagovaly. Produkty hydroxylace neSlo konk&étncit. Pii méreni ESI spekter nebyly
detekovany ionty, které by svou hmotnosti odpoyidsidroxyderivaim a gipadnym
logickym ztratam.

Hydroxylace oxidem osrelym vazanym na poly-4-vinylpyridinu byla Gspe
provedena na standardu s jednou dvojnou vazbbtuagdiikaci na realnych vzorcich
s delSimi fetzci a vysSSim p&em dvojnych vazeb vSak nebylo dosazeno apiné
hydroxylace. Pro tyto uhlovodiky je geba dale optimalizovat podminky derivatizace a
ovefit, zda poskytuji fragmenty, na jejichZz zalddaly bylo mozné uiit polohy dvojnych

vazeb.
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