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ABSTRAKT

Piedkladana diplomova prace se zabyva analyzou mastnych alkohold pomoci
hmotnostni spektrometrie. Teoreticka ¢ast shrnuje zakladni poznatky o mastnych alkoholech,
jejich vyskytu, vlastnostech, analyze a vyuziti. Experimentalni ¢ast se zabyva hledanim
vhodného derivatiza¢niho ¢inidla pro mastné alkoholy, které by umoznilo jejich detekci
mékkymi ionizacnimi technikami a zaroven jejich strukturni analyzu z fragmentacnich
spekter pfipravenych derivati. Hlavnim cilem strukturni analyzy je lokalizace methylového
vétveni v fetézci mastnych alkoholt.

Kli¢ova slova: hmotnostni spektrometrie, derivatizace, mastné alkoholy, methylové vétveni

ABSTRACT

The diploma thesis focuses on analysis of fatty alcohols with mass spectrometry.
Theoretical part describes distribution, main properties, usage and analytical methods for
analysis of fatty alcohols. Experimental work focuses on the search for a proper
derivatisation procedure for fatty alcohols, which would enable their detection with soft
ionisation techniques of mass spectrometry, as well as their structural analysis. The main
aim of the structural analysis is to find the methyl branching in the fragmentation spectra of
derivatives of the fatty alcohols.

Key words: mass spectrometry, derivatisation, fatty alcohols, methyl branching



Rad bych podékoval svému skoliteli doc. RNDr. Josefovi Cvackovi PhD. a kolegovi RNDr.
Vladimirovi Vrkoslavovi PhD. za mnozstvi cennych rad pfi mé praci na diplomove praci.
Dal bych chtél pod€kovat vS§em védeckym i servisnim pracovnikiim, ze mé naucili zachazet
s jednotlivymi hmotnostnimi spektrometry a nésledné umoZnili na nich méfit (Ing.
Kvetoslava Kertisova na linearni iontové pasti/orbitrapu, Mgr. Eva Hakova na LCQ Fleet a
Mgr. Martin Hubalek PhD. na Synaptu, Mgr. Katefina Novakova na MALDI a Mgr. Eva
Slaba na Q-TOFu).



OBSAH

1. Uvod

7 v

2. Teoreticka cast

2.1. Typy alkoholl a jejich vyskyt v pfirodé
2.1.1. Uvod

2.1.2. Vyskyt alkoholl s nerozvétvenym nasycenym fetézcem

2.1.3. Vyskyt alkohol( se sloZitéjsim fetézcem
2.1.3.1. Alkoholy, které produkuji bakterie
2.1.3.2. Alkoholy, které produkuji archaea
2.1.3.3. Alkoholy, které produkuji houby a rostliny
2.1.3.3.1. Mastné alkoholy
2.1.3.3.2. Terpenické alkoholy
2.1.3.3.3. Polyprenoly
2.1.3.3.4. Cyklické terpenické alkoholy a steroly
2.1.3.4. Alkoholy, které produkuji zivocichové
2.1.3.5. Alkoholy fosilniho ptvodu
2.2. Syntéza a biosyntéza alkoholl
2.2.1. Chemicka syntéza alkoholl
2.2.1.1. Fischer Tropschova Syntéza
2.2.1.2. Hydrogenace
2.2.1.3. Laboratorni syntéza terpenickych alkohol(
2.2.2. Bioszntéza alkoholt
2.2.2.1. Mastné alkoholy
2.2.2.2. Terpenoidy
2.2.2.3. Steroly
2.3. Vlastnosti mastnych alkoholl a jejich derivatd
2.3.1. Obecné vlastnosti
2.3.2. Reaktivita
2.3.2.1. Reaktivita hydroxylové skupiny
2.3.2.2. Reaktivita uhlikového fetézce
2.3.3. Biologicka aktivita
2.3.3.1. Mastné alkoholy
2.3.3.2. Terpenické alkoholy
2.4. Vyuziti mastnych, terpenickych alkoholl a steroll
2.5. Analyza mastnych a terpenickych alkoholl
2.5.1. Separacni metody
2.5.2. Spektrometrické metody
2.5.2.1. Spektroskopické metody
2.5.2.2. Hmotnostni spektrometrie
2.5.2.2.1. Analyza mastnych alkoholl obecné
2.5.2.2.2. Analyza vétvenych mastnych alkohol{
3. Cil prace

10
10
11
11
11
12
12
12
13
14
14
14
14
14
15
15
15
16
18
18
18
19
19
19
19
19
19
20
20
20
21
21
21
21
25
26



4. Experimentalni ¢ast 27

4.1. PouZité chemikdlie 27
4.2. Pouzité materidly 28
4.3. Pfirodni materialy 28
4.4, Ptistroje a zafizeni 28
4.5. Pracovni postupy syntéz derivatd mastnych alkohol( 29
4.5.1. Pfiprava derivat(, ve kterych je mastny alkohol vazany pres kyslik 29
4.5.1.1. Derivatizace 2-fluor-N-methylpyridinium-p-toluensulfonatem 29
4.5.1.2. Derivatizace kyselinou nikotinovou a methyljodidem 29
4.5.1.3. Derivatizace betainaldehydem 30
4.5.1.4. Derivatizace kyselinou 2,5-dihydroxybenzoovou a kyselinou 5-nitro-2-
hydroxybenzoovou 30
4.5.2. Priprava derivat(, ve kterych je mastny alkohol vazany pres dusik 31
4.5.2.1. Derivatiace pyridinem 31
4.5.2.2. Derivatizace 4-jodpyridinem 31
4.5.2.3. Derivatizace isochinolinem 32
4.5.2.4. Derivatizace triethylaminem 32
4.5.2.5. Derivatizace pyrrolidin-2-onem 32
4.5.3. Pfiprava derivat(, ve kterych je mastny alkohol vazany pres fosfor 33
4.5.3.1. Derivatizace trifenylfosfinem 33
4.6. Pracovni postupy pfi isolaci mastnych alkohol( z voskovych esteri z véeliho vosku a
jejich nasledné derivatisace 33
4.6.1. Isolace voskovych esterl z véeliho vosku tenkovrstevnou chromatografii 33
4.6.1.1. Analyticka tenkovrstva chromatografie 33
4.6.1.2. Preparativni tenkovrstva chromatografie 34
4.6.2. Transesterifikace voskovych esterl na mastné alkoholy a methylestery
mastnych kyselin 34
4.6.3. Isolace mastnych alkoholl ze smési po transesterifikaci tenkovrstvou
chromatografii 34
4.6.3.1. Analytickd tenkovrstva chromatografie 34
4.6.3.2. Preparativni tenkovrstva chromatografie 35
4.6.4. Derivatizace mastnych alkoholl z voskovych ester( véeliho vosku pyrrolidin-
2-onem 35
4.7. Méreni derivat(i alkoholll na hmotnostnich spektrometrech 35
4.7.1. Méreni spekter na spektrometru LCQ Fleet 35
4.7.2. Mérteni spekter na spektrometru LTQ Orbitrap XL 36
4.7.3. Méreni spekter na spektrometru Synapt G2 36
4.7.4. Analyzy vzorkd pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci 37
5. Vysledky a diskuze 38
5.1. Hmotnostni spektra derivat( alkohol( spojenych s derivatizacnim cinidlem pres
kyslik 38

5.1.1. Spektra derivat( alkoholl po reakci s 2-fluor-N-methylpyridinium-p-
toluensulfonatem 38

5.1.2. Spektra derivat( alkoholl po reakci s kyselinou nikotinovou a
methyljodidem 39



5.1.3. Spektra derivat( alkoholl po reakci s betainaldehydem 40
5.1.4. Spektra derivat( po reakci s kyselinou 5-nitro-2-hydroxybenzoovou; nebo

2,5-dihydroxybenzoovou 41
5.1.5. Shrnuti k spektriim derivatd alkoholl vazanych pres kyslik 44
5.2. Hmotnostni spektra derivatl alkohol( obsahujicich dusik 44
5.2.1. Spektra derivatl alkohol po reakci s pyridinem 44
5.2.2. Spektra derivatl alkohold po reakci s 4-jodpyridinem 46
5.2.3. Spektra derivat( alkoholl po reakci s isochinolinem 47
5.2.4. Spektra derivatl alkoholl po reakci s triethylaminem 48
5.2.5. Spektra derivat( alkoholl po reakci s pyrrolidin-2-onem 48
5.2.5.1. Analyza zdrojem APCI 48
5.2.5.2. Analyza pomoci plynové chromatografie/hmotnostni spektrometrie 52
5.2.6. Shrnuti k derivatim mastnych alkoholl obsahujicich dusik 53
5.3. Hmotnostni spektra derivatl alkoholll obsahujici fosfor 54
5.3.1. Derivatizace trifenylfosfinem 54
5.3.2. Shrnuti k derivatim mastnych alkoholll obsahujicichc fosfor 54
5.4. Isolace mastnych alkoholl z voskovych ester( véeliho vosku 55
5.4.1. Isolace voskovych ester( z vceliho vosku 55
5.4.2. Transesterifikace voskovych estert 56
5.4.3. Isolace mastnych alkohol( 57

5.4.4. Derivatizace alkoholl z voskovych ester(i véeliho vosku a jejich analyza 58
5.4.5. Shrnuti k derivatizaci mastnych alkoholU isolovanych z voskovych

esterl véeliho vosku 60
6. Zavér prace 61
7. Literatura 62



Seznam zkratek a symboll

2-FMPS — 2-fluor-N-methylpyridinium-p-toluensulfonat
APCI — chemické ionizace za atmosferického tlaku

ATP — adenosintrifosfat

CI-MS — hmotnostni spektrometrie s chemickou ionizaci
CID - kolizn¢ indukovana disociace

CoA — koenzym A

DCC — dicyklohexylkarbodiimid

DHB - kyselina 2,5-dihydroxybenzoova

DMAP - dimethylaminopyridin

EI-MS — hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
ESI — elektrosprejova ionizace

GC - plynova chromatografie

HCD — vysokoenergeticka kolizni disociace

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
MALDI — matrix assisted laser desorption ionisation
NADP — Nikotinamid adenin dinukleotidfosfat

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotidfosfat protonovany
NHB — kyselina 5-nitro-2-hydroxybenzoova

PMA — kyselina fosfomolybdenova

TEA — triethylamin

TLC — tenkovrstevna kapalinova chromatografie

UV — ultrafialové zareni

VIS — viditelné svétlo



1. Uvod

Vyssi alkoholy lze podle biologické syntézy rozdélit na mastné, terpenické a
steroidni alkoholy. Tato pridce se zabyva alkoholy sacyklickym uhlikovym Fetézcem
(obr. 1.1).

CHy EHy

Al B ' C
Obr. 1.1: Strukturni vzorce vybranych alkoholl: mastny alkohol oktanol (A), terpenicky alkohol geraniol (B) a steroidni
alkohol hopan-1-ol (C)

2. Teoreticka ¢ast

2.1. Typy alkoholti a jejich vyskyt v pFirodé
2.1.1. Uvod

Pojem mastné alkoholy se nejCastéji pouziva pro primarni alkoholy s linearnim
fetézcem, ktery muze byt nasyceny nebo nenasyceny, linearni nebo rozvétveny a obsahuje
nejméné 8 uhliki. Mezi mastné alkoholy vSak patii i alkoholy s cykly, a mohou to byt také
alkoholy sekundarni a terciarni™.

Terpenické alkoholy s acyklickym fetézcem lze nazvat podskupinou mastnych
alkoholt. Zaroven patii do kategorie isoprenoidu, coz jsou latky, jejichz zakladni stavebni
jednotkou je isopren?.

2.1.2. Vyskyt alkohol(l s nerozvétvenym nasycenym fetézcem

Linearni mastné alkoholy se vyskytuji v rostlinné i zivoc¢isné fisi, pti¢emz nékolik
ptikladi vyskytu je uvedenych v tabulce 2.1.

Tab. 2.1: Pfehled nazvoslovi a vyskytu primarnich mastnych alkoholl (Cg — C3)

. Primarni mastny alkohol Vyznamny vyskyt (volny nebo ve

Pocet C — — . 1,3,4,5,6,7,8,9
Systematicky nazev  Trividlni nazev formé esteru)

8 1-oktanol kaprylylalkohol pomerancovy olej

9 1-nonanol pelargylalkohol pomerancovy olej

10 1-dekanol kaprylalkohol maz volavky

11 1-undekanol -

12 1-dodekanol laurylalkohol olej z kvétl lipy (max. 3,8%)



13 1-tridekanol -

14 1-tetradekanol myristylalkohol plankton Euphausia, skoficovy olej
15 1-pentadekanol -

16 1-hexadekanol cetylalkohol iavslzzlgy rodu Metridium, lidsky maz
17 1-heptadekanol margarylalkohol

18 1-oktadekanol stearylalkohol lidsky maz z vlas

19 1-nonadekanol - kukufi¢ni extrakt

20 1-eikosanol arachidylalkohol  olej jojoba

21 1-henikosanol -

22 1-dokosanol behenylalkohol rGze, slunecnice, olej jojoba

23 1-trikosanol -

24 1-tetrakosanol lignocerylalkohol  rlze, slunecnice

25 1-pentakosanol -

26 1-hexakosanol cerylalkohol hrasek, jablka, slunecnice

27 1-heptakosanol -

28 1-oktakosanol montanylalkohol  grep, cukrova tftina

29 1-nonakosanol -

30 1-triakontanol myrisylalkohol vceli vosk

Alkoholy s fetézci delSimi nez 30 uhlikl jsou pfitomny pfevdiné v rostlinnych a
zivocisnych voscich ve formé esteru (prevazné se jedna o alkoholy Cz; az Cs5)*°

2.1.3. Vyskyt alkohol( se slozZitéjSim retézcem
2.1.3.1. Alkoholy, které produkuji bakterie

Bakterie jsou schopny syntetizovat mastné alkoholy slinearnim fetézcem a
fetézcem vétvenym v poloze iso a anteiso. Tyto alkoholy mohou mit sudy i lichy pocet
uhlikd v retézci. Obvykle se pocet uhlik(l v téchto alkoholech pohybuje od 9 do 20. Z nich
bakterie syntetizuji vosky, které uchovavaji v cytoplazmé ve formé inkluzi a které slouzi jako
zdroj energie - napfiklad pro bakterie rodu Acinetobacter.

Mastné alkoholy vznikaji i jako intermediaty metabolismu vétvenych alkand
aktinobakeriemi. Napfiklad pristan a fytan (obr. 2.1) se oxiduji ptes pristanol a dihydrofytol
a7 na pfislu$né kyseliny, p¥ipadné mazZe jejich biotransformace probihat na jiné produkty™®.

Obr. 2.1: Strukturni vzorec pristanu (A) a fytanu (B)
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Sekundarni alkoholy byly nalezeny v bakterii Mycobacterium xenopi, jednalo se o
2-oktadekanol, 2-nonadekanol, 2-eikosanol, 2-heneikosanol, 2-dokosanol, 2-trikosanol a
2-tetrakosanol™.

Bakterie také syntetizuji terpenoidy. Z alkohol(i se jednd o alkoholy s cyklickym
fetézcem, a to napfiklad 2-methylisoborneol zcyanobakterii a avermitilol ze
Streptomyces avermitilis™. Z laktobacilQi byly isolovany baktoprenoly (polyprenoly podobné
betulaprenol@im, pro vice informaci viz podkapitolu 2.1.3.3.3)*.

2.1.3.2. Alkoholy, které produkuji archaea

Membranové lipidy archaea jsou tvoreny isoprenoid-L-glycerol diethery a di-L-
glycerol tetraethery, takZe na rozdil od bakteridlnich membranovych lipidd obsahuji
éterové vazané mastné alkoholy a dioly na glycerol (obr. 2.2)*. Z acyklickych mastnych
alkoholti mezi né patii fytan-1-ol a bifytan-1-ol'®. Archaea obsahuji ve své bunééné sténé
polymery podobné mureinu, jejichz jednou ze stavebnich jednotek je undekaprenyl fosfat™.
Bakterie vyuZzivaji jako prekurzory pro ,glycosyl carrier” lipidy pouze polyprenoly, zatim co
eukaryotické buriky vyluéné dolicholy. Halofilni a thermoacidofilni archaea vyuZivaji pro
tento Ucel pouze dolicholy, methanogenni archaea poutZivaji polyprenoly i dolicholy, coz
z archaea déla zajimavou skupinu z evoluéniho hlediska®’.

A~ A
O\/\(\/\(\/\(\/\(

OH

Obr. 2.2: strukturni vzorec archaeolu, typického membranového lipidu archaea™,

2.1.3.3. Alkoholy, které produkuji houby a rostliny
2.1.3.3.1. Mastné alkoholy

Mastné alkoholy s kratkymi retézci se vyskytuji u nékterych druhd hub a rostlin
(1-okten-3-ol °* 2%, oktan-3-ol a dal3i®).

v rostlinnych voscich na jejich listech. Jednd se predevsim o volné a esterové vazané

Alkoholy s delSimi fetézci jsou pritomny

primarni alkoholy (Cy-C40) a sekundarni alkoholy (C21-C35)21. Z mrkve byl isolovan
sekundérni mastny alkohol falkarinol, ktery obsahuje dvojné a trojné vazby (obr. 2.3)%.

Obr. 2.3: Strukturni vzorec falkarinolu®
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2.1.3.3.2. Terpenické alkoholy

Velmi casto se Ize u obou Fisi setkat s vétvenymi terpenickymi alkoholy, jako
naptiklad primarni alkoholy geraniol, citronelol a nerol z extraktu rdzi*3, levandulol
z levandule®®, farnesol z oleje cabreuva®, lyratol z rostliny Cyathocline lyrata®®, fokienol
z rostliny Dittrichia viscosa®?’, solanesol ztabakového listi’® a terciarni alkoholy, velmi
rozéiteny linalool (houba lo3ak jeleni®, levandule®*, mrkev®® a mnoho daldich), Yomogi

39, hotrienol (lipa malolista®') a

alkohol a Santolina alkohol (rostlina febticek Zluty
trans-nerolidol (houba Hebeloma sinapizans®®). Dal$i, zna&né rozsiteny primarni terpenicky
alkohol v rostlinach je trans-fytol, ktery je strukturni soucasti chlorofylu. Jeho isomer, cis-

fytol, se v malé mite vyskytuje v rostlinnych olejich®.

2.1.3.3.3. Polyprenoly

Linearni 1,4-polyprenyl alkoholy s poctem izoprenovych jednotek pét a vétSim se
obecné nazyvaji polyprenoly®®. Polyprenoly se pievazné vyskytuji na listech kvetoucich
rostlin. Podle typu jejiho retézce je lze rozdélit na ,all trans” (mezi né patfi spadikol a jiz
zminény solanesol), trans-trans-trans-polycis prenoly (fikaprenoly), trans-trans-polycis
prenoly (betulaprenoly), a dolicholy (E,E-farnesyl-cis-polyprenoly s nasycenou izoprenovou

343> Dolicholy jsou produkovany i v houbdch. Z vy$e uvedeného déleni

skupinou na a-konci)
byly vynechany glycinoprenoly, coZ jsou cis-polyprenoly obsahuijici fytylovy zbytek na svém

o konci®>.

2.1.3.3.4. Cyklické terpenické alkoholy a steroly

Vrostlindch se také vyskytuji terpenické alkoholy s cyklickymi tetézci. Nékolik
priklady je uvedeno v tab. 2.2.

Tab. 2.2: Priklady terpenickych alkohol(i obsahujicich cyklyzg'?’e'37

Nazev Chrysanthemol a-terpinol Karotol
Vyznamny Tanacetum Jehlici cédra

. . p s . L, Semena mrkve
vyskyt cinerariifolium himalajského

Vzorec HO
HO —

OH

=
=

Pro houby jsou jesté charakteristické steroidni alkoholy, pficemz nejznaméjsi a
v mnohych druzich nejvic zastoupeny je ergosterol (ergosta—5,7,22—trien—3[3—o|)38. V mensi
mife se v nékterych houbdch vyskytuji i dalSi podobné slouceniny, jako napfiklad
fungisterolzo. Steroly se také wvyskytuji vtémérf vsech tucich a olejich a jsou
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charakteristickou veliCinou pro rostlinné oleje (napf. cholesterol, stigmasterol a
campesterol v olivovém a sluneénicovém oleji)*”.

2.1.3.4. Alkoholy, které produkuji zivo€ichové

Mnoho bezobratlych Zivocicht vyuzivd alkoholy spolu s aldehydy, epoxidy apod.
jako feromony. Bourec pro tento G&el pouzivd bombykol*°
mola Heliothis virescens patii (Z)-11-hexadecen-1-ol*! a obale¢ jable¢ny (Cydia pomonella)

produkuje hlavné (E,E)-8,10-dodekadienol*’. Cmelaci maji vyvinuty cely systém feromon(

, mezi samici feromony druhu

pro mnozstvi Ucelll, pficemZz z mastnych alkoholl vyuZivaji naptiklad (E)-2,3-
dihydrofarnesol (samé&i pohlavni feromon) a geranylgeraniol (sami¢i pohlavni feromon)®.
Hospodarsky vyznamny je vyzkum feromon( klrovcd, jako vyznamnych Skddcd lesnich
porostl. SloZzeni feromonu jednotlivych druhl kolisa. Hlavni slozkou feromond druhu Ips
duplicatus jsou terpenoidni alkoholy ipsdienol a E-myrcenol, Ips tyrographus vyuziva
methylbutenol a cis-verbenol*. Feromony alkoholové povahy se vyskytuji i u obratlovc,
naptiklad hlodavci produkuji (2)-5-tetradecen-1-0l**. Z mravence Lasius meridionalis byl
izolovan monoterpenicky alkohol lasiol®.

Néktefi obratlovci vyuZivaji mazy a vosky, které obsahuji alkoholy, pro promasténi
povrchovych ¢asti téla. Maz je casto komplikovana smés volnych mastnych kyselin,
monoesterovych voskd, alkyl acetat(, triacylglycerold a mnohych dalsich latek®’. Vosk
z ov¢i viny, lanolin, obsahuje steroly, mastné kyseliny, mastné a terpenické alkoholy (volné
a esterové vazané), uhlovodiky a dalsi latky. Z alifatickych alkoholl tvoti nejvétsi slozku
alkoholy svétvenym fetézcem v poloze anteiso (hlavné 18-methyleikosanol a 24-
methylhexakosanol) a iso (24-methyl-pentakosanol a 19—methy|nonadekano|)48.

Lidsky kozni maz (sebum) je produkovan mazovymi zlazami kaze®. Je slozen
primarné z triacylglyceroll, diacylglyceroll, volnych mastnych kyselin, voskovych esterd,
skvalenu a cholesterolu. Voskové estery piedstavuji 26% hmotnosti mazu. Specialni maz
meibum produkuji meibomské zlazky v oénich vickach ZivotichG®!. Meibum a sebum se lisi
slozenim, pficemZ dominantni slozkou meiba jsou voskové estery, zatimco cholesterol a
skvalen jsou v ném zastoupeny mnohem méné v porovnani se sebem’2. Voskové estery
meiba obsahuji nevétvené, iso a anteiso alkoholy. Dvojné vazby jsou prevainé pritomné
v nevétvenych alkoholech CigaZ Cso (cit *3). V udnim kanalku se produkuje ugni maz zvany
cerumen. U Clovéka jsou vném zastoupeny i voskové estery. Alkoholy tvofici voskové
estery jsou hlavné primarni a nasycené o délce fetézce 12 az 30 uhlikd, pfi¢emz jsou mezi
nimi i vétvené alkoholy s vétvenim v poloze iso a anteiso. Nenasycené primarni alkoholy
maji délku fetézce 18 a7 31 uhliki a nékteré z nich jsou taky vétvené. Daldim zdrojem
lidskych lipidG je novorozenecky mazek (vernix caseosa), coZ je bild krémovitd hmota
pokryvajici pokozku plodu a novorozenéte. Byly v ném identifikovany voskové estery i volné
mastné alkoholy®.
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Podobné jako burky rostlin a hub, syntetizuji Zivocisné bunky dolicholy. Jejich
fosforylované formy, dolichol fosfaty, slouzi jako pfenase¢ mono- a oligosacharidi pfi
N-glykosylaci proteint a syntéze protein( s glykosylfosfatidyl inositolovou kotvou®.

Retinol je terpenicky alkohol, jehoz forma all-trans se oznacuje jako vitamin A.
V zdravém a dobre vyzivovaném lidském organismu se 70% retinolu a jeho derivatl nachazi
v jatrech. Mezi jeho derivaty vyskytujici se v organismu patfi pfevdiné estery odvozeny od
kyseliny palmitové, olejové, stearové a linolové. Hlavnim prekurzorem retinolu je [-
karoten°.

2.1.3.5. Alkoholy fosilniho pavodu

Mineralni vosky jsou vosky, které se ziskdvaji zfosilnich pozlstatk( Zivych
organismu. Z raSeliny se ziskava raselinovy vosk, z lignitu montanovy vosk. Montanovy vosk
se prevazné sklada z alifatickych uhlovodik(i, mastnych alkoholl o délce retézce Ci4 — Csp,
mastnych kyselin a jejich esterd®’. | radelina obsahuje velké mnoiZstvi alifatickych
uhlovodik(, mastnych alkoholl a kyselin, dale se v ni vyskytuji steroly (napfiklad cholesterol,
nobo 5a-(H)-cholestan-3B-ol) a terpenoidy (taraxerol, lupenol, apod.). SloZeni raseliny se
mUzZe ménit podle mista svého vyskytu a okolnich vlivl, které na ni plisobi. Obecné se v ni
vyskytuji alkoholy s fetézcem o délce Ci¢— C3p(cit. >8), Tyto latky se v nich vyskytuji hlavné
diky rostlinam, z kterych vznikly. Patfi sem predevsim mechy rodu Sphangum a dalsi
bahenni rostliny, jako je klikva bahenni (Vaccinum oxycoccus), suchopyrek trasnaty
(Trichophorum cespitosum), Sicha ¢erna (Empetrum nigrum), vies obecny (Calluna vulgaris),
kyhanka sivolista (Andromeda polifolia) suchopyr pochvay (Eriphorum vaginatum) a mnoho
dalich™.

2.2. Syntéza a biosyntéza alkoholu

2.2.1. Chemicka syntéza alkohol(l
2.2.1.1. Fischer Tropschova Syntéza

Predpoklada se, Ze syntéza mastnych alkoholl pred vznikem Zivota probihala
reakénim mechanismem podobnym vodni Fischer — Tropschové syntéze. Tato syntéza se
dnes pouziva k chemické syntéze uhlovodikl a oxouhlovodikl z kyseliny mravenci a oxidu
uhelnatého. Za laboratornich podminek se mastné alkoholy vytvareji pfi teplotach 150 az
250 °C, pricemz délka jejich fetézce se v priméru pohybovala od 8 do 30 uhlikli (nejvic 32
uhliké pfi 200 °C)>°.

2.2.1.2. Hydrogenace

Hydrogenace je prlmyslovd metoda syntézy mastnych alkohold a pouzZivd se
k redukci mastnych kyselin na mastné alkoholy aktivovanym vodikem v pfitomnosti
katalyzatoru obsahujiciho méd. Existuji tfi typy hydrogenaci vyuZivanych v pramyslu,
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pficemz vSechny probihaji pfi teplotdch 250 az 300 °C a tlacich 200 aZ 300 baru. Po redukci
mastnych kyselin se mastné alkoholy z vystupu destiluji a frakcionuji®°.

2.2.1.3. Laboratorni syntéza terpenickych alkoholl

Zakladni reakci je dimerizace isoprenu Ucinkem naftyllithia v prostredi
tetrahydrofuranu. Vzniklé produkty je nasledné mozZno oxidovat kyslikem na alkoholy.
Druhou moznosti pfipravy je pfidat fluorid bority v etherovém komplexu jesté pred oxidaci,
kterd se poté provede peroxidem vodiku®.

2.2.2. Biosyntéza alkohol(
2.2.2.1. Mastné alkoholy

Mastné alkoholy vznikaji v bakteriich®?, rostlinach®® a Zivotisich® redukci mastnych
kyselin, proto je nutné se zaméfit na biosyntézu kyselin. Jednoduché mastné kyseliny se
sudym poctem uhlikG vznikaji z acetylkoenzymu A jako startéru a nékolika
malonylkoenzymU A slouzicich na prodluZovani tetézce. Reakce rlistu fetézce jsou

L83 v malé mife savci umi syntetizovat kyseliny s lichym

katalyzovany nékolika enzymy
poctem uhlikd a kyseliny vétvené. Nejprozkoumanéjsi je biosyntéza vétvenych mastnych
kyselin u bakterii. Pro dosahnuti vétveni jako startéry vyuZivaji deaminované aminokyseliny
konjugované s acetylkoenzymem A (acetyl-CoA). Pro dosahnuti vétveni u mastné kyseliny
se sudym poctem uhlikll v poloze iso se jako startér pouzije isobutyrylCoA (valinovy startér).
Pro dosadhnuti vétveni vté samé poloze pfi mastné kyseliné s lichym poctem uhlikd se
pouzije isovalerylCoA (leucinovy startér). Vétveni v poloze anteiso se dosdahne pouzitim
o-methylbutyrylCoA (isoleucinového startéru)®®. Pro Zivocichy byly jako startéry nepfimo
prokdzané pouze valinovy a isoleucinovy. Mechanismus elongace vétvenych kyselin

v poloze iso a anteiso je stejny jako u nevétvenych mastnych kyselin66.

Vzniklé mastné kyseliny se konvertuji na pfislusné acyl-koenzymy A a ty se enzymem
,fatty-acylCoA-reductase” redukuji az na mastné alkoholyl. Podle potfeby se nasledné
preménuji na jiné latky. Tvorbu vosku zalkoholu  katalyzuji  enzymy
acylCoA:alkoholacyltransferasy. Lidské syntazy jsou schopny katalyzovat zavérecnou reakci
tvorby triacylglycerol(i, voskovych monoesterd, diesterd a retinylestert mastnych kyselin®’.

1°® se mastné alkoholy miiZou syntetizovat p¥imo (bez toho, aby

Podle Hayashi et a
byla nejprve syntetizovédna pfislusnd mastna kyselina). Demonstrovali to in vitro na casti
biosyntézy plasmalogenu probihajici v peroxizomech, které byly isolovany z potkanich jater
(obr. 2.4). Jako startér se ukdzal nejucinnéjsi dodekanoyl-CoA a nejvic produkovanym
alkoholem byl hexadekanol. Ten by se pak mél navazat na glycerol éterovou vazbou a
nasledné zredukovat®®. Obecné je uzndvana teorie, podle které se na glycerol navaie
mastna  kyselina a  vznikly ester je zredukovan na éter enzymem

alkylglyceronfosfatsynthasa®.
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Obr. 2.4: Strukturni vzorec obecného diacylglycerolfosfatu (A) a plasmalogenu (B)69

2.2.2.2. Terpenoidy

Terpenoidy mohou v organismech vznikat dvoji cestou, a to mevalonatovou a
nemevalonatovou (viz obr. 6 a 7). Prvni je dlouho znama a béind pro eukaryotické
organismy, druha byla nalezena o dost pozdéji v bakteriich, ale také v Ginkgo biloba™.

Mevalonatovd syntéza zacina Claisenovou kondenzaci dvou acetylkoenzym( A za
vzniku acetoacetylkoenzymu A. Je dobré poznamenat, Ze na rozdil od prvniho kroku
syntézy mastnych kyselin produkt vznikd pfimo a neprobiha zadnd karboxylace. Tuto reakci
katalyzuje enzym acetoacetylkoenzymAacetyltransferasa (pro enzymy dalSich reakci viz obr.
2.5). Nasleduje aldolova kondenzace acetoacetylkoenzymu A s dalSim acetylkoenzymem A
a vznikd 3-methyl-3-glutarylkoenzym A. Ten je nasledné redukovan dvéma molekulami
NADPH na (R)-mevalonat, ktery se dal fosforyluje dvéma molekulami adenosintrifosfatu
(ATP). Treti fosforylace mevalonatu probihd na terciarni hydroxylové skupiné, po ¢em
probéhne dekarboxylace a ztrata fosfatu za vzniku isopentenylpyrofosfatu. Ten se nakonec
isomerizuje na dimethyl aIIyIpyrofosfa’t71.
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Obr. 2.5: Mevalonatova biosyntéza isopentenylpyrofosfatu a dimethylallylpyrofosfatu. Cisla pod $ipkami reprezentuji tyto
enzymy: 1 — acetoacetylkoenzymAacetyltransferasa 2 — hydroxymethylglutaryl-CoAsyntasa, 3 — 3-hydroxy3-
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methylglutarylCoA-reduktasa, 4 — mevalonatkinasa, 5 — mevalonatfosfatkinasa, 6 — mevalonatpyrofosfat-dekarboxylasa, 7
- isopentenyIdifosfa’t-delta-isomerasy72

Nemevalonova syntéza (obr. 2.6) vychazi z enzymatické dekarboxylace pyruvatu na
thiazolovém kruhu thiamindifosfatu (slouziciho jako koenzym). Ddle probéhne kondenzace
dekarboxylovaného pyruvatu s glyceraldehyd-3-fosfatem, priéemz vznikne 1-deoxy-D-
xylulosa-5-fosfat, jenz se ndsledné z thiamindifosfatu odstépi. DalSim krokem je vyména
pozic methylu s vodikem takzvanym acyloinovym piesmykem, coZ je vlastné vzajemnad
vyména hydroxylové skupiny a sousedné oxoskupiny. Poté ndasleduje redukce nové vzniklé
oxoskupiny na hydroxylovou skupinu a vznikd tim 2-C-methyl-D-erythriol-4-fosfat. Na jeho
fosfat se reakci s cytidyltrifosfatem pfripoji cytidylfosfat za vzniku difosfocytidyl-2-C-
methylerythriolu. Nasleduje fosforylace hydroxylové skupiny v poloze 2 pomoci ATP,
pficemz se produkt zahy zacykli na 2C-methyl-D-erythriol-2,4-cyklodifosfat za soucasného
uvolnéni cytidylmonofosfatu’’. Daléimi kroky, které nejsou zcela objasnény, vznikd 1-
hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfat. Pfi jeho redukci jedinym enzymem soucasné
vznikaji isopentenylpyrofosfat a dimethylallylpyrofosfat’®.
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Obr. 2.6: Nemevalonatova biosyntéza isopentenylpyrofosfatu a dimethylallylpyrofosfatu. Cisla pod $ipkami reprezentu;ji
tyto enzymy: 1 — 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfatsyntasa”, 2 — 2C-methyl-D-erythriol-4-fosfatsyntasa, 3 — 2C-methyl-D-
erythriol-4-fosfatcytidylyltransferasa”, 4 — 4-difosfocytidyl-2C-methyl-D-erythriolkinasa”, 5 — 2C-methyl-D-erythriol-2,4-
cyklodifosfatsyntasa®, 6 — l-hydroxy-2-(E)-butenyI-4-difosfé\treduktasa70

Vysledkem obou cest je vznik dvou sloucenin, isopentenylpyrofosfatu a
dimethylallyl- pyrofosfatu. Z nich dal vznikaji prekurzory terpenickych sloucenin, z nichz
geranyldifosfat se povazuje za univerzalni (obr. 2.7)"3.
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Obr. 2.7: Reakéni mechanismus geranioldifosfatsyntasy (prvni tfi reakce) a nékteré dalsi mozné reakce

Z geranioldifosfatu vznikd geraniol prostfednictvim geraniolsyntasy, ne v3ak
v jednom, nybrz ve dvou krocich. Misto pfimé hydrolyzy fosfoesterové vazby dojde
k oddéleni difosfatu a vzniku karbokationtu jako intermediatu. Tento meziprodukt nasledné
zreaguje s vodou za vzniku geraniolu. Nerol, cis-isomer geraniolu, pfi této reakci vibec
nevznika”.

2.2.2.3. Steroly

Biosyntéza steroll je vlastné pokracovanim syntézy terpenoid(. Farnesylpyrofosfat
se ve dvou krocich transformuje na skvalen. Skvalen se dal zoxiduje skvalenepoxidasou a
nasledné se enzymem lanosterolsyntasa zméni na lanosterol. DalSimi enzymy se tato
slou¢enina mdze ménit na jiné steroly’?.

2.3. Vlastnosti mastnych alkoholl a jejich derivatt
2.3.1. Obecné vlastnosti

Nasycené nevétvené mastné alkoholy s kratSim postrannim retézcem (do 12 uhliki)
jsou pfi teploté 25°C kapaliny, alkoholy s poctem uhliki 13 a vic jsou tuhé latky.
S prodluzovanim retézce klesa rozpustnost ve vodé, pfi teploté 25°C je jiz zcela nerozpustny
dodekanol. V tom samém sméru také klesa kyselost vodiku hydroxylové skupiny®. Mastné
alkoholy patfi mezi amfifilni (amfipatické) latky, coz jsou latky, které obsahuji hydrofilni a
hydrofobni skupinu’. Amfifilni latky obecné jsou oznacovany jako surfaktanty. Jsou to latky
snizujici povrchové napéti kapalin kvali schopnosti koncentrovat se na jejich volnych
povrsich, nebo fazovych rozhranich nemisitelnych kapalin’.

Mastné alkoholy (a také kyseliny) vytvareji na vodni hladiné monovrstvy zndmé jako
»Langmuirovy filmy“. Tato vrstva se formuje pfi naddvkovani kapky alkoholu nemisitelného
svodou na hladinu vody, pricemZz se molekuly alkoholu postupné rozprostiraji do
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monomolekularni vrstvy do chvile, nez se dosdhne rovnovaha mezi vrstvou a zbytkem
kapky. V pripadé 1-dekanolu se ukazuje, Ze jeho molekuly jsou usporadany vertikadlné a
blizko all-trans usporadani’®.

2.3.2. Reaktivita
2.3.2.1. Reaktivita hydroxylové skupiny

Hydroxylovou skupinu neethoxylovanych i ethoxylovanych alkoholl je moZno
oxidovat oxidem chromovym na skupinu karboxylovou’®. Kromé toho ochotné reaguiji se
silylchloridy, napfiklad trimethylsilylchloridem® a tert-butyldimethylsilylchloridem’”. To
samé plati pro organické sulfonylchloridy (mesylchlorid’® a tosylchlorid”). S methylaénimi
¢inidly (naptiklad diazometanem) vytvateji alkoholy methyl ethery®. S aldehydy (napfiklad
betainaldehydem) reaguji na hemiacetdly a acetaly®. Schloridy a anhydridy kyselin

poskytuji pfisluiné estery®®3.

2.3.2.2. Reaktivita uhlikového retézce

Nenasyceny linedrni uhlikovy fetézec je reaktivni pravé v misté ndsobnych vazeb.
Popsany byly adice dimethyldisulfidu, ozonu a mnoho dalich®. Né&které alkoholy
s nenasycenym postrannim retézcem maji za urcitych podminek schopnost polymerovat,
jako naptiklad linalool®”.

2.3.3. Biologicka aktivita
2.3.3.1. Mastné alkoholy

Nékteré mastné alkoholy vykazuji antimikrobialni aktivitu. O velikosti jejich ucinku
rozhoduje délka jejich fetézce, pritomnost ndsobnych vazeb a organismus, na ktery
pUsobi®®. Pro bakterii S. aureus byl nejtoxi¢téjdi undekanol, nejvy$$i inhibici rdstu
vykazovaly tri-, tetra- a pentadekanol. Jiz heptadekanol byl pro bakterie témé&r netoxicky,
¢im se nepotvrdila dfivéjSi hypotéza, Ze s klesajici hodnotou rozdélovaciho koeficientu
oktanol/voda roste toxicky ucinek mastnych alkoholG®’. Nejsilnéjsi antimikrobialni aktivitu
mély pro Mycobacterium tuberculosis alkoholy Cg az Cy;, pficemz nejvétsi inhibici rdstu
vykazoval n-oktanol®®. Mechanismem G&inku je rozrudovani bakteridlnich membran®®®’.

Vodni Zivolichové jsou vystavovany surfaktantim pouzivanych v domacnosti.
Polyethoxidy (ethoxylaty mastnych alkohol(), jedna se slozek surfaktantl, jsou ve vodném
prostiedi degradovdny na mastné alkoholy. Mastné alkoholy jsou mnohem lipofilnéjsi nez
polyethoxidy a vic se akumuluji ve tkanich Zivych organismi, coZ se projevi jejich vétsi
toxicitou. Toxicita surfaktantl se proto testuje na vodnich organismech, a to Daphnia
magna, Fasech a nékterych druzich ryb”.

2.3.3.2. Terpenické alkoholy

Latky ze skupiny terpenoid(i obecné vykazuji aktivitu vici bakteriim, virim, houbam
a prvokdm?. Z alkoholt se va&i nékterym druhdm bakterii ukazaly byt G&inné geraniol,
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citronelol®®, nerol, linalool®, farnesol, nerolidol®°, fytol91 a dalsi. Antimykoticky ucinek byl
pozorovan u farnesolu®. Jejich Gcinnost silné kolisa v zavislosti na bakterialnich druzich, na
které se aplikuji. Jsou tu naznaky, Ze mechanismem ucinku by mohlo byt, podobné jako u
mastnych alkohol(, rozrusovani bunéénych membrdan, nasledkem ceho se do okolniho
prostfedi uvolni méfitelné mnoiZstvi draselnych iontl. Bylo to prokdzdno pro farnesol a
nerolidol*°.

2.4. Vyuziti mastnych, terpenickych alkoholi a sterolli

Mastné alkoholy se obecné pouzivaji jako emulgatory, zmékéovadla a protipénici
¢inidla®. Bylo prokazano, ze uklidfiuji podrazdénou kozi. Nékteré mastné alkoholy se
vyuzivaji jako sekundarni neiontové surfaktanty v krémech a télovych mlécich (cetyl a
stearylalkohol), a jako koZni penetranty a lubrikanty tablet a kapsuli (myristylalkohol)”™.
Z jinych se vyrabéji jejich ethoxylaty reakci s etylenoxidem (napfiklad z dodekanolu)®.

Terpenické alkoholy (farnesol, geraniol, rhodinol, fytol a dalsi) jsou vonné latky,
které se pridavaji do kosmetickych pripravkl, jako jsou télové mléko, antiperspiranty,
Sampony, sprchové gely, toaletni mydla, laky na vlasy a dalsi. Také se pridavaji do Cisticich

9495997 solanesol je 45-ti uhlikaty terpenicky alkohol, ktery je

prostfedkl a detergent(
prekurzorem koenzymu Q a analogl vitaminu K vyuZivanych na |écbu viedl, srdecnich a
onkologickych nemoci’®. V mediciné se také vyuzivaji nékteré derivaty steroidnich latek

jako protizanétliva lé¢iva (napf. prednizon)®.

2.5. Analyza mastnych a terpenickych alkoholu
2.5.1. Separacéni metody

Mastné alkoholy se Casto vyskytuji ve slozité smési lipida (viz ¢ast 2.1.3.4), kterd
jesté muze byt slozkou jesté komplexnéjsi smési. Pro izolaci vSech lipida z pfirodnich smési
byla u novorozeneckého mazku a lipidQ z rohovky vepre pouZita metoda vyvinuta Folchem

et al®®

. Obecné se jednd o extrakci pfirodni smési chloroformem a methanolem po dobu
jedné az dvou hodin a naslednou centrifugaci. Po odpareni rozpoustédla se ziska isolovana
smés lipidt. Podle potieby jeité muzou nasledovat dalsi &istici procedury®*®. Pokud
v izolovanych lipidech prevazuje jeden typ latek a cilem konecné izolace je minoritni slozka,
musi se v tom pripadé oddélit majoritni slozka od ostatnich dal$i metodou. Dochazi k tomu
napriklad pfi zpracovani rostlinnych olejl, kde majoritni slozku vsech lipidl tvofi
triacylglyceroly (95-98%). Pro oddélovani se pouzivaji tfi zakladni techniky: saponifikace
(zahtivani lipidQ v alkoholickém roztoku hydroxidu draselného), liquid-liquid partition a
chromatografické techniky (sloupcova chromatografie, nebo novéji pouzivané superkriticka
fluidni separace a extrakce na tuhé fazi). Pro nékteré skupiny lipidd muze byt jedna nebo
vice ze zminénych technik nevhodnd, protoZe se tim muze zménit jejich slozeni'®. D4l se
ziskané frakce, resp. vSechny lipidy déli pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC), nebo

100,99

preparativni vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) . Pro frakci obsahujici

volné a/nebo esterové vazané mastné alkoholy se mize pouZit saponifikace za nasledné
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extrakce nesaponifikovatelnych slozek dietyléterem. Ziskana frakce se dal déli na TLC, kde
jeden pruh utvofi pouze mastné alkoholy™.

Pro izolaci frakce mastnych alkoholll z jednodussich smési, jako je odpadni voda, se
102

po technikach slouzicich k zakoncentrovani rovnou pouzije TLC™.
2.5.2. Spektrometrické metody
2.5.2.1. Spektroskopické metody

Mastné alkoholy vykazuji slabou absorpci v UV-VIS oblasti. Ke zvySeni citlivosti

detekce se musi derivatizovat'®

. Infracervenou spektroskopii Ize pro urceni rlznych
parametrl monovrstev mastnych alkoholl na rozhrani vzduchu a vody, jako naptiklad sklon

molekulovych fetézcil k vodni hlading, nebo samotnou identifikaci hydroxylové skupiny'®*.

2.5.2.2. Hmotnostni spektrometrie
2.5.2.2.1. Analyza mastnych alkohol( obecné

Z dalSich spektrometrickych metod se k detekci a identifikaci alkoholll pouziva
predeviim hmotnostni spektrometrie. Pfi detekci elektronovou ionizaci je moiné je
detegovat piimo’®, pfi pouiiti splynovou chromatografii se derivatizuji k zlepdeni
chromatografickych vlastnosti*®®. Mékké ioniza&ni techniky (nap¥. ESI, APCI, MALDI) nejsou
schopny detegovat samotné mastné a terpenické alkoholy s dostate¢nou citlivosti®’>. Proto

je pfti jejich analyze derivatizace nezbytna.

Derivatizacni techniky mastnych alkoholll Ize rozdélit na: 1. zdménu hydroxylové
skupiny za jinou skupinu 2. zaménu vodiku hydroxylové skupiny za derivatizacni Cinidlo a
3. v pfipadé nenasycenych alkoholl adice derivatizacniho cinidla na dvojnou vazbu.

Prvni moznosti transformace primarniho alkoholu je jeho oxidace na karboxylovou
kyselinu Jonesovym ¢Cinidlem. Po této derivatizaci je moiné detegovat samotné
karboxylové kyseliny v negativnim médu’®. Druhou moznosti je zména hydroxylové skupiny
na skupinu sulfonovou, kterou také Ize detegovat v negativnim modu'®’

udaje viz tab. 2.3.

. Pro konkrétnéjsi

Tab. 2.3: Metody derivatizace hydroxylové skupiny alkohold.

Derivatizace  Vzorec

Typ derivatizace ] . Metoda analyzy Cil Ref
latkou latky
Oxid Oxidace na kyselinu,
Xi , L
Zména chromovy CrO3 ESI-MS dosahnuti signdlu 76
hydroxylové v negativnim médu
skupilr;y rTa Jinou Kuseli »liquid secondary  Pfiprava sulfonovych
selina
skupind y, , H,S0, ion mass kyselin a identifikace 107
sirova
spektrometry” dvojnych vazeb
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Mezi metody, které vytvari derivaty alkoholl, patfi silylace, neboli derivatizace

alkoholl s organokifemicitymi slouceninami. Silylace je velmi uzite¢nd metoda pfi analyze

mastnych alkoholli plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

s elektronovou ionizaci (EI-MS), protoZe potlacenim interakci dipdl-dipdl v plvodnich

alkoholech se po derivatizaci vyrazné zvysi jejich tékavost'®. P¥iklady vyvinutych silylaci

jsou v tabulce 2.4.

Tab. 2.4: Priklady derivatizacnich cinidel slouZicich k silylaci alkoholG.

Derivati , M ,
Typ derivatizace erl)/atlzace Vzorec latky eto,da Cil Ref
latkou analyzy
Cl [ f |
Trimethyl- ~ GC/EI- Stanoveni fytolu / -
) analyza (ne)nasycenych
chlorsilan MS AR
alkoholl a diold
o Stanoveni aminokyselin,
N-methyl-N- )J\ GC/EI- mastnych alkohold, 20
trimethyl- e MS mastnych kyselin a
Silylace .( . y FsC N Y y
silyl) trifluoro- \/ steroll
acetamid /S'\ GC/EI- Identifikace n-, iso- a 1
MS anteiso- alkoholl
Terc-butyl s
dimethylsilyl ‘ ¢ GC/MS  Hledani dvojnych vazeb 77
chlorid

Acylace a alkylace jsou dalS$i moZnosti derivatizace mastnych alkohold. Mohou se

pouZit jako alternativni derivatizace k silylaci pfi pouziti v GC/MS. Podobné jako pfi silylaci

se snizi polarita derivatl a tim se zvysi jejich tékavost. Mezi acylace patfi napfiklad

acetylace a reakce s pentafluorobenzoylchloridem, mezi alkylace patfi methylace a reakce

s pentafluorobenzylbromidem®®. V snaze zajistit permanentni naboj mastnych alkohol(i po

derivatizaci se pouZzivaji ¢inidla s permanentnim kladnym ndbojem, jako je sal 2-fluor-N-

methylpyridinia, nebo betainaldehyd. V pfipadé 2-fluor-N-methylpyridinia odstoupi fluor a

na aromaticky kruh se navaze alkohol ptes kyslik. Pro dalsi priklady viz tab. 2.5.
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Tab. 2.5: Vybrané acylace a alkylace hydroxylové skupiny.

T . . M ]
. yp Derivatizace latkou Vzorec latky eto,da Cil Ref
derivatizace analyzy
F 0
F . .
Derivatizace
P fl I c ,
enta uorqbenzoy GC/CI-MS chlorovanych 82
chlorid . o
. . mastnych alkoholl
F
(0] . .
Derivatizace
ych alkohol(
Acvlace Anhydrid kyseliny HPLC/ESI- mastnych a onon 83
y ; o) a ethoxylat
2-sulfobenzoové / MS .
SR alkoholl a jejich
O// o analyza
O
Hledani dvojnych
Kyselina nikotinova X OH EI-MS vazeb a vétveni 106
| mastnych alkohold
=
N
Malé zvyseni
Diazomethan CH,N, GC/EI-MS molekulové 106
hmotnosti
CH, Alternativa
. . | Mozné k toxickému
Alkvl Trimethylsilyl HsC—Si vyuziti diazomethanu/ 8
ylace . h 3 A
diazomethan | \N2 v EI-MS*  metylace stericky
CHs v .
branénych skupin
®
2-fluor-N- \N X Soucasna detekce
g HPLC/ESI- , . 108
methylpyridinium | MS mastnych alkoholl
p-toluylsulfonat = a jejich ethoxylatl

*V ¢lanku nebyla provedena analyza pomoci MS, ale pomoci NMR. Produkty jsou ale identické jako pfi methylaci

diazomethanem, ktera se v MS vyuZiva.

Ostatni derivatizace mastnych alkoholl jsou zaloZzeny na specifické

reakci

hydroxylové skupiny. Pro rlizné ucely mohou byt derivatizovany napriklad pyridinem nebo

pyrrolidin-2-onem (tab. 2.6).
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Tab. 2.6: Ostatni derivatizace hydroxylové skupiny.

T o . . M ]
. yp Derivatizace latkou Vzorec latky eto,da Cil Ref
derivatizace analyzy
Identifikace
HPLC/ESI- , o
I\SI/S > mastnych alkoholu 109
"N v tkdni stitné Zlazy
Pyridin | Identifikace
Ostatni G

mastnych alkohollla ¢

- MALDI
derlvatlza.ce cholesterolu
—OH skupiny v lidskych vlasech
(0]
N Hledan .
Pyrrolidin-2-on EI-MS edani dvvc>Jnyc!1 106
NH vazeb a vétveni

U nenasycenych mastnych alkoholli je mozné derivatizovat jejich ndsobné vazby
(tab. 2.7). JelikoZ jsou tyto derivatizace univerzalni pro vSechny nenasycené slouceniny,
budou tady uvedeny priklady pouzivanych derivatizaci v hmotnostni spektrometrii pro
podobné slouéeniny (zejména mastné kyseliny a dlouhé uhlovodiky). Prvni skupinou reakci
je oxidace dvojnych vazeb. Jde napriklad o epoxidaci a ozonolyzu, pficemz je Ize uplatnit
pouze u sloucenin s jednou dvojnou vazbou®. Druhou skupinu reakci tvofi adice reakéniho
Cinidla na dvojnou vazbu. Jednim z ¢inidel je dimethyldisulfid, ktery se mizZe pouzit i na
analyzu latek se dvéma dvojnymi vazbami, kde podle jejich vzddlenosti od sebe vzniknou

110

bud thiomethylové skupiny, nebo cyklické adukty s jednim atomem siry v kruhu™. Pro

hledani konjugovanych vazeb je vhodny 4-methyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion, ktery s nimi

vytvari diels-alderove aduktym.
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Tab. 2.7: Derivatizace nenasycenych mastnych alkoholl v misté dvojné vazby.

.Typ Derivatizace latkou Vzorec latky Meto’da Cil Ref
derivatizace analyzy
(0] O\OH
m-chloér
perbenzoovd EI-MS Lokalizace
kyselina dvojnych vazeb 106
nenasycenych latek
“ s jednou dvojnou
Ozon O3 EI-MS vazbou
Reakce na
dvojné vazbé Lokalizace
. N HaC s GC/EI- dvojnych vazeb 110
Dimethyldisulfid g \CH3 MS oolynenasycenych
alkoholt
4-methyl-12,4- o l Ge/p.  Geometrieapozce
triazolin-3,5-dion \v\ /V/O MS kon!ugovanych
S dvojnych vazeb

2.5.2.2.2. Analyza vétvenych mastnych alkoholt

Mastné alkoholy Ize podle jejich vétveni rozdélit plynovou chromatografiil. Samotna

spektra alkoholli vSak neposkytuji informace o poloze vétveni, proto se pro tento musi

derivatizovat. Pro hledani vétveni ze spekter elektronové ionizace existuje nékolik

derivatiza¢nich procedur popsanych vyse (reakce s kyselinou nikotinovou a pyrrolidin-2-

onem). Vétveni se projevi zeslabenim signalu v misté vétveni.

Pro analyzu derivat( mastnych alkoholl mékkymi ioniza¢nimi technikami je vhodné,
aby méla derivatizaéni skupina snadno nabijitelny, pfipadné permanentné nabity atom.

Bylo popsano nékolik derivatizacnich postupl mastnych alkoholli pro mékké ionizaéni

techniky (viz vyse), avSak zadna z nich nebyla prozkoumana na detekci vétveni v fetézcich

alkohold.
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3. Cil prace

Cilem prace je prozkoumat moznosti derivatizace mastnych alifatickych alkoholt
s vyuZitim zndmych i nové navrZenych postupl a reakci. Vzniklé derivaty budou testovany
s ohledem na moZnost jejich detekce pomoci mékkych ioniza¢nich technik hmotnostni
spektrometrie. Soucasné se bude testovat mozZnost vyuzit fragmentacni spektra derivatu
pro uréovani poloh methylového vétveni v fetézcich alifatickych alkohold.
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. Pouzité chemikalie

2-Fluor-N-methylpyridinium-p-toluensulfonat (2-FMPS), >90%, (Sigma-Aldrich,
Svycarsko)

4-Jodpyridin, 97%, (Sigma-Aldrich, Cina)

8-Methylnonan-1-ol, Sigma-Aldrich (Cistota a zem¢ ptivodu neuvedena)

Aceton, >99,8% (Sigma-Aldrich, UK)

Acetonitril, 99,9% (Fluka, Némecko)

Acetylchlorid, >99,0% (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Arachidylarachidat, (Sigma-Aldrich, Némecko, Cistota neuvedena) roztok 4 mg/ml,
2:1 (v/v, aceton:chloroform) pfipraven v laboratofii Skolitele

Beta-citronelol, 95% (Sigma-Aldrich, Némecko), vzorec uveden na obr. 4.1
Betainaldehyd chlorid, >99%, (Sigma-Aldrich, USA)

Dekan-1-ol, 99% (Sigma-Aldrich, Némecko), vzorec uveden na obr. 4.1
Dicyklohexylkarbodiimid (DCC), 99% (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Diethylether, 99,98%, (Lach-ner, Ceska republika, destilovany v laboratofi skolitele)
Dichlormethan — 99,8% (Lach-Ner, Ceska republika, destilovany v laboratofi
Skolitele)

Dimetylaminopyridin (DMAP), 98% (Fluka, Cina)

Eikosan-1-ol, 98%, (Sigma-Aldrich, India), vzorec uveden na obr. 4.1

Ethylacetat, >99.7% (Fluka, Némecko)

Fytol, 97% sm¢s isomert (Sigma-Aldrich, Némecko), vzorec uveden na obr. 4.1
Hexan, 97% (Fluka, Némecko)

Chloroform, p.a., stabilizovany 1% ethanolem (Penta, Ceska republika, destilovany
Vv laboratofi skolitele)

Isochinolin, 97%, (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB), 98% (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyseina 5-nitro-2-hydroxybenzoova (NHB), 99%, (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina fosfomolybdenovd (PMA) — ¢inidlo piipraveno v laboratoii $kolitele:
k 900 ml destilované vody se pfidalo 60 ml 96% kyseliny sirové, 25 g hydréatu
kyseliny fosfomolybdenové a 10 g siranu ceri¢itého. Smés byla zahfivana na 70 °C
po dobu 2 hodin

Kyselina nikotinova, >98% (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Kyselina sirova, 96% p.a. (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Mesylchlorid, >99,7% (Sigma-Aldrich, Cina)

Methanol, >99,9% (Fluka, Némecko)

Methyljodid, 99%, stabilizovany (Acros Organics, UK)

Pentadekan-1-ol, 99% (Sigma-Aldrich, USA)

Pyridin, 99,8%, bezvody, (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pyrrolidin-2-on, >99%, (Sigma-Aldrich, USA)
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Rhodamin 6G, 95%, (Sigma-Aldrich, UK) ethanolovy roztok (0,05%) pfipraven
Vv laboratofi skolitele

Thionylchlorid, >99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko)

Triethylamin (TEA), 99%, (Merck, Némecko)

Trifenylfosfin, (Lachema, Ceska Republika, &istota neuvedena)

Toluen, 99% p.a. (Penta, Ceska republika)

Uhli¢itan stiibrny, (Lachema, Ceska republika, ¢istota neuvedena)

Obr. 4.1: Vzorce modelovych mastnych alkohold: citronelol (A), dekan-1-ol (B), fytol (C) a eikosan-1-ol (D).

4.2, Pouzité materialy

Silikagel pro TLC (60G, Merck, Némecko)
Silikagel pro filtraci (velikost ¢astic: 60-120 pm, Merck, Némecko)

Vata piecisténa Soxhletovou extrakci ve smési chloroform:methanol (1:1, v/v) po
dobu 10 hodin

4.3. Pfirodni materialy

Panensky vceli vosk, sbér: 2007, lokalita: CR

4.4. Pristroje a zafizeni

Hmotnostni spektrometr LCQ Fleet (Thermo Fischer Scientific, USA)
Hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap XL (Thermo Fischer Scientific, USA)
Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent 5975B MSD (Agilent,
USA)

Hmotnostni spektrometr SYNAPT G2 (Waters, USA)

Analytické vahy Mettler AE 240

Termomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

Elektricka ploténka (ETA, Ceska republika)

UV lampa Camag (Maneko, Ceska republika)
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4.5, Pracovni postupy syntéz derivattii mastnych alkoholt
4.5.1. Pfiprava derivatd, ve kterych je mastny alkohol vazany pres kyslik

4.5.1.1. Derivatizace 2-fluor-N-methylpyridinium-p-toluensulfonatem

K 5,5 ml acetonitrilu bylo pfidano 30 ul TEA, 60 ul alkoholu (dekanolu nebo
citronelolu) a 50 mg 2-FMPS. Reakéni smés byla michana pfi rychlosti 100 otacek za
minutu a laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Poté byl objem smési snizen piiblizné na 0,3
ml odpaiovanim pod dusikem. V piipadé dekanolu byla ziskana syté zluta viskdzni kapalina,
Vv ptipad¢ citronelolu zlutohnéda viskézni kapalina. K obéma kapalinam bylo pfidano 1,5 ml
destilované vody.

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

CHj CHs

+

F ’L+ o N
+ ‘ I ‘ X+ mF (D)
R—OH
F =

Rovnice ¢. 1: Reakce alifatického alkoholu s 2-FMPS.
4.5.1.2. Derivatizace kyselinou nikotinovou a methyljodidem

K 0,3 mg kyseliny nikotinové bylo pfidano 20 pl thionylchloridu a vznikla smés byla
zahtata v olejové lazni v sklenéné vialce se zGzenym dnem (screw neck micro vial) na
100 °C po dobu 10 minut. Ptebytek thionylchloridu byl odpafen proudem dusiku a na
sténach se vytvortil bily prasek chloridu kyseliny nikotinové. Chlorid kyseliny byl rozpustén
v 30 pl 20% roztoku citronelolu (resp. dekanolu) v acetonitrilu. Roztok byl zahtat na 100 °C
po dobu 1,5 minuty. Byl ziskan ester kyseliny nikotinové ve form¢ prihledné kapaliny.

K 5,0 pl alikvotu odebraného z pfipraveného roztoku esteru bylo pfidano 5,0 pl
methyljodidu. Vysledny roztok byl mirn& zahfivan horkovzdu$nou pistoli po dobu jedné
minuty pro urychleni reakce. Prihledny roztok se zabarvil siln¢ zluté az Cervené v piipadé
citronelyl esteru a slabé zelené v ptipad¢ decylesteru.
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Reakce probihaly dle nasledujicich rovnic:

i > R I
N oH + N o )
2
2 | / C|/S\C| | / HO/S\OH
[¢]
(o)
N| h g Rl | ——— NN e +  HCl 3)
Z -
Q o)
R -
N| o o + chy e \+N| x e @
7 7

Rovnice ¢. 2 a 3: Esterifikace kyseliny nikotinové za ptitomnosti thionylchloridu.
Rovnice ¢. 4: Methylace estert kyseliny nikotinové.

4.5.1.3. Derivatizace betainaldehydem

Zrnko betainaldehydu o hmotnosti piiblizné¢ 300 pg bylo ponoieno do 4 pl fytolu a
byla provedena ultrazvukova sonikace po dobu jedné hodiny. Poté bylo k smési pfidano 5 pl
acetonitrilu, ale betainaldehyd se uplné nerozpustil. Smés byla postupné zahiivana z 40 °C
na 120 °C po dobu 12 minut a poté byla zahiivana na 120 °C po dobu dalSich 13 minut.
Zrnko betainaldehydu z€ervenalo, coz signalizovalo prob&hnuti reakce, tj. vzniku
hemiacetalu.

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

. (@) \+ O\
>N/\/ +  HO—R —— /N/ﬁ/ R+ HO (5

cl

OH

Rovnice ¢. 5: Syntéza hemiacetalu z betainaldehydu a alifatického mastného alkoholu.

4.5.1.4. Derivatizace kyselinou 2,5-dihydroxybenzoovou a kyselinou 5-nitro-
2-hydroxybenzoovou

Byly ptipraveny ¢tyfi vzorky o slozeni shrnutém v tab. 4.1.

Tab. 4.1: Slozeni vzorkd pti derivatizaci kyselinami DHB a NHB.

Vz.¢. hmotnost kyseliny (mg)  objem alkoholu (ul)

1 46,2 (DHB) 4,6 (citronelol)
2 46,2 (DHB) 4,8 (dekanol)
3 54,9 (NHB) 4,6 (citronelol)
4 54,9 (NHB) 4,8 (dekanol)

Do vSech vzorkli bylo pfidano 300 pl dichlormethanu, pficemz se nikdy zcela
nerozpustila ani jedna kyselina. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 3,2 mg DCC v 100 ul
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dichlormethanu slouziciho jako aktivator kyseliny a 2 mg DMAP slouziciho jako katalyzator.
Smés se nechala michat pti laboratorni teploté po dobu 3,5 hodin a rychlosti 300 otacek za
minutu. Po skonéeni reakce byla provedena analyticka TLC na komerénim silikagelu a
s mobilni fazi hexan:etylacetat (v/v, 83:17). Latky byly vizualizovany pomoci PMA. Poté
byla provedena preparativni TLC se stejnou mobilni a stacionarni fazi, pasy produkt byly
vizualizovany pod UV lampou (A = 254 nm), oznaleny tuzkou a seSkrabany do 6 ml
acetonitrilu. Nasledn¢ byla provedena extrakce ultrazvukovou sonikaci po dobu 45 minut pfi
laboratorni teploté. Nakonec se vzniklé roztoky prefiltrovaly, aby byly zbaveny pevnych
casti. Byly ziskany estery kyselin DHB a NHB s citronelolem a dekanolem.

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

O, OH (0) (o}

oH DCC, DMAP o
+ HO——R ’ﬁ + HZO (6)

Ry R
Rovnice €. 6: Schéma esterifikace vybranych karboxylovych kyselin a alkohold. R; = -OH, -NO,

4.5.2. Priprava derivatQ, ve kterych je mastny alkohol vdzany pres dusik

4.5.2.1. Derivatizace pyridinem

K400 ul acetonitrilu bylo pfidano 5ul alkoholu (dekanolu, citronelolu,
8-methylnonanolu, nebo fytolu). Pro 4,5 mg eikosanolu bylo jako rozpoustédlo pouzito 500
pl smési acetonitril:hexan v poméru 9:1. Ke vSem zminénym roztokiim bylo nasledné
ptfidano 5 pl pyridinu a 5 pl mesylchloridu. VSechny roztoky byly zahfivany na 50 °C po
dobu dvou hodin.

Reakce probihala dle nasledujici souhrnné rovnice:

X ﬁ P
‘ N *  Ho—r + Cl——S——CH; o |
= |O| N

N
Cl

+ Ho—s—-cH; (7)

+

R

Rovnice ¢. 7: Obecna stechiometricka rovnice reakce pyridinu a alifatickych mastnych alkohold.
4.5.2.2. Derivatizace 4-jodpyridinem

K1 ml acetonitrilu bylo pfidano 10 mg 4-jodpyridinu, ¢im se vytvofil piesyceny
roztok. Nasledn¢ bylo k pfesycenému roztoku piiddno Sul fytolu a5 pl mesylchloridu.
Vysledny roztok byl zahtivan 2 hodiny pti 50 °C.
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Reakce probihala dle nasledujici souhrnné rovnice:

I
X i !
=
‘ P + Ho—R + CI—%—CH3 e | + HO—!—CH3 8)
I N 21*_\R ”

Rovnice ¢. 8: Stechiometricka rovnice reakce 4-jodpyridinu, alifatického alkoholu a mesylchloridu.
4.5.2.3. Derivatizace isochinolinem

K 1 ml acetonitrilu bylo pfidano 5 pl isochinolinu, 5 pl fytolu a 5 pl mesylchloridu.
Vysledny roztok mél rizovou barvu. Nasledné byl zahtat na 2 hodiny pii teploté 50 °C.

Reakce probihala dle nésledujici souhrnné reakce:

X Q = 0
+ HO—R + ” ”

P CI—ﬁ—CH3 o o N+\ + HO—ﬁ—CH3 9)
o a ¥ 0o

Rovnice ¢. 9: Stechiometricka rovnice reakce isochinolinu, fytolu a mesylchloridu.

4.5.2.4. Derivatizace triethylaminem

K 10 pl fytolu bylo ptidano 10 ul mesylchloridu a poté 10 pul TEA. Bylo pozorovano
vyvijeni bilé pary v dusledku prudkého zahiati smési. Nasledné bylo k smési ptidano 400 pl
acetonitrilu a vysledny roztok se nechal zahfivat jednu hodinu pii 40 °C. Pfi zahtivani roztok
slabé zezloutnul.

Reakce probihala dle nésledujici souhrnné rovnice:

B

Q
~_" * Ho—r F c|—ﬂ—cH3 — LNJ + HO—!—CHg (10)
b L' R |
C

0]

Rovnice ¢. 10: Stechiometrické rovnice reakce TEA, alifatického alkoholu a mesylchloridu.

4.5.2.5. Derivatizace pyrrolidin-2-onem

Alkohol o objemu 5 pl (citronelol, fytol, nebo dekanol) byl vzdy rozpustén v 100 pl
acetonitrilu a nasledn¢ bylo k roztokiim ptidano 5 pl mesylchloridu a 5 ul pyrrolidin-2-onu.
Roztoky byly dal zahtivany 3 hodiny pfi teploté 60 °C.
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Bylo navazeno 1,0 mg eikosan-1-olu, ktery byl nasledné rozpustén v 50 pl hexanu
a dal bylo ptidano 200 pl acetonitrilu. Poté bylo k roztoku pfidano 5 pl mesylchloridu a 5 pl
pyrrolidin-2-onu. Roztok byl zahfivan 3 hodiny pfi teploté 60 °C.

Reakce probihala dle nasledujici souhrnné rovnice:

0
o) o)

Ny T OHO—R  + Cl—:s%—CHg —> N—R T HO—%—CH3 + Ha (11)
o] o]

Rovnice ¢. 11: Stechiometricka rovnice reakce pyrrolidin-2-onu, alkoholu a mesylchloridu.

O

4.5.3. Priprava derivatQ, ve kterych je mastny alkohol vdzany pres fosfor

4.5.3.1. Derivatizace trifenylfosfinem

Bylo navazeno 0,8 mg trifenylfosfinu a nasledné rozpusténo v 200 pl acetonitrilu.
Dal bylo k roztoku pfidano 2,5 pl fytolu a 2,0 pl mesylchloridu. Roztok byl poté zahiivan
3 hodiny pfi teploté 60 °C.

Reakce probihala dle nésledujici souhrnné rovnice:

e}

i O\
P * Ho—r t u—%—cm e P\R + HO—%_CHs (12)
[ j/ cr
o ¢}

Rovnice ¢. 12: Stechiometricka rovnice reakce trifenylfosfinu, fytolu a mesylchloridu.

4.6. Pracovni postupy pfi isolaci mastnych alkoholtli z voskovych
esterl z v€eliho vosku a jejich nasledné derivatisace

4.6.1. Isolace voskovych esterll z v€eliho vosku tenkovrstevnou

chromatografii
4.6.1.1. Analyticka tenkovrstva chromatografie

Veeli vosk (100 mg) byl zcela rozpustén v 5 ml chloroformu. Roztok byl nasledné
analyzovan pomoci TLC pro zjisténi retarda¢niho faktoru voskovych estert. Jako standard
pro voskové estery byl pouzit roztok arachidylarachidatu. Pro analytickou TLC byla pouzita
sklenéna desticka (25x75mm) se silikagelem (silikagel 60G, Merck), na kterou byly vzorky
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naneseny sklenénou kapilarou. Jako mobilni faze se pouzila smés diethylether:hexan (7:93
v/v). Po skonceni vyvijeni byla provedena vizualizace sprejovanim 10% roztokem kyseliny
sirové ve vodé (v/v) a ndslednym zahtatim desky horkovzdusnou pistoli.

4.6.1.2. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Pro isolaci voskovych estert byla provedena preparativni TLC. Pro preparativni TLC
bylo pouzito 12 sklenénych desticek (60x75mm) se silikagelem (silikagel 60G, Merck), na
které byl nanasen roztok vceliho vosku sklenénou kapildrou vzdy tfikrat na startovni linii.
Poté byla jako mobilni faze pouzita smés diethylether:hexan (7:93 v/v). Po vyvinuti a
vyschnuti byly desky postiikany ethanolovym roztokem rhodaminu 6G (0,05%). Po
odpaieni ethanolu byly pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm vizualizovany a oznaéeny
pasy voskovych estert. Identifikace byla provedena na zakladé porovnani pozic skvrn
Z analytické TLC a past z preparativni TLC. Nasledné byly pasy voskovych esterti z
preparativnich desek seskrabany do kolonky na vrstvu vaty, ktera byla ptekryta praskovym
silikagelem o velikosti zrn 60-120 um. VVoskové estery byly pak extrahovany 8 ml éteru,
ktery byl nasledné ¢asteéné odpafen proudem plynného dusiku a pii objemu piiblizné 2 ml
byl pfesunut do pfedem zvazené sklenéné vialky. Obsah vialky byl odpafen do sucha a
vialka byla vazena do chvile, kdy uz si udrzovala konstantni hmotnost. Celkem bylo ziskano
7,4 mg voskovych esterti.

Pro analyzu plynovou chromatografii bylo 0,9 mg voskovych esterti rozpusténo v 0,9
ml chloroformu.

4.6.2. Transesterifikace voskovych estert na mastné alkoholy a
methylestery mastnych kyselin

Voskové estery o hmotnosti 3,0 mg isolované podle postupu uvedeném v kapitole
4.6.1. byly vampuli rozpustény v 250 ul smé&si methanolu a chloroformu (3:2 v:v). Pro
dosazeni rozpusténi byla smés zahtata na 55 °C. Nasledné bylo ke smési v ampuli pfidano
17 pl acetylchloridu a ampule byla ponofena na 3 minuty do suchého ledu. Po zchlazeni
obsahu ampule byla zatavena nad plynovym hordkem a vloZena do vodni 1azné na jednu
hodinu pfi teplot¢ 70 °C. Po ukonceni transesterifikacni reakce byla ampule oteviena a
reakéni smés zneutralizovana uhli¢itanem stiibrnym. Kapalina nad pevnou fazi byla
ptrevedena do vialky s insertem.

4.6.3. Isolace mastnych alkoholl ze smési po transesterifikaci
tenkovrstvou chromatografii

4.6.3.1. Analyticka tenkovrstva chromatografie

Byla provedena analytickd TLC smési mastnych alkohold a methylesterti mastnych
kyselin. Jako standard byl pouzit roztok arachidylarachidatu ke zjisténi piitomnosti
nezreagovanych voskovych esteri a roztok eikosanolu K zjisténi retarda¢niho faktoru
mastnych alkoholi. Jako stacionarni faze byl pouzity silikagel (silikagel 60G, Merck) na
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sklenéném sklicku (25x75mm), na ktery byly vzorky aplikovany sklenénou kapilarou. Jako
mobilni faze byla pouzita smés diethylether:hexan (7:93, v/v) a pii druhé optimalizaci smés
téchto rozpoustédel v jiném poméru (17:83, v/v). Po ukonceni vyvijeni a usuSeni desek byla
provedena vizualizace 10% vodnim roztokem kyseliny sirové (v/v) a zahfatim
horkovzdusnou pistoli. Pro nasledujici preparativni TLC byla vybrana mobilni faze
diethylether:hexan (17:83, v/v).

4.6.3.2. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Po identifikaci mastnych alkoholu a ptizpiisobeni mobilni faze k TLC analyze byla
provedena preparativni TLC. Byla pouzita sklenéna deska (60x75 mm), na niz byla
stacionarni faze silikagel (silikagel 60G, Merck). Na desku byla nanesena smés mastnych
alkoholli a methylesterd mastnych kyselin sklenénou kapilarou. Jako mobilni faze byla
pouzita smés diethylether:hexan v pomé&ru 1:5. Po ukonceni vyvijeni a vysuseni desky byla
deska postiikana alkoholickym roztokem rhodaminu 6G. Po odpafeni ethanolu byl pruh
mastnych alkoholii vizualizovan pod UV lampou UV zafenim o vlnové délce 254 nm.
Nasledné byl seskraban do sklenéné kolonky na vrstvu vaty, ktera byla ¢astecné piekryta
vrstvou praskového silikagelu o velikosti zrn 60-120 um. Seskrabany silikagel byl
extrahovan 8 ml diethyletheru. Diethylether byl odpatfen do objemu pfiblizné 2 ml a vzorek
byl pfeveden do piedem zvazené sklenéné vialky. Odpafovani diethyletheru pokracovalo dal
ve vialce az do konstantni hmotnosti vialky. Bylo isolovano 1,3 mg smési mastnych
alkoholi, které¢ byly rozpustény v 900 ul chloroformu a analyzovany na GC/MS. Po
opctovném odpaieni zbylo opét 1,3 mg smési mastnych alkoholt, které byly az do doby
derivatisace uchovavany pod hexanem (ve kterém se nerozpustily) pti teploté 4 °C.

4.6.4. Derivatizace mastnych alkoholl z voskovych esterd véeliho vosku
pyrrolidin-2-onem

Hexan, kterym byly pfevrstveny mastné alkoholy byl odpatfen az do konstantni
hmotnosti vialky. Alkoholy byly rozpustény v 50 pl toluenu a nasledné bylo k roztoku
pridano 150 pl acetonitrilu, 1 pl pyrrolidin-2-onu a 1 pl mesylchloridu. Roztok byl zahtivan
3 hodiny pfi teploté 60 °C (pro reakéni schéma viz rovnice ¢ 11).

4.7. Méreni derivatl alkoholii na hmotnostnich spektrometrech

4.7.1. Méreni spekter na spektrometru LCQ Fleet

Derivaty alkoholti byly studovany na hmotnostnim spektrometru LCQ Fleet se
sférickou iontovou pasti. Analyza byla provadéna pfimym nastfikem do iontového zdroje
pro ESI, nebo APCI. Parametry jsou uvedeny v tab. 4.2. Kolizni energie byly vzdy
nastavovany individualng, v rozsahu 20,0 — 31,5%. Nastavovani $ifky isola¢niho okna bylo
také nastavovano manualng, v rozmezi 1,0 — 1,5 Da. Casovy zaznam byl pofizovan po dobu
1 az 2 minut. K vyhodnocovani dat byl pouzity program Xcalibur, verze 3.0.63 (Thermo
Fischer Scientific, USA).
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Tab. 4.2: Nastaveni iontového zdroje pti méfeni na LCQ Fleet.

Parametr Hodnota

ESI+ ESI- APCIl+
Teplota zmlZovace (°C) / / 375
Teplota kapilary (°C) 275 275 275
Napéti na tubusové cocce (V) 75,0 -125,0 105,0
Napéti na kapilare (V) 10,0 -45,0 21,2
Pratok dusiku (steath gas) (a.u.) 8,00 8,00 60,00
Pratok dusiku (auxilliary gas) (a.u.) 0,00 0,00 10,00

4.7.2. Méreni spekter na spektrometru LTQ Orbitrap XL

Derivaty alkoholt byly také studovany na hmotnostnim spektrometru LTQ Orbitrap
XL s linearni i orbitralni pasti. Analyza byla provadéna ptfimym nastiikem do iontového
zdroje pro ESI nebo APCI. K analyze byla pouzita metoda s parametry uvedenymi v tab. 4.3.
Kolizni energie byly vzdy nastavovany individualné, v rozsahu 20,0 — 30,0% (pro linearni
iontovou past) a 18,0 — 53,0% (pro orbitralni past). Sitka isolaéniho okna byla vzdy 1,0 Da
(pro linearni iontovou past i orbitralni past). Casovy zaznam byl pofizovan po dobu 1 az 2
minut. K vyhodnocovani dat byl pouzity program Xcalibur, verze 3.0.63 (Thermo Fischer
Scientific, USA).

Tab. 4.3: Nastaveni iontového zdroje pti méieni na LTQ Orbitrap XL.

Parametr Hodnota

ESI+ ESI- APCl+
Teplota zmlZovace (°C) / / 350
Teplota kapilary (°C) 275 275 200
Napéti na tubusové cocce (V) 150,0 -120,0 100,0
Napéti na kapilare (V) 9,0 -16,0 30,0
Pratok dusiku (steath gas) (a.u.) 35,00 50,00 55,00
Pratok dusiku (auxilliary gas) (a.u.) 5,00 10,00 5,00

4.7.3. Méreni spekter na spektrometru Synapt G2

Derivat fytolu a betainaldehydu byl studovan na hmotnostnim spektrometru Synapt
G2 s TOF analyzatorem. Analyza byla provadéna pfimym néstfikem do ESI zdroje. Napéti
na sprejovaci kapilate bylo nastaveno na 3,00 kV, napéti na vzorkovaci konické elektrodé
bylo 15,00 V a napéti na extrakénim koénusu bylo 4,00 V. Teplota ve zdroji byla 120 °C,
desolvatacni teplota byla 220°C. Prutok desolvata¢niho plynu byl 600 a.u. Kolizni energie
byla nastavena individualné na hodnotu 35%. Siika isolaéniho okna byla vzdy 1,0 Da.
Casovy zaznam byl pofizovan po dobu 1 minuty. K vyhodnocovani dat byl pouzity program
MassLynx, verze 4.1 (Waters).

36



4.7.4. Analyzy vzork(i pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci

Derivaty pyrrolidin-2-onu byly analyzovany na GC/MS Agilent se zdrojem pro
elektronovou ionizaci a kvadrupdlovym analyzatorem. Piistroj byl vybaven kapilarni
kolonou Restek 13423 (30,0 m x 250,00 pm, tloustka filmu 0,25 um). Vzorek byl davkovam
pomoci automatického davkovace Agilent (injektor série 7683B). Pro sbér a vyhodnoceni
dat byl pouzit program Data analysis software - enhanced mode (Agilent Technologies).

Pti GC/MS analyzach derivati pyrrolidin-2-onu bylo vyuzito davkovani s déliCem
toku a délici pomér byl 10:1 s davkovanym objemem vzorku 1 pl a teplotou injektoru
200 °C. Nosnym plynem bylo hélium. Teplotni program byl nastaven tak, Ze pocate¢ni
teplota kolony 40 °C byla udrzovéana 2 minuty, nasledng byla zvySovana rychlosti 8 °C.min™
do teploty 200 °C, déle se rychlost zvysila na 2°C.min™ a7 do koneéné teploty 320 °C, ktera
byla udrzovana dalSich 10 minut. Vyhi#ivané rozhrani bylo topeno na 280 °C, kvadrup6lovy
hmotnostni analyzator na 150 °C (max. 200 °C) a teplota zdroje ¢inila 230 °C (max. 250 °C).
Pouzita ioniza¢ni energie byla 70 eV a spektra byla snimana v rozsahu m/z 25-600.

Pti GC/MS analyzach voskovych esteri vceliho vosku bylo vyuzito davkovani
s délicem toku a délici pomér byl 5:1 s davkovanym objemem vzorku 2 ul a teplotou
injektoru 230 °C. Nosnym plynem bylo hélium. Teplotni program byl nastaven tak, ze
pocatecni teplota kolony 60 °C byla udrZzovana 2 minty, nasledné byla zvySovana rychlosti
10 °C.min™ do koneéné teploty 330 °C, ktera byla udrzovéna dalsich 30 minut. Vyhtivané
rozhrani bylo topeno na 300 °C, kvadrupo6lovy hmotnostni analyzator na 150 °C (max.
200 °C) a teplota zdroje Cinila 230 °C (max. 250 °C). Pouzita ioniza¢ni energie byla 70 eV a
spektra byla snimana v rozsahu m/z 25-800.

Pii GC/MS analyzach mastnych alkoholti z voskovych estert véeliho vosku bylo
vyuzito davkovani s délicem toku a délici pomér byl 5:1 s davkovanym objemem vzorku 2
ul a teplotou injektoru 230 °C. Nosnym plynem bylo hélium. Teplotni program byl nastaven
tak, ze pocatecni teplota kolony 60 °C byla udrZzovdna 2 minty, nasledné¢ byla zvySovana
rychlosti 10 °C.min™ do kone&né teploty 320 °C, ktera byla udrzovana dal$ich 10 minut.
Vyhiivané rozhrani bylo topeno na 280 °C, kvadrupdlovy hmotnostni analyzator na 150 °C
(max. 200 °C) a teplota zdroje €inila 230 °C (max. 250 °C). Pouzita ioniza¢ni energie byla
70 eV a spektra byla snimana v rozsahu m/z 25-800.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Hmotnostni spektra derivatt alkoholli spojenych
s derivatizacnim cinidlem pres kyslik
5.1.1. Spektra derivat( alkohol( po reakci s 2-fluor-N-methylpyridinium-
p-toluensulfonatem

Derivaty 2-FMPS byly analyzovany na linedrni iontové pasti a orbitralni pasti. Jako
iontovy zdroj byl pouzity ESI a pozitivni mod detekce, jelikoz mély slou¢eniny permanentni
kladny naboj.

Provedeni reakce bylo velmi jednoduché. Analyzou hmotnostni spektrometrii byly
detegovany oba produkty s velmi dobrou intenzitou signélu. Potvrdilo se tedy uspokojivé
zvySeni detekéniho limitu mastnych alkoholl touto metodou.

Pii MS/MS se derivaty alkoholu (citronelolu a dekanolu) a 2-FMPS rozpadaly na
2-hydroxy-1-methylpyridiniovy ion (m/z 110) a neutralni alken (v pfipadé¢ citronelolu na
neutralni alkadien). Pro lokalizaci vétveni je tato derivatizace nevhodna. (obr. 5.1 a 5.2).

Strmen, vz1frgCID #11-30 RT: 0.10-037 AV: 29 NL: 112E4
T: TMS + p ESI Full ms2 250.20@cid24.00 [65.00-275.00]
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Obr. 5.1: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu 2-FMPS a dekanolu na linearni iontové pasti. Analyza prob&hla pfimym
nastiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 24,0%.

38



Strmen, vz2cidfr248
T FTMS +

100 5

RT:

cidi2as 124 306350 AV
P ESI Full ms2 248.20@cid20.00 [65.00-275.00]

4 NL: 105E6

1101

i CH
95 | 3
] +
©] HO N
85 A
aoé |
70%
esé
eoé
55%
50 (‘3H3
45 3 +
El H,C (o] N
40 4 3 = ‘ N
35 3 +
El CHj3 CHj =
30 3 M
E| 248.2
25 3
20%
15 7
10 ] -
: C,H,,, 138 Da
57
o - e
70 30 0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 19 200 210 220 230 240 250 = 260 270

m/z

Obr. 5.2: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu 2-FMPS a citronelolu na orbitralni pasti. Analyza probéhla pfimym
nastiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 18,0%.

5.1.2. Spektra derivat alkoholl po reakci s kyselinou nikotinovou a
methyljodidem

Ester kyseliny N-methylnikotinoveé a citronelolu byl analyzovan na orbitralni pasti.
Jako iontovy zdroj byl pouzity ESI a pozitivni mod detekce.

Esterifikace byla z hlediska provedeni naro¢néjsi, ale rychlejsi, nez predesla reakce
s 2-FMPS. Methylace methyljodidem byla jednoducha i rychla. Opét doslo k zvyseni
detek¢niho signalu alkoholu.

V MS/MS spektru byl pozorovan pouze jediny fragment o m/z 138, ktery odpovidal
kladné nabité kyseliné N-methylnikotinové. Pro hledani vétveni je tato metoda rovnéz
nevhodna (obr. 5.3).
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citmikotmetyl vz6 #31-33 RT:1.59-1.69 AV: 3 NL:3.31E6
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Obr. 5.3: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny N-methylnikotinové a citronelolu na ORBITRAP-u. Analyza
probéhla piimym nasttikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 25,0%.

5.1.3. Spektra derivatl alkoholl po reakci s betainaldehydem

Derivat betainaldehydu a fytolu byl fragmentovan ve sférické ionové pasti. Pro
srovnani fragmentaci byl vzorek také méfen na ptistroji Synapt G2. Jako iontovy zdroj byl
ve vSech piipadech pouzity ESI a pozitivni méd detekce.

Derivatizace betainaldehydem byla podobné naro¢na, jako esterifikace kyselinou
nikotinovou. Pfi této reakci musela byt dodrZena optimalni teplota a Cas reakce, aby nezacal
vznikat acetadl z hemiacetalu. Vznik hemiacetalu byl doprovazen zabarvenim vzorku
docCervena. Analyza hmotnostni spektrometrii prokazala pfitomnost Zadaného produktu ve
spektru, takze tato metoda je taky vhodna pro detekci primarnich mastnych alkohold.

Fragmentacni analyza na sférické iontové pasti nepotvrdila moznost vyuziti této
derivatizace pro lokalizaci vétveni, jelikoz z&dané fragmenty mezi m/z 120 a m/z 398 nebyly
Vtomto spektru pfitomny. Prekurzor se S$tépil hlavné na betain o m/z 118 a
2,2-dihydroxy-N,N,N-trimethylamoniovy kation o m/z 120 (obr. 5.4). MS/MS analyza na
Synapt G2 prokézala, ze majoritnim fragmentem je ion 0 m/z 102 (betainaldehyd), ktery
nebylo pfi predeslé fragmentaci mozné pozorovat v disledku cut-off iontové pasti. Ani tady
nebyly pozorovany vyznamné fragmenty mezi m/z 120 a m/z 398 (obr. 5.5).
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Obr. 5.4: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu betainaldehydu a fytolu na sférické iontové pasti. Analyza probéhla
ptimym néstiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 31,5%.
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Obr. 5.5: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu betainaldehydu a fytolu na Synapt-TOF-u. Analyza prob&hla pfimym
nastiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 35%.

5.1.4. Spektra derivatl po reakci s kyselinou 5-nitro-2-

hydroxybenzoovou; nebo 2,5-dihydroxybenzoovou
Estery kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové a citronelolu a dekanolu byly
analyzovany na sférické iontové pasti, estery kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové byly
analyzovany na orbitralni pasti. Ptfi vSech analyzach byl jako iontovy zdroj pouzity ESI a
méfeni byla provadéna v negativnim modu detekce.
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vV

oddélit estery od nezreagovanych vychozich latek pomoci TLC. I v tomhle ptipadé bylo
pozorovdno vyrazné zvySeni detekéniho limitu mastnych alkoholtt a jejich detekei
Vv negativnim modu.

Fragmentace obou esterdi NHB je obdobné jako v ptedeslych ptipadech, estery se
$tépi zpét na deprotonovanou kyselinu, piipadné se z benzenového jadra odstépuji funkéni
skupiny. Pik o m/z 182 odpovida 2-karboxy-4-nitrofenoldtovému aniontu, nebo 2-hydroxy-
5-nitrokarboxylatovému aniontu. Pik o m/z 138 odpovida 4-nitrofenolatovému aniontu,
pfipadné se naboj muze pifesmykovat na benzenové jadro. Ion 0 m/z 108 muze vznikat
ztratou formaldehydu z piku o m/z 138. V oblasti mezi m/z 182 a m/z 320, resp. m/z 322
nebyly nalezeny Zadné fragmenty, které by nebylo mozné zatadit do Sumu (obr. 5.6 a 5.7).
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Obr. 5.6: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové a citronelolu na sférické iontové pasti.
Analyza probéhla ptimym nastiikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 29,0%.
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Obr. 5.7: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové a dekanolu na sférické iontové pasti.
Analyza prob&hla ptimym nastiikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 29,0%.

Estery alkoholti a DHB se fragmentuji stejnym mechanismem jako estery alkoholu a
NHB. Pik o m/z 153 odpovida karboxyhydroxyfenolatovému aniontu, nebo
2,5-dihydroxykarboxylatovému aniontu. Pik o m/z 135 vzniké& dehydrataci piku o m/z 153,
pik 0 m/z 109 odpovida 4-hydroxyfenolatovému aniontu a pik o m/z 107 ma sumarni vzorec
CeH30, a vznika ztratou kyseliny mraven¢i z iontu o m/z 153. Pik 0 m/z 216 na obr. 5.9
nepatii do fragmentacniho spektra. Ve vysledku se ob¢ derivatizace ukazaly jako nevhodné
pii hledani vétveni mastnych alkoholt (obr. 5.8 a 5.9).
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Obr. 5.8: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové a citronelolu na ORBITRAP-u. Analyza
probéhla piimym nasttikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 22,0%.
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Obr. 5.9: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové a dekanolu na ORBITRAP-u. Analyza
probéhla piimym nastiikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 20,0%.
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5.1.5. Shrnuti k spektrim derivat( alkohol(l vazanych pres kyslik

VSechny analyzované derivaty vazané pies kyslik je mozné pouzit pro ESI detekci
mastnych alkohol. Vyznamné se ale fragmentovaly v misté napojeni uhlovodikového
fetézce mastného alkoholu na derivatizacni ¢inidlo pies kyslik. Lze predpokladat, ze se
obdobné budou chovat i dalsi derivaty spojené s derivatizaénim ¢inidlem ptes kyslik.

5.2. Hmotnostni spektra derivatt alkoholli obsahujicich dusik
5.2.1. Spektra derivat( alkoholl po reakci s pyridinem

Derivaty pyridinu s citronelolem, fytolem, eikosan-1-olem a dekanolem byly
analyzovany na sférické iontove pasti. VSechna méfeni byla provedena v pozitivnim maodu.

Analyza hmotnostni spektrometrii potvrdila pouzitelnost této derivatizace pti detekci
mastnych alkoholt. Reakce probéhla, i kdyZ byl do reak¢ni smési ptidan mesylchlorid a ne
trifluormethansulfonanhydrid, jako uvadi literatura®'%.

Pii fragmentaci derivatu pyridinu a fytolu se ve spektru objevily fragmenty vzdalené
od sebe vzdy o 14 da. Jednalo se o karbokationty s obecnym suméarnim vzorcem C,Hz,. Na
zaklad€ jejich intenzit vSak bohuZel nelze identifikovat Zadné vétveni v fetézci fytolu.
Pravdépodobné dochazelo Kk neutralni ztrat¢ molekuly se sumarnim vzorcem CgHisN a
nasledné fragmentaci iontu CygHs;" 0 m/z 223. Za tuto neutralni ztratu mize byt zodpovédné
vétveni u dvojné vazby. HCD spektrum derivatu pyridinu a fytolu prokazuje jeho primarni
rozpad na pyridiniovy kation o m/z 80 (obr. 5.10 a 5.11).
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Obr. 5.10: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyridinu a fytolu na sférické iontoveé pasti. Analyza prob&hla pfimym
nastikem. Sitka isola¢niho okna byla 1,5 Da a kolizni energie 25,2%.
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Obr. 5.11: ESI-MS/MS spektrum (HCD) derivatu pyridinu a fytolu na orbitralni pasti. Analyza prob&hla pfimym néasttikem.
Sitka isola¢niho okna byla 1,5 Da a kolizni energie 25,0%.

Eikosan-1-ol ma pii CID fragmentaci velmi chudé fragmentaéni spektrum, protoze se
derivat fragmentuje vyluéné na nabity pyridiniovy kation, ktery nelze vidét kvuli cut-off
vyplyvajiciho z principu iontové pasti. Zanedbatelny vyskyt piki muze byt zpusoben praveé
chybéjicim vétveni blizko pyridinového jadra (obr. 5.12).
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Obr. 5.12: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyridinu a eikosan-1-olu na kvadrupdlu. Analyza prob&hla pfimym
nastiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,5 Da a kolizni energie 34,0%.
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Fragmentac¢ni spektrum derivatu pyridinu a citronelolu demonstruje primarni rozpad
derivatu na protonovany pyridin (m/z 80) a neutralni uhlovodikovy fetézec. Pik 0 m/z 83
muze vznikat stejnym mechanizmem, jako pik 223 u derivatu fytolu (neutrdlni ztratou
CoHi3N). Vétveni fetézce se ani vtomto piipadé nedd ze spektra zjistit. Derivatizace
pyridinem se také ukézala jako nevhodna pro hledani vétveni (obr. 5.13).

Obr. 5.13: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyridinu a citronelolu na sférické iontové pasti. Analyza probéhla pfimym
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néstiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 26,0%.

5.2.2. Spektra derivatl alkoholl po reakci s 4-jodpyridinem

Derivat fytolu a 4-jodpyridinu byl analyzovan na sférické iontové pasti v pozitivnim
maodu detekce.

Zvyseni citlivosti detekce fytolu po derivatizaci 4-jodpyridinem bylo stejné G¢inné,
jako pii derivatizace pyridinem. Derivat 4-jodpyridinu a fytolu se vSak na rozdil od derivatt
pyridinu fragmentuje vyhradné zpatky na protonovany 4-jodpyridin. Pro lokalizaci vétveni
mastnych alkoholi je i tato metoda neucinna (obr. 5.14).
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4jodpyrfytol 484b_151007142132  #4-142 RT: 0.04-1.97 AV: 139 NL: 5.06E2
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Obr. 5.14: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu 4-jodpyridinu a fytolu na sférické iontové pasti. Analyza probé&hla p¥imym

nastiikem. Sitka isola¢niho okna byla 1,5 Da a kolizni energie 22,0%.

5.2.3. Spektra derivatl alkoholl po reakci s isochinolinem

Derivat fytolu a isochinolinu byl analyzovan na sférické iontové pasti v pozitivnim
mddu. Uginnost detekce i moznosti lokalizace vétveni byla stejna, jako u derivétu
4-jodpyridinu, jelikoz se fragmentuje zpatky na protonizovany isochinolin (m/z 130). Tato
derivatizace také neni vhodna k analyze vétveni na fetézcich mastnych alkoholu (obr. 5.15).
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Obr. 5.15: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu isochinolinu a fytolu na sférické iontové pasti. Analyza prob&hla pfimym

nasttikem. Sitka isola¢éniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 25,0%.
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5.2.4. Spektra derivat( alkoholl po reakci s triethylaminem

Derivat fytolu a TEA byl analyzovan na sférické iontové pasti v pozitivnim modu
detekce. Ucinnost pii zlepseni detekci hmotnostni spektrometrii byla stejné dobré, jako u
derivatizaci pyridinem. Fragmentace tohoto derivatu byla analogick& fragmentaci derivatu
fytolu a pyridinu (obr. 5.16). Ztoho lze piedpokladat obdobné chovani i pfi ostatnich
derivatech a fragmenta¢nich technikach, proto dalsi experimenty nebyly provadény.
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Obr. 5.16: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivatu TEA a fytolu na sférické iontové pasti. Analyza probéhla pi{imym
néstiikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,5 Da a kolizni energie 28,0%.

5.2.5. Spektra derivatl alkohol( po reakci s pyrrolidin-2-onem

5.2.5.1. Analyza zdrojem APCI
Derivaty pyrrolidin-2-onu s citronelolem, dekanolem a fytolem byly méfeny na
sférické iontové pasti v pozitivnim maodu.

Derivéat poskytoval v APCI dobrou intenzitu signalu, jako u piedeslych derivatizaci.
Byla vykonana podobnym postupem jako derivatizace ostatnimi derivatizaénimi Cinidly
obsahujicimi dusik, misto trifluormethansulfonanhydridu byl znovu pouzit mesylchlorid,
pfi¢emz reakce probéhla pouze v jednom kroku a bez nutnosti pouziti dal$ich ¢inidel, které
uvadi literatura (napiiklad terc-butoxid sodny a dimethylsulfoxid)'%.

Derivat pyrrolidin-2-onu a citronelolu se fragmentoval ptedevsim na pyrrolidinonovy
kation. Piky o m/z 69 a m/z 83 reprezentuji karbokationty z fetézce citronelolu (obr. 5.17).
Derivat pyrrolidin-2-onu a dekanolu neposkytnul kromé piku 0 m/z 86 zadné jiné vyznamné
fragmenty (obr. 5.18).
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Obr. 5.17: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyrrolidin-2-onu a citronelolu na sférické iontové pasti. Analyza
probéhla piimym nasttikem. Sitka isolaéniho okna byla 1,5 Da a kolizni energie 20,0%.
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Obr. 5.18: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivétu pyrrolidin-2-onu a dekanolu na sférické iontové pasti. Analyza probé&hla
ptimym nastiikem. Sika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 22,0%.

Fragmentac¢ni spektrum derivatu fytolu obsahuje mnohem vic fragmentdi, nez spektra
predeslych dvou derivati. Kvuli cut-off neni vidét pik 0 m/z 86, ktery by byl pravdépodobné
dominantni, jako v pfedeslych dvou piipadech. Naproti tomu je pozorovana fada pika
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vzdalenych od sebe vzdy o 14 Da, ktera odpovida St€épenim po methylenové jednotce.
Vyjimku tvofil pik 0 m/z 346, ktery vznikal dehydrataci prekurzoru, pik o m/z 322 vznikal
neutralni ztratou ethenonu a pik 0 m/z 308 vznikal neutrélni ztratou propenonu. Piky o
m/z 322 a m/z 308 se mohly dal fragmentovat a poskytnout fragmenty o stejné m/z, jako
vychozi derivat. Jednalo by se o posunuté série vici sérii vychoziho derivatu, coz by mohlo
byt diivodem vyskytu pikt, které by podle predpokladu mély byt vyrazné mén¢ intenzivni
(jedné se o piky m/z 196 a m/z 266). Jedin¢ piky 0 m/z 126 a m/z 336 jsou prokazatelné nizsi,
nez okolni piky a tim naznacuji pfitomnost vétveni. Jakou mirou piispivaji jednotlivé
fragmentaéni série K intenzité pikt, neni znamo.
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Obr. 5.19: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyrrolidin-2-onu a fytolu na sférické iontové pasti. Analyza probé&hla
pfimym nastiikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 27,0%.
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Derivaty pyrrolidin-2-onu s fytolem a eikosan-1-olem byly analyzovany na linearni
iontové pasti v pozitivnim mddu detekce.

Fragmentacni spektrum derivatu fytolu z linearni iontové pasti je obdobné, jako ze
sférické iontové pasti (obr. 5.20). Fragmenta¢ni spektrum derivatu eikosan-1-olu se vSak
vyrazn¢ 1isi od ptedeslych spekter vyskytem mélo intenzivnich pikd s lichou hodnotou m/z
(pocinaje pikem m/z 113). Divod této zmény povahy fragmentace neni znam. Pik o m/z 281
odpovida nabitému eikosanylovému fetézci, tj. neutrdlni ztraté pyrrolidin-2-onu. Zvysena
intenzita piku 0 m/z 325 ma neznamy puvod, pravdépodobn¢ se jedna o fragment isomerni
necistoty Se stejnou m/z jako prekurzor (obr. 5.21).
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Obr. 5.20: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyrrolidin-2-onu a fytolu na linedrni iontové pasti. Analyza prob&hla
primym nastiikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 20,0%.

Obr. 5.21: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivatu pyrrolidin-2-onu a eikosan-1-olu na linearni iontové pasti. Analyza

eikpyrolT 366 frg #2-525 RT: 0.00-1.51 AV: 524 NL: 4.25E3
T: ITMS + p APCl corona Full ms2 366.40@cid24.00 [100.00-400.00]
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probéhla piimym néstiikem. Siika isolaéniho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 24,0%.
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5.2.5.2. Analyza pomoci plynové chromatografie/hmotnostni spektrometrie

Derivatizace pyrrolidin-2-onem byla popséna pro EI-MS'®

pfi elektronové ionizaci, konkrétné pro derivat eikosanolu a fytolu.

, proto byla odzkousena i

El spektrum derivatu eikosan-1-olu obsahuje dominantné¢ zastoupenému iontu 0 m/z
86. Fragmenty s hmotou vétsi, nez m/z 112, jsou vyluéné sudé, jelikoz prekurzorovy ion je
lichy a dochazi ke ztratam radikali s lichou hodnotou m/z (obr. 5.22 a 5.23).
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Obr. 5.22: EI-MS spektrum derivatu pyrrolidin-2-onu a eikosanolu na kvadrup6lovém analyzatoru.
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Obr. 5.23: Detail spektra z obrazku 5.22.
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Fragmenta¢ni spektrum derivatu fytolu a pyrrolidin-2-onu obsahuje intenzivni
molekulovy ion 0 m/z 363,4 a fragmenta¢ni piky se sudou i lichou hodnotou m/z. Prvni
vétveni (pocitano od pyrrolidin-2-onu) se nachazi v m/z 125, které neni dobfe vidét. Druhé
vétveni je reprezentovano pikem 0 m/z 195, ktery je mélo intenzivni. Podobné je to i s piky
0 m/z 265 a m/z 335. Za povsimnuti stoji seskupeni pikta m/z 152, m/z 167 a m/z 180, ktera je
svymi intenzitami podobna seskupeni pikd m/z 222, m/z 237 a m/z 250. To by mohlo
naznacovat opakujici se strukturni motiv, v tomto piipadé¢ isoprenové jednotky. V tomto
spektru se na rozdil od spekter z me¢kkych iontovych zdroju vyskytuje pik 0 m/z 348, ktery
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odpovida ztrat¢ methylu. Detegovat vSechna vétveni fytolu se nepovedlo ani za pomoci

GC/MS, na kterou byla tato metoda plivodné urcena. Pravdépodobné je to zpisobeno
pfitomnosti dvojné vazby, kterd mliZze migrovat po fetézci a tim ovliviiovat fragmentaci.
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Obr. 5.24: EI-MS spektrum derivatu pyrrolidin-2-onu a fytolu na kvadrup6lovém analyzatoru. Fragmenty o m/z
odpovidajici polohe vétveni jsou oznaeny Sipkou.

5.2.6. Shrnuti k derivatiim mastnych alkohol( obsahujicich dusik

Vsechny derivatizace byly uspésné pii zvyseni detekéniho limitu mastnych alkoholt
a lze je tedy k tomuto ucelu pouzivat. Derivatizace pyridinem se pro lokalizaci vétveni
nejprve ukazala jako slibna, ale nakonec se ukazalo, Ze lokalizace z fragmenta¢nich spekter
neni mozna. Substituovany pyridin (4-jodpyridin) a isochinolin se pro lokalizaci vétveni
ukdazaly jako horsi varianty nez samotny pyridin. Pravdépodobné to bylo zplisobeno mensi
ochotou neutralni ztraty molekuly obsahujici dusik u derivatu fytolu a citronelolu. Pouze
TEA dosahl porovnatelné vysledky jako pyridin, avSak ne lepsi. Poto se ukazuje, Ze
derivatizace za vzniku kvarterniho dusiku neni pro lokalizaci vétveni dostate¢né uspésna.
Derivatizace pyrrolidin-2-onem byla pro mastné alkoholy s kratkym fetézcem (dekanol a
citronelol) stejné neucinna, jako ptedeslé derivatizacni procedury. Derivatizaci delSich
mastnych alkoholti (fytolu a eikosan-1-olu) byla ziskana spektra, ktera ¢aste¢né nesla
informaci o vétveni jejich fetézce. Linearni derivat eikosan-1-olu a pyrrolidin-2-onu
neobsahoval ve spektru zadné vyznamné zmény intenzit pikd a vSechny piky ve spektru
mély v APCI lichou hodnotu m/z. Derivéat fytolu a pyrrolidin-2-onu obsahoval piky s
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vyznamné rozdilnou intenzitou a v APCI sudou hodnotou m/z. Je vhodné zminit, Ze
derivatizace hexahydronerolidolu (terciarniho alkoholu) pyrrolidin-2-onem nebyla tspé$na.
To prokazuje urcitou specifitu této metody pro primarni a pfipadné nckteré sekundarni
alkoholy.

5.3. Hmotnostni spektra derivatl alkoholli obsahujici fosfor

5.3.1. Derivatizace trifenylfosfinem

Derivét fytolu a trifenylfosfinu byl analyzovan na linearni iontové pasti v pozitivnim
maodu detekce.

ZlepSeni detekce bylo pozorovano i u tohoto derivatu, avsak ne o tolik vyrazné, jako
v predeslych piipadech. | tady byla aplikovana vyvinuta metoda s mesylchloridem, pti¢emz
se povedlo pripojit mastny alkohol se zbytkem derivatiza¢niho ¢inidla pies fosfor.

Fragmentacni spektrum ukazuje, Ze fragmentace probihda podobné jako s derivaty,
kde bylo derivatiza¢ni ¢inidlo spojeno s alkoholem pies kyslik. Primarnim produktem je
trifenylhydrogenfosfoniovy kation (m/z 263). Pik o m/z 185 je difenylfosfoniovy kation a pik
0 m/z 183 odpovida kladné nabitému fosforovému analogu karbazolu*2. Mezi pikem m/z
263 a parentalnim pikem (m/z 541) nejsou Zadné intenzivni piky. Pro lokalizaci vétveni se
derivatizace trifenylfosfinem rovnéz ukézala jako nevhodna (obr. 5.25).
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Obr. 5.25: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivdtu TPP a fytolu na lineérni iontové pasti. Analyza prob&hla pfimym
nasttikem. Sitka isola¢niho okna byla 1,0 Da a kolizni energie 30,0%.

o

5.3.2. Shrnuti k derivatim mastnych alkoholl obsahujicichc fosfor

Derivat s trifenylfosfinem zvysil detekéni limit fytolu, ale jedna se o horsi variantu,
jako derivatizace ¢inidly obsahujicich kyslik, nebo dusik. Latka se fragmentovala podobné,
jako derivaty mastnych alkoholi spojenych s derivatizaénim ¢inidlem pies kyslik. Fosfor se
tedy neukazal jako lepsi alternativa k pfedeslym heteroatomtim.
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5.4. Isolace mastnych alkoholii z voskovych esterii véeliho vosku

5.4.1. Isolace voskovych estert z véeliho vosku

Analytickou TLC byl stanovena hodnota retarda¢niho faktoru voskovych estert
R = 0,72 (obr. 5.26). Na z&kladé toho byly seskrabany zony silikagelu pii preparativni TLC,
které mély stejny retardacni faktor. GC/EI-MS analyza potvrdila isolaci voskovych estert
prevazné kyseliny palmitové, ale také isolaci nékterych uhlovodikd (obr. 5.26 a tab. 5.1).
Uhlovodiky nemély na dalsi reakce zadny vliv.
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Obr. 5.26: analytickda TLC voskovych esterti, bod 1: standard arachidylarachidatu, bod 2: véeli vosk, pfiéemz zona
voskovych esterl je oznacena modrym rameckem (A); GC/EI-MS spektrum isolovanych voskovych estert (B).

Tab. 5.1: Slouéeniny detegované v isolované frakci voskovych esterti z veeliho vosku GC/EI-MS analyzou.
Identifikace slouc¢enin byla provedena pomoci jejich fragmentaénich EI spekter.

P.¢ t, (min:s) Nazev slouceniny Vzorec slouceniny
1 21:56 pentakosan CasHs;

2 23:25 heptakosan Co7Hs6

3 24:48 nonakosan Ca9Hso

4 26:06 hentriakontan Ca1Hes

5 27:11 tritriakonten CasHes

6 31:29 dokosyl hexadekanoat CasH760-
7 33:28 tetrakosyl hexadekanoat CoHg00,
8 36:03 hexakosyl hexadekanoat Ca2HgsO2
9 39:35 oktakosyl hexadekanoat Ca4HgsO2
10 44:21 triakontyl hexadecenoat CasHg0O2
11 44:32 triakontyl hexadekanoat CasHg202
12 50:44 dotriakontyl hexadecenoat ~ CygHgsO-
13 51:17 dotriakontyl hexadekanoat  CygHgsO-
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5.4.2. Transesterifikace voskovych esterii

GC/EI-MS prokazala uspéSné prob&hnuti reakce, pficemz methylestery kyselin
eluovaly diiv a mastné alkoholy pozdéji. Vyskytovaly se tam i diiv detegované uhlovodiky
(obr. 5.27 a tab. 5.2).
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Obr. 5.27: GC/EI-MS produktii voskovych estert po transesterifikaci

Tab. 5.2: Vybrané slou¢eniny detegované v smési voskovych esterti po jejich transesterifikaci. ldentifikace
sloucenin byla provedena na zakladé jejich fragmentaénich EI spekter a jejich porovnanim s NIST knihovnou
spekter.

P.¢ t- (min:s) Nazev slouceniny Vzorec slouéeniny
1 15:31 methy| tetradekanoat C15H3002
2 17:41 methyl hexadekanoat C17H340-
3 19:18 methyl oktadecenoat C19H360-
4 19:29 methyl oktadekanoat C19H350-
5 21:01 methyl eikosenoat C1H400-
6 21:13 methyl eikosanoat C21H420;
7 22:35 pentakosan CasHs;

8 24:06 heptakosan Co7Hs6

9 24:08 tetrakosanol Co4H490H
10 25:32 hexakosanol Co6Hs30H
11 26:50 oktakosanol CogHs70OH
12 28:05 triakontanol C30Hs10OH
13 29:24 dotriakontanol C32HesOH
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5.4.3. Isolace mastnych alkoholt

Pti analyze TLC s pouzitim stejné mobilni faze jako pfi isolaci voskovych esteri (7%
diethylether v hexanu) mély mastné alkoholy nizky retarda¢ni faktor (R¢ = 0,15). Pfi pouziti
20% éteru v hexanu byl reten¢ni faktor zvySen na 0,35 (obr. 5.28). Zény silikagelu byly pfi
preparativni TLC seSkrabany kolem tohoto reten¢niho faktoru. GC/EI-MS potvrdila
uspésnou isolaci mastnych alkoholi, konkrétné tetrakosanolu, hexakosanolu, oktakosanolu,
triakontanolu a dotriakontanolu. Uhlovodiky se v této smési jiz nevyskytovaly (obr. 5.29 a
tab. 5.3).

Obr. 5.28: Optimalizace mobilni faze pro isolaci mastnych alkoholt. Mobilni faze 7% éter v hexanu, bod 1: standard
arachidylarachidatu, bod 2: smés produktii voskovych esterii po transesterifikaci, bod 3: standard eikosanolu (A); Mobilni
faze 20% éter v hexanu, bod 1: smés produktl voskovych esterl po transesterifikaci, bod 2: standard eikosanolu (B). Z6ny
mastnych alkoholil jsou oznaceny rameckem.
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Obr. 5.29: GC/EI-MS spektrum islolvanych mastnych alkohold ze smési voskovych esteril po transesterifikaci

Tab. 5.3: Slougeniny detegované v smési isolovanych mastnych alkohold. Identifikace sloucenin byla
provedena na zaklad¢ jejich fragmenta¢nich EI spekter a jejich porovnanim s NIST knihovnou spekter-

P.¢.  t.(minis) Nazev slouceniny Vzorec slouéeniny
1 24:03 tetrakosanol Co4H490H
2 25:28 hexakosanol Co6Hs30H
3 26:48 oktakosanol CogHs70OH
4 28:02 triakontanol C30Hes1OH
5 29:22 dotriakontanol CsHgs0H

5.4.4. Derivatizace alkoholl z voskovych ester(l véeliho vosku a jejich
analyza

Derivaty mastnych alkoholt s pyrrolidin-2-onem byly méfeny linearni iontové pasti.
Analyzy byly provadény v pozitivnim modu detekce a jako zdroj ionizace byl pouzity ESI i
APCI.

Ionty 422, 450, 478, 506 a 534 pftislusi derivatim tetrakosanolu, hexakosanolu,
oktakosanolu, triakontanolu a dotriakontanolu (vZdy s odstupem 28 Da), pticemz vSechny
tyto alkoholy byly prokazany pti GC/EI-MS analyze. Dalsi piky ve spektru jsou necistoty,
které se také ochotné ionizuji (obr. 5.30).
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Obr. 5.30: ESI-MS spektrum derivati pyrrolidin-2-onu a mastnych alkoholl isolovanych z voskovych esterti véeliho vosku
na sférické iontové pasti.
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VSech pét iontd derivati mastnych alkohold se vyskytuje i v tomto spektru. Z jejich
vetsi intenzity signalu lze soudit, Ze tyto derivaty se v roztoku nachazi z vétsi Casti
Vv neutralni form¢ (obr. 5.31).
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Obr. 5.31: APCI-MS spektrum derivati pyrrolidin-2-onu a mastnych alkohold isolovanych z voskovych esterti véeliho
vosku na linearni iontové pasti.

Derivat hexakosanolu a pyrrolidin-2-onu byl analyzovan na linearni iontové pasti.
Jeho fragmentacéni spektrum obsahuje fragmenty o lichém m/z (po¢inaje pikem 141). Tento
jev byl jiz diiv pozorovan u derivatu eikosan-1-olu, coZ by mohlo naznacovat i podobnou
strukturu fetézce tohoto derivatu. Také je pozorovana ztrata vody (pik 432) a pyrrolidin-2-
onu (pik 365). Piky 392 a 414 maji neznamy puvod (obr. 5.32).
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waxolsbmx 450_160316165650 #3-109 RT: 0.02-0.99 AV: 107 NL: 1.53E1
T: ITMS + p ESI Full ms2 450.50@cid20.00 [120.00-500.00]
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Obr. 5.32: ESI-MS/MS spektrum derivatu pyrrolidin-2-onu a hexakosanolu isolovaného z voskovych estert véeliho vosku
na linearni iontové pasti. Analyza probéhla pfimym néstiikem. Sitka isola¢niho okna byla 1,0 da a kolizni energie 20,0%.

5.4.5. Shrnuti k derivatizaci mastnych alkoholl isolovanych z voskovych
esterd véeliho vosku

Byla provedena uspé$né isolace mastnych alkoholil a jejich nasledna derivatizace
pyrrolidin-2-onem. Derivaty vSech isolovanych mastnych alkoholti byly detegovany
v iontovém zdroji ESI i APCI. Fragmentace derivatu hexakosan-1-olu poskytla podobné
fragmentaéni spektrum, jako derivat eikosan-1-olu, coz je v souladu s pfedpokladem, ze
linearni alkoholy se fragmentuji podobné.
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6. Zavér prace

Po vSech provedenych derivatizacnich procedurach bylo mozné detegovat mastné
alkoholy mékkymi ioniza¢nimi technikami. VSechny jsou pouzitelné pro citlivou detekci
kteréhokoliv primarniho mastného alkoholu mékkymi ioniza¢nimi technikami. VétSina
derivatii se pfi fragmentacni analyze rozpadala zpatky na kladné, nebo zéporné nabité
puvodni derivatizacni ¢inidlo a neutralni uhlovodikovy fetézec mastného alkoholu. U
derivatd mastnych alkoholt s pyridinem, triethyaminen a pyrrolidin-2-onem byly také
pozorovany fragmenty odpovidajici Stépeni jinych vazeb, u derivati pyrrolidin-2-onu se
jednalo také o Stépeni po fetézci mastného alkoholu. Po isolaci mastnych alkoholi z véeliho
vosku a jejich nasledné derivatizaci pyrrlidin-2-onem bylo mozné vSechny derivaty
detegovat pouzitim ESI i APCI iontového zdroje. Pfi reakci totiZ vznikd neutralni derivat,
Ktery se z ¢asti muze naprotonovat kyselinou chlorovodikovou, ktera vznika jako vedlejsi
produkt. Navic, derivat hexakosan-1-olu z v¢eliho vosku poskytl ocekavané fragmentaéni
spektrum, které bylo podobné fragmentacnimu spektru linearniho derivatu eikosan-1-olu.
Pomoci elektronové ionizace, na kterou byla derivatizace pyrrolidin-2-onem pavodné
vyvinuta, nebyla nalezena vétveni u derivatu fytolu. Ziejmé to bylo zplsobeno dvojnou
vazbou, ktera se ve fytolu nachazi. Jednou moznosti na zviditelnéni poloh vétveni by mohla
byt vicestupiiova fragmentace nékterych pika u derivati pyridinu, triethyaminu a pyrrolidin-
2-onu (napt MSS) , ale kviili nizké intenzit€ to neni mozné. Ukazuje se, ze lokalizace vétveni
pomoci mékkych ionizacnich technik na ptistrojich s nizkoenergetickymi nechanizmami
fragmentace (CID) zfejmé nebude mozna.
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