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ABSTRAKT 

Předkládaná diplomová práce se zabývá analýzou mastných alkoholů pomocí 

hmotnostní spektrometrie. Teoretická část shrnuje základní poznatky o mastných alkoholech, 

jejich výskytu, vlastnostech, analýze a využití. Experimentální část se zabývá hledáním 

vhodného derivatizačního činidla pro mastné alkoholy, které by umožnilo jejich detekci 

měkkými ionizačními technikami a zároveň jejich strukturní analýzu z fragmentačních 

spekter připravených derivátů. Hlavním cílem strukturní analýzy je lokalizace methylového 

větvení v řetězci mastných alkoholů.     

 

 

Klíčová slova: hmotnostní spektrometrie, derivatizace, mastné alkoholy, methylové větvení 

 

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 
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1. Úvod 

 Vyšší alkoholy lze podle biologické syntézy rozdělit na mastné, terpenické a 

steroidní alkoholy. Tato práce se zabývá alkoholy s acyklickým uhlíkovým řetězcem 

(obr. 1.1).   

 
Obr. 1.1: Strukturní vzorce vybraných alkoholů: mastný alkohol oktanol (A), terpenický alkohol geraniol (B) a steroidní 

alkohol hopan-1-ol (C) 

2. Teoretická část 

2.1. Typy alkoholů a jejich výskyt v přírodě 

2.1.1. Úvod 

Pojem mastné alkoholy se nejčastěji používá pro primární alkoholy s lineárním 

řetězcem, který může být nasycený nebo nenasycený, lineární nebo rozvětvený a obsahuje 

nejméně 8 uhlíků. Mezi mastné alkoholy však patří i alkoholy s cykly, a mohou to být také 

alkoholy sekundární a terciární
1
. 

Terpenické alkoholy s acyklickým řetězcem lze nazvat podskupinou mastných 

alkoholů. Zároveň patří do kategorie isoprenoidů, což jsou látky, jejichž základní stavební 

jednotkou je isopren
2
.  

2.1.2. Výskyt alkoholů s nerozvětveným nasyceným řetězcem 

Lineární mastné alkoholy se vyskytují v rostlinné i živočišné říši, přičemž několik 

příkladů výskytu je uvedených v tabulce 2.1. 

Tab. 2.1: Přehled názvosloví a výskytu primárních mastných alkoholů (C8 – C30)
 

Počet C 
Primární mastný alkohol Významný výskyt (volný nebo ve 

formě esteru)1,3,4,5,6,7,8,9 Systematický název Triviální název 

8 1-oktanol kaprylylalkohol pomerančový olej 

9 1-nonanol pelargylalkohol pomerančový olej 

10 1-dekanol kaprylalkohol maz volavky 

11 1-undekanol -  

12 1-dodekanol laurylalkohol  olej z květů lípy (max. 3,8%) 
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13 1-tridekanol -  

14 1-tetradekanol myristylalkohol plankton Euphausia, skořicový olej 

15 1-pentadekanol -  

16 1-hexadekanol cetylalkohol 
sasanky rodu Metridium, lidský maz 
z vlasů 

17 1-heptadekanol margarylalkohol  

18 1-oktadekanol stearylalkohol lidský maz z vlasů 

19 1-nonadekanol - kukuřiční extrakt 

20 1-eikosanol arachidylalkohol olej jojoba 

21 1-henikosanol -  

22 1-dokosanol behenylalkohol  růže, slunečnice, olej jojoba 

23 1-trikosanol -  

24 1-tetrakosanol lignocerylalkohol  růže, slunečnice 

25 1-pentakosanol -  

26 1-hexakosanol cerylalkohol hrášek, jablka, slunečnice 

27 1-heptakosanol -  

28 1-oktakosanol montanylalkohol  grep, cukrová třtina 

29 1-nonakosanol -  

30 1-triakontanol myrisylalkohol včelí vosk 

 

 Alkoholy s řetězci delšími než 30 uhlíků jsou přítomny převážně v rostlinných a 

živočišných voscích ve formě esteru (převážně se jedná o alkoholy C31 až C35)1,10 

2.1.3. Výskyt alkoholů se složitějším řetězcem 

2.1.3.1. Alkoholy, které produkují bakterie 

Bakterie jsou schopny syntetizovat mastné alkoholy s lineárním řetězcem a 

řetězcem větveným v poloze iso a anteiso. Tyto alkoholy mohou mít sudý i lichý počet 

uhlíků v řetězci. Obvykle se počet uhlíků v těchto alkoholech pohybuje od 9 do 20. Z nich 

bakterie syntetizují vosky, které uchovávají v cytoplazmě ve formě inkluzí a které slouží jako 

zdroj energie - například pro bakterie rodu Acinetobacter1. 

Mastné alkoholy vznikají i jako intermediáty metabolismu větvených alkanů 

aktinobakeriemi. Například pristan a fytan (obr. 2.1) se oxidují přes pristanol a dihydrofytol 

až na příslušné kyseliny, případně může jejich biotransformace probíhat na jiné produkty11. 

 
Obr. 2.1: Strukturní vzorec pristanu (A) a fytanu (B) 
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 Sekundární alkoholy byly nalezeny v bakterii Mycobacterium xenopi, jednalo se o 

2-oktadekanol, 2-nonadekanol, 2-eikosanol, 2-heneikosanol, 2-dokosanol, 2-trikosanol a 

2-tetrakosanol12. 

 Bakterie také syntetizují terpenoidy. Z alkoholů se jedná o alkoholy s cyklickým 

řetězcem, a to například 2-methylisoborneol z cyanobakterii a avermitilol ze 

Streptomyces avermitilis13. Z laktobacilů byly isolovány baktoprenoly (polyprenoly podobné 

betulaprenolům, pro více informací viz podkapitolu 2.1.3.3.3)14. 

2.1.3.2. Alkoholy, které produkují archaea 

Membránové lipidy archaea jsou tvořeny isoprenoid-L-glycerol diethery a di-L-

glycerol tetraethery, takže na rozdíl od bakteriálních membránových lipidů obsahují 

éterově vázané mastné alkoholy a dioly na glycerol (obr. 2.2)15. Z acyklických mastných 

alkoholů mezi ně patří fytan-1-ol a bifytan-1-ol16. Archaea obsahují ve své buněčné stěně 

polymery podobné mureinu, jejichž jednou ze stavebních jednotek je undekaprenyl fosfát15. 

Bakterie využívají jako prekurzory pro „glycosyl carrier“ lipidy pouze polyprenoly, zatím co 

eukaryotické buňky výlučně dolicholy. Halofilní a thermoacidofilní archaea využívají pro 

tento účel pouze dolicholy, methanogenní archaea používají polyprenoly i dolicholy, což 

z archaea dělá zajímavou skupinu z evolučního hlediska17. 

 

Obr. 2.2: strukturní vzorec archaeolu, typického membránového lipidu archaea
18

. 

2.1.3.3. Alkoholy, které produkují houby a rostliny 

2.1.3.3.1. Mastné alkoholy 

Mastné alkoholy s krátkými řetězci se vyskytují u některých druhů hub a rostlin 

(1-okten-3-ol 19 , 20 , oktan-3-ol a další20). Alkoholy s delšími řetězci jsou přítomny 

v rostlinných voscích na jejich listech. Jedná se především o volné a esterově vázané 

primární alkoholy (C22-C40) a sekundární alkoholy (C21-C35) 21 . Z mrkve byl isolován 

sekundární mastný alkohol falkarinol, který obsahuje dvojné a trojné vazby (obr. 2.3)22. 

 

Obr. 2.3: Strukturní vzorec falkarinolu
22 
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2.1.3.3.2. Terpenické alkoholy 

Velmi často se lze u obou říší setkat s větvenými terpenickými alkoholy, jako 

například primární alkoholy geraniol, citronelol a nerol z extraktu růží 23 , levandulol 

z levandule24, farnesol z oleje cabreuva25, lyratol z rostliny Cyathocline lyrata26, fokienol 

z rostliny Dittrichia viscosa27, solanesol z tabákového listí28 a terciární alkoholy, velmi 

rozšířený linalool (houba lošák jelení20, levandule24, mrkev29 a mnoho dalších), Yomogi 

alkohol a Santolina alkohol (rostlina řebříček žlutý 30), hotrienol (lípa malolistá 31 ) a 

trans-nerolidol (houba Hebeloma sinapizans20). Další, značně rozšířený primární terpenický 

alkohol v rostlinách je trans-fytol, který je strukturní součástí chlorofylu. Jeho isomer, cis-

fytol, se v malé míře vyskytuje v rostlinných olejích32.  

2.1.3.3.3. Polyprenoly 

Lineární 1,4-polyprenyl alkoholy s počtem izoprenových jednotek pět a větším se 

obecně nazývají polyprenoly33. Polyprenoly se převážně vyskytují na listech kvetoucích 

rostlin. Podle typu jejího řetězce je lze rozdělit na „all trans“ (mezi ně patří spadikol a již 

zmíněný solanesol), trans-trans-trans-polycis prenoly (fikaprenoly), trans-trans-polycis 

prenoly (betulaprenoly), a dolicholy (E,E-farnesyl-cis-polyprenoly s nasycenou izoprenovou 

skupinou na α-konci)34,35. Dolicholy jsou produkovány i v houbách. Z výše uvedeného dělení 

byly vynechány glycinoprenoly, což jsou cis-polyprenoly obsahující fytylový zbytek na svém 

ω konci35. 

2.1.3.3.4. Cyklické terpenické alkoholy a steroly 

 V rostlinách se také vyskytují terpenické alkoholy s cyklickými řetězci. Několik 

příkladů je uvedeno v tab. 2.2. 

Tab. 2.2: Příklady terpenických alkoholů obsahujících cykly
29,36,37

 

Název Chrysanthemol α-terpinol Karotol 

Významný 
výskyt 

 Tanacetum 
cinerariifolium 

Jehličí cédra 
himalajského 

Semena mrkve 

Vzorec 

 
 

 
 

Pro houby jsou ještě charakteristické steroidní alkoholy, přičemž nejznámější a 

v mnohých druzích nejvíc zastoupený je ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3β-ol)38. V menší 

míře se v některých houbách vyskytují i další podobné sloučeniny, jako například 

fungisterol20. Steroly se také vyskytují v téměř všech tucích a olejích a jsou 
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charakteristickou veličinou pro rostlinné oleje (např. cholesterol, stigmasterol a 

campesterol v olivovém a slunečnicovém oleji)39. 

2.1.3.4. Alkoholy, které produkují živočichové 

Mnoho bezobratlých živočichů využívá alkoholy spolu s aldehydy, epoxidy apod. 

jako feromony. Bourec pro tento účel používá bombykol40, mezi samičí feromony druhu 

mola Heliothis virescens patří (Z)-11-hexadecen-1-ol41 a obaleč jablečný (Cydia pomonella) 

produkuje hlavně (E,E)-8,10-dodekadienol42. Čmeláci mají vyvinutý celý systém feromonů 

pro množství účelů, přičemž z mastných alkoholů využívají například (E)-2,3-

dihydrofarnesol (samčí pohlavní feromon) a geranylgeraniol (samičí pohlavní feromon)43. 

Hospodářsky významný je výzkum feromonů kůrovců, jako významných škůdců lesních 

porostů. Složení feromonů jednotlivých druhů kolísá. Hlavní složkou feromonů druhu Ips 

duplicatus jsou terpenoidní alkoholy ipsdienol a E-myrcenol, Ips tyrographus využívá 

methylbutenol a cis-verbenol44. Feromony alkoholové povahy se vyskytují i u obratlovců, 

například hlodavci produkují (Z)-5-tetradecen-1-ol45. Z mravence Lasius meridionalis byl 

izolován monoterpenický alkohol lasiol46. 

Někteří obratlovci využívají mazy a vosky, které obsahují alkoholy, pro promaštění 

povrchových částí těla. Maz je často komplikovaná směs volných mastných kyselin, 

monoesterových vosků, alkyl acetátů, triacylglycerolů a mnohých dalších látek47. Vosk 

z ovčí vlny, lanolin, obsahuje steroly, mastné kyseliny, mastné a terpenické alkoholy (volné 

a esterově vázané), uhlovodíky a další látky. Z alifatických alkoholů tvoří největší složku 

alkoholy s větveným řetězcem v poloze anteiso (hlavně 18-methyleikosanol a 24-

methylhexakosanol) a iso (24-methyl-pentakosanol a 19-methylnonadekanol)48.  

Lidský kožní maz (sebum) je produkován mazovými žlázami kůže49. Je složen 

primárně z triacylglycerolů, diacylglycerolů, volných mastných kyselin, voskových esterů, 

skvalenu a cholesterolu. Voskové estery představují 26% hmotnosti mazu50. Speciální maz 

meibum produkují meibomské žlázky v očních víčkách živočichů51. Meibum a sebum se liší 

složením, přičemž dominantní složkou meiba jsou voskové estery, zatímco cholesterol a 

skvalen jsou v něm zastoupeny mnohem méně v porovnání se sebem52. Voskové estery 

meiba obsahují nevětvené, iso a anteiso alkoholy. Dvojné vazby jsou převážně přítomné 

v nevětvených alkoholech C18 až C30 (cit 53). V ušním kanálku se produkuje ušní maz zvaný 

cerumen. U člověka jsou v něm zastoupeny i voskové estery. Alkoholy tvořící voskové 

estery jsou hlavně primární a nasycené o délce řetězce 12 až 30 uhlíků, přičemž jsou mezi 

nimi i větvené alkoholy s větvením v poloze iso a anteiso. Nenasycené primární alkoholy 

mají délku řetězce 18 až 31 uhlíků a některé z nich jsou taky větvené54. Dalším zdrojem 

lidských lipidů je novorozenecký mázek (vernix caseosa), což je bílá krémovitá hmota 

pokrývající pokožku plodu a novorozeněte. Byly v něm identifikovány voskové estery i volné 

mastné alkoholy55.  
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Podobně jako buňky rostlin a hub, syntetizují živočišné buňky dolicholy. Jejich 

fosforylované formy, dolichol fosfáty, slouží jako přenašeč mono- a oligosacharidů při 

N-glykosylaci proteinů a syntéze proteinů s glykosylfosfatidyl inositolovou kotvou35.  

Retinol je terpenický alkohol, jehož forma all-trans se označuje jako vitamin A. 

V zdravém a dobře vyživovaném lidském organismu se 70% retinolu a jeho derivátů nachází 

v játrech. Mezi jeho deriváty vyskytující se v organismu patří převážně estery odvozeny od 

kyseliny palmitové, olejové, stearové a linolové. Hlavním prekurzorem retinolu je β-

karoten56. 

 

2.1.3.5. Alkoholy fosilního původu 

Minerální vosky jsou vosky, které se získávají z fosilních pozůstatků živých 

organismů. Z rašeliny se získává rašelinový vosk, z lignitu montanový vosk. Montanový vosk 

se převážně skládá z alifatických uhlovodíků, mastných alkoholů o délce řetězce C14 – C30, 

mastných kyselin a jejich esterů 57 . I rašelina obsahuje velké množství alifatických 

uhlovodíků, mastných alkoholů a kyselin, dále se v ní vyskytují steroly (například cholesterol, 

nobo 5α-(H)-cholestan-3β-ol) a terpenoidy (taraxerol, lupenol, apod.). Složení rašeliny se 

může měnit podle místa svého výskytu a okolních vlivů, které na ní působí. Obecně se v ní 

vyskytují alkoholy s řetězcem o délce C16 – C30 (cit. 58). Tyto látky se v nich vyskytují hlavně 

díky rostlinám, z kterých vznikly. Patří sem především mechy rodu Sphangum a další 

bahenní rostliny, jako je klikva bahenní (Vaccinum oxycoccus), suchopýrek trasnatý 

(Trichophorum cespitosum), šicha černá (Empetrum nigrum), vřes obecný (Calluna vulgaris), 

kyhanka sivolistá (Andromeda polifolia) suchopýr pochvaý (Eriphorum vaginatum) a mnoho 

dalších1. 

2.2. Syntéza a biosyntéza alkoholů 

2.2.1. Chemická syntéza alkoholů 

2.2.1.1. Fischer Tropschova Syntéza 

Předpokládá se, že syntéza mastných alkoholů před vznikem života probíhala 

reakčním mechanismem podobným vodní Fischer – Tropschově syntéze. Tato syntéza se 

dnes používá k chemické syntéze uhlovodíků a oxouhlovodíků z kyseliny mravenčí a oxidu 

uhelnatého. Za laboratorních podmínek se mastné alkoholy vytvářejí při teplotách 150 až 

250 °C, přičemž délka jejich řetězce se v průměru pohybovala od 8 do 30 uhlíků (nejvíc 32 

uhlíků při 200 °C)59. 

2.2.1.2. Hydrogenace 

Hydrogenace je průmyslová metoda syntézy mastných alkoholů a používá se 

k redukci mastných kyselin na mastné alkoholy aktivovaným vodíkem v přítomnosti 

katalyzátoru obsahujícího měď. Existují tři typy hydrogenací využívaných v průmyslu, 
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přičemž všechny probíhají při teplotách 250 až 300 °C a tlacích 200 až 300 barů. Po redukci 

mastných kyselin se mastné alkoholy z výstupu destilují a frakcionují60.  

2.2.1.3. Laboratorní syntéza terpenických alkoholů 

Základní reakcí je dimerizace isoprenu účinkem naftyllithia v prostředí 

tetrahydrofuranu. Vzniklé produkty je následně možno oxidovat kyslíkem na alkoholy. 

Druhou možností přípravy je přidat fluorid boritý v etherovém komplexu ještě před oxidací, 

která se poté provede peroxidem vodíku61. 

2.2.2. Biosyntéza alkoholů 

2.2.2.1. Mastné alkoholy 

Mastné alkoholy vznikají v bakteriích62, rostlinách63 a živočiších64 redukcí mastných 

kyselin, proto je nutné se zaměřit na biosyntézu kyselin. Jednoduché mastné kyseliny se 

sudým počtem uhlíků vznikají z acetylkoenzymu A jako startéru a několika 

malonylkoenzymů A sloužících na prodlužování řetězce. Reakce růstu řetězce jsou 

katalyzovány několika enzymy1,63. V malé míře savci umí syntetizovat kyseliny s lichým 

počtem uhlíků a kyseliny větvené. Nejprozkoumanější je biosyntéza větvených mastných 

kyselin u bakterií. Pro dosáhnutí větvení jako startéry využívají deaminované aminokyseliny 

konjugované s acetylkoenzymem A (acetyl-CoA). Pro dosáhnutí větvení u mastné kyseliny 

se sudým počtem uhlíků v poloze iso se jako startér použije isobutyrylCoA (valinový startér). 

Pro dosáhnutí větvení v té samé poloze při mastné kyselině s lichým počtem uhlíků se 

použije isovalerylCoA (leucinový startér). Větvení v poloze anteiso se dosáhne použitím 

α-methylbutyrylCoA (isoleucinového startéru)65. Pro živočichy byly jako startéry nepřímo 

prokázané pouze valinový a isoleucinový. Mechanismus elongace větvených kyselin 

v poloze iso a anteiso je stejný jako u nevětvených mastných kyselin66.  

Vzniklé mastné kyseliny se konvertují na příslušné acyl-koenzymy A a ty se enzymem 

„fatty-acylCoA-reductase“ redukují až na mastné alkoholy1. Podle potřeby se následně 

přeměňují na jiné látky. Tvorbu vosku z alkoholu katalyzují enzymy 

acylCoA:alkoholacyltransferasy. Lidské syntázy jsou schopny katalyzovat závěrečnou reakci 

tvorby triacylglycerolů, voskových monoesterů, diesterů a retinylesterů mastných kyselin67. 

Podle Hayashi et al68 se mastné alkoholy můžou syntetizovat přímo (bez toho, aby 

byla nejprve syntetizována příslušná mastná kyselina). Demonstrovali to in vitro na části 

biosyntézy plasmalogenu probíhající v peroxizomech, které byly isolovány z potkaních jater 

(obr. 2.4). Jako startér se ukázal nejúčinnější dodekanoyl-CoA a nejvíc produkovaným 

alkoholem byl hexadekanol. Ten by se pak měl navázat na glycerol éterovou vazbou a 

následně zredukovat68. Obecně je uznávaná teorie, podle které se na glycerol naváže 

mastná kyselina a vzniklý ester je zredukován na éter enzymem 

alkylglyceronfosfátsynthasa69.  
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Obr. 2.4: Strukturní vzorec obecného diacylglycerolfosfátu (A) a plasmalogenu (B)
69

 

2.2.2.2. Terpenoidy 

Terpenoidy mohou v organismech vznikat dvojí cestou, a to mevalonátovou a 

nemevalonátovou (viz obr. 6 a 7). První je dlouho známá a běžná pro eukaryotické 

organismy, druhá byla nalezena o dost později v bakteriích, ale také v Ginkgo biloba70. 

Mevalonátová syntéza začíná Claisenovou kondenzací dvou acetylkoenzymů A za 

vzniku acetoacetylkoenzymu A. Je dobré poznamenat, že na rozdíl od prvního kroku 

syntézy mastných kyselin produkt vzniká přímo a neprobíhá žádná karboxylace. Tuto reakci 

katalyzuje enzym acetoacetylkoenzymAacetyltransferasa (pro enzymy dalších reakcí viz obr. 

2.5). Následuje aldolová kondenzace acetoacetylkoenzymu A s dalším acetylkoenzymem A 

a vzniká 3-methyl-3-glutarylkoenzym A. Ten je následné redukován dvěma molekulami 

NADPH na (R)-mevalonát, který se dál fosforyluje dvěma molekulami adenosintrifosfátu 

(ATP). Třetí fosforylace mevalonátu probíhá na terciární hydroxylové skupině, po čem 

proběhne dekarboxylace a ztráta fosfátu za vzniku isopentenylpyrofosfátu. Ten se nakonec 

isomerizuje na dimethyl allylpyrofosfát71. 

 

Obr. 2.5: Mevalonátová biosyntéza isopentenylpyrofosfátu a dimethylallylpyrofosfátu. Čísla pod šipkami reprezentují tyto 

enzymy: 1 – acetoacetylkoenzymAacetyltransferasa 2 – hydroxymethylglutaryl-CoAsyntasa, 3 – 3-hydroxy3-
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methylglutarylCoA-reduktasa, 4 – mevalonátkinasa, 5 – mevalonátfosfátkinasa, 6 – mevalonátpyrofosfát-dekarboxylasa, 7 

– isopentenyldifosfát-delta-isomerasy
72

 

Nemevalonová syntéza (obr. 2.6) vychází z enzymatické dekarboxylace pyruvátu na 

thiazolovém kruhu thiamindifosfátu (sloužícího jako koenzym). Dále proběhne kondenzace 

dekarboxylovaného pyruvátu s glyceraldehyd-3-fosfátem, přičemž vznikne 1-deoxy-D-

xylulosa-5-fosfát, jenž se následně z thiamindifosfátu odštěpí. Dalším krokem je výměna 

pozic methylu s vodíkem takzvaným acyloinovým přesmykem, což je vlastně vzájemná 

výměna hydroxylové skupiny a sousedné oxoskupiny. Poté následuje redukce nově vzniklé 

oxoskupiny na hydroxylovou skupinu a vzniká tím 2-C-methyl-D-erythriol-4-fosfát. Na jeho 

fosfát se reakcí s cytidyltrifosfátem připojí cytidylfosfát za vzniku difosfocytidyl-2-C-

methylerythriolu. Následuje fosforylace hydroxylové skupiny v poloze 2 pomocí ATP, 

přičemž se produkt záhy zacyklí na 2C-methyl-D-erythriol-2,4-cyklodifosfát za současného 

uvolnění cytidylmonofosfátu71. Dalšími kroky, které nejsou zcela objasněny, vzniká 1-

hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfát. Při jeho redukci jediným enzymem současně 

vznikají isopentenylpyrofosfát a dimethylallylpyrofosfát70. 

 

Obr. 2.6: Nemevalonátová biosyntéza isopentenylpyrofosfátu a dimethylallylpyrofosfátu. Čísla pod šipkami reprezentují 

tyto enzymy: 1 – 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfátsyntasa
w

, 2 – 2C-methyl-D-erythriol-4-fosfátsyntasa, 3 – 2C-methyl-D-

erythriol-4-fosfátcytidylyltransferasa
w

, 4 – 4-difosfocytidyl-2C-methyl-D-erythriolkinasa
w

, 5 – 2C-methyl-D-erythriol-2,4-

cyklodifosfátsyntasa
w

, 6 – 1-hydroxy-2-(E)-butenyl-4-difosfátreduktasa
70 

 Výsledkem obou cest je vznik dvou sloučenin, isopentenylpyrofosfátu a 

dimethylallyl- pyrofosfátu. Z nich dál vznikají prekurzory terpenických sloučenin, z nichž 

geranyldifosfát se považuje za univerzální (obr. 2.7)73. 
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Obr. 2.7: Reakční mechanismus geranioldifosfátsyntasy (první tři reakce) a některé další možné reakce 

Z geranioldifosfátu vzniká geraniol prostřednictvím geraniolsyntasy, ne však 

v jednom, nýbrž ve dvou krocích. Místo přímé hydrolýzy fosfoesterové vazby dojde 

k oddělení difosfátu a vzniku karbokationtu jako intermediátu. Tento meziprodukt následně 

zreaguje s vodou za vzniku geraniolu. Nerol, cis-isomer geraniolu, při této reakci vůbec 

nevzniká73. 

2.2.2.3. Steroly 

Biosyntéza sterolů je vlastně pokračováním syntézy terpenoidů. Farnesylpyrofosfát 

se ve dvou krocích transformuje na skvalen. Skvalen se dál zoxiduje skvalenepoxidasou a 

následně se enzymem lanosterolsyntasa změní na lanosterol. Dalšími enzymy se tato 

sloučenina může měnit na jiné steroly72. 

2.3. Vlastnosti mastných alkoholů a jejich derivátů 

2.3.1. Obecné vlastnosti 

Nasycené nevětvené mastné alkoholy s kratším postranním řetězcem (do 12 uhlíků) 

jsou při teplotě 25°C kapaliny, alkoholy s počtem uhlíků 13 a víc jsou tuhé látky. 

S prodlužováním řetězce klesá rozpustnost ve vodě, při teplotě 25°C je již zcela nerozpustný 

dodekanol. V tom samém směru také klesá kyselost vodíku hydroxylové skupiny1. Mastné 

alkoholy patři mezi amfifilní (amfipatické) látky, což jsou látky, které obsahují hydrofilní a 

hydrofobní skupinu74. Amfifilní látky obecně jsou označovány jako surfaktanty. Jsou to látky 

snižující povrchové napětí kapalin kvůli schopnosti koncentrovat se na jejich volných 

površích, nebo fázových rozhraních nemísitelných kapalin75.  

Mastné alkoholy (a také kyseliny) vytvářejí na vodní hladině monovrstvy známé jako 

„Langmuirovy filmy“. Tato vrstva se formuje při nadávkování kapky alkoholu nemísitelného 

s vodou na hladinu vody, přičemž se molekuly alkoholu postupně rozprostírají do 
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monomolekulární vrstvy do chvíle, než se dosáhne rovnováha mezi vrstvou a zbytkem 

kapky. V případě 1-dekanolu se ukazuje, že jeho molekuly jsou uspořádány vertikálně a 

blízko all-trans uspořádání74. 

2.3.2. Reaktivita 

2.3.2.1. Reaktivita hydroxylové skupiny 

Hydroxylovou skupinu neethoxylovaných i ethoxylovaných alkoholů je možno 

oxidovat oxidem chromovým na skupinu karboxylovou76. Kromě toho ochotně reagují se 

silylchloridy, například trimethylsilylchloridem32 a tert-butyldimethylsilylchloridem77. To 

samé platí pro organické sulfonylchloridy (mesylchlorid78 a tosylchlorid79). S methylačními 

činidly (například diazometanem) vytvářejí alkoholy methyl ethery80. S aldehydy (například 

betainaldehydem) reagují na hemiacetály a acetály81. S chloridy a anhydridy kyselin 

poskytují příslušné estery82,83.  

2.3.2.2. Reaktivita uhlíkového řetězce 

Nenasycený lineární uhlíkový řetězec je reaktivní právě v místě násobných vazeb. 

Popsány byly adice dimethyldisulfidu, ozonu a mnoho dalších 84 . Některé alkoholy 

s nenasyceným postranním řetězcem mají za určitých podmínek schopnost polymerovat, 

jako například linalool85. 

2.3.3. Biologická aktivita 

2.3.3.1. Mastné alkoholy 

Některé mastné alkoholy vykazují antimikrobiální aktivitu. O velikosti jejich účinku 

rozhoduje délka jejich řetězce, přítomnost násobných vazeb a organismus, na který 

působí 86 . Pro bakterií S. aureus byl nejtoxičtější undekanol, nejvyšší inhibici růstu 

vykazovaly tri-, tetra- a pentadekanol. Již heptadekanol byl pro bakterie téměř netoxický, 

čím se nepotvrdila dřívější hypotéza, že s klesající hodnotou rozdělovacího koeficientu 

oktanol/voda roste toxický účinek mastných alkoholů87. Nejsilnější antimikrobiální aktivitu 

měly pro Mycobacterium tuberculosis alkoholy C8 až C11, přičemž největší inhibici růstu 

vykazoval n-oktanol86. Mechanismem účinku je rozrušování bakteriálních membrán86,87. 

 Vodní živočichové jsou vystavovány surfaktantům používaných v domácnosti. 

Polyethoxidy (ethoxyláty mastných alkoholů), jedna se složek surfaktantů, jsou ve vodném 

prostředí degradovány na mastné alkoholy. Mastné alkoholy jsou mnohem lipofilnější než 

polyethoxidy a víc se akumulují ve tkáních živých organismů, což se projeví jejich větší 

toxicitou. Toxicita surfaktantů se proto testuje na vodních organismech, a to Daphnia 

magna, řasech a některých druzích ryb75. 

2.3.3.2. Terpenické alkoholy 

Látky ze skupiny terpenoidů obecně vykazují aktivitu vůči bakteriím, virům, houbám 

a prvokům2. Z alkoholů se vůči některým druhům bakterií ukázaly být účinné geraniol, 
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citronelol88, nerol, linalool89, farnesol, nerolidol90, fytol91 a další. Antimykotický účinek byl 

pozorován u farnesolu25. Jejich účinnost silně kolísá v závislosti na bakteriálních druzích, na 

které se aplikují. Jsou tu náznaky, že mechanismem účinku by mohlo být, podobně jako u 

mastných alkoholů, rozrušování buněčných membrán, následkem čeho se do okolního 

prostředí uvolní měřitelné množství draselných iontů. Bylo to prokázáno pro farnesol a 

nerolidol90.  

2.4. Využití mastných, terpenických alkoholů a sterolů 

Mastné alkoholy se obecně používají jako emulgátory, změkčovadla a protipěnící 

činidla92. Bylo prokázáno, že uklidňují podrážděnou kůži. Některé mastné alkoholy se 

využívají jako sekundární neiontové surfaktanty v krémech a tělových mlécích (cetyl a 

stearylalkohol), a jako kožní penetranty a lubrikanty tablet a kapsulí (myristylalkohol)75. 

Z jiných se vyrábějí jejich ethoxyláty reakcí s etylenoxidem (například z dodekanolu)93. 

Terpenické alkoholy (farnesol, geraniol, rhodinol, fytol a další) jsou vonné látky, 

které se přidávají do kosmetických přípravků, jako jsou tělové mléko, antiperspiranty, 

šampony, sprchové gely, toaletní mýdla, laky na vlasy a další. Také se přidávají do čistících 

prostředků a detergentů94,95,96,97. Solanesol je 45-ti uhlíkatý terpenický alkohol, který je 

prekurzorem koenzymu Q a analogů vitamínu K využívaných na léčbu vředů, srdečních a 

onkologických nemocí28. V medicíně se také využívají některé deriváty steroidních látek 

jako protizánětlivá léčiva (např. prednizon)98. 

2.5. Analýza mastných a terpenických alkoholů 

2.5.1. Separační metody 

Mastné alkoholy se často vyskytují ve složité směsi lipidů (viz část 2.1.3.4), která 

ještě může být složkou ještě komplexnější směsi. Pro izolaci všech lipidů z přírodních směsí 

byla u novorozeneckého mázku a lipidů z rohovky vepře použita metoda vyvinuta Folchem 

et al99. Obecně se jedná o extrakci přírodní směsi chloroformem a methanolem po dobu 

jedné až dvou hodin a následnou centrifugaci. Po odpaření rozpouštědla se získá isolovaná 

směs lipidů. Podle potřeby ještě můžou následovat další čistící procedury99,100. Pokud 

v izolovaných lipidech převažuje jeden typ látek a cílem konečné izolace je minoritní složka, 

musí se v tom případě oddělit majoritní složka od ostatních další metodou. Dochází k tomu 

například při zpracování rostlinných olejů, kde majoritní složku všech lipidů tvoří 

triacylglyceroly (95-98%). Pro oddělování se používají tři základní techniky: saponifikace 

(zahřívání lipidů v alkoholickém roztoku hydroxidu draselného), liquid-liquid partition a 

chromatografické techniky (sloupcová chromatografie, nebo nověji používané superkritická 

fluidní separace a extrakce na tuhé fázi). Pro některé skupiny lipidů může být jedna nebo 

více ze zmíněných technik nevhodná, protože se tím může změnit jejich složení101. Dál se 

získané frakce, resp. všechny lipidy dělí pomocí tenkovrstevné chromatografie (TLC), nebo 

preparativní vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC)100,99. Pro frakci obsahující 

volné a/nebo esterově vázané mastné alkoholy se může použít saponifikace za následné 
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extrakce nesaponifikovatelných složek dietyléterem. Získaná frakce se dál dělí na TLC, kde 

jeden pruh utvoří pouze mastné alkoholy99. 

Pro izolaci frakce mastných alkoholů z jednodušších směsí, jako je odpadní voda, se 

po technikách sloužících k zakoncentrování rovnou použije TLC102.  

2.5.2. Spektrometrické metody 

2.5.2.1. Spektroskopické metody 

Mastné alkoholy vykazují slabou absorpci v UV-VIS oblasti. Ke zvýšení citlivosti 

detekce se musí derivatizovat103. Infračervenou spektroskopii lze pro určení různých 

parametrů monovrstev mastných alkoholů na rozhraní vzduchu a vody, jako například sklon 

molekulových řetězců k vodní hladině, nebo samotnou identifikaci hydroxylové skupiny104.  

2.5.2.2. Hmotnostní spektrometrie 

2.5.2.2.1. Analýza mastných alkoholů obecně 

Z dalších spektrometrických metod se k detekci a identifikaci alkoholů používá 

především hmotnostní spektrometrie. Při detekci elektronovou ionizací je možné je 

detegovat přímo 105 , při použití s plynovou chromatografii se derivatizují k zlepšení 

chromatografických vlastností106. Měkké ionizační techniky (např. ESI, APCI, MALDI) nejsou 

schopny detegovat samotné mastné a terpenické alkoholy s dostatečnou citlivostí6,75. Proto 

je při jejich analýze derivatizace nezbytná. 

Derivatizační techniky mastných alkoholů lze rozdělit na: 1. záměnu hydroxylové 

skupiny za jinou skupinu 2. záměnu vodíku hydroxylové skupiny za derivatizační činidlo a 

3. v případě nenasycených alkoholů adice derivatizačního činidla na dvojnou vazbu. 

První možností transformace primárního alkoholu je jeho oxidace na karboxylovou 

kyselinu Jonesovým činidlem. Po této derivatizaci je možné detegovat samotné 

karboxylové kyseliny v negativním módu76. Druhou možností je změna hydroxylové skupiny 

na skupinu sulfonovou, kterou také lze detegovat v negativním módu107. Pro konkrétnější 

údaje viz tab. 2.3. 

Tab. 2.3: Metody derivatizace hydroxylové skupiny alkoholů.  

Typ derivatizace 
Derivatizace 

látkou 

Vzorec 

látky 
Metoda analýzy Cíl Ref 

Změna 
hydroxylové 

skupiny na jinou 
skupinu 

Oxid 

chromový 
CrO3 ESI-MS 

Oxidace na kyselinu, 

dosáhnutí signálu 

v negativním módu 

76 

Kyselina 

sírová 
H2SO4 

„liquid secondary 

ion mass 

spektrometry“ 

Příprava sulfonových 

kyselin a identifikace 

dvojných vazeb 

107 
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Mezi metody, které vytváří deriváty alkoholů, patří silylace, neboli derivatizace 

alkoholů s organokřemičitými sloučeninami. Silylace je velmi užitečná metoda při analýze 

mastných alkoholů plynovou chromatografii ve spojení s hmotnostní spektrometrii 

s elektronovou ionizací (EI-MS), protože potlačením interakcí dipól-dipól v původních 

alkoholech se po derivatizaci výrazně zvýší jejich těkavost106. Příklady vyvinutých silylací 

jsou v tabulce 2.4. 

 

Tab. 2.4: Příklady derivatizačních činidel sloužících k silylaci alkoholů. 

 

Acylace a alkylace jsou další možnosti derivatizace mastných alkoholů. Mohou se 

použít jako alternativní derivatizace k silylaci při použití v GC/MS. Podobně jako při silylaci 

se sníží polarita derivátů a tím se zvýší jejich těkavost. Mezi acylace patří například 

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

s pentafluorobenzylbromidem106. V snaze zajistit permanentní náboj mastných alkoholů po 

derivatizaci se používají činidla s permanentním kladným nábojem, jako je sůl 2-fluor-N-

methylpyridinia, nebo betainaldehyd. V případě 2-fluor-N-methylpyridinia odstoupí fluor a 

na aromatický kruh se naváže alkohol přes kyslík. Pro další příklady viz tab. 2.5.   

 

 

 

 

Typ derivatizace 
Derivatizace 

látkou 
Vzorec látky 

Metoda 
analýzy 

Cíl Ref 

Silylace 

Trimethyl-
chlorsilan 

 

GC/EI- 
MS 

Stanovení fytolu / 
analýza (ne)nasycených 

alkoholů a diolů 

32 

N-methyl-N-
(trimethyl-

silyl) trifluoro-
acetamid 

 

GC/EI-
MS 

Stanovení aminokyselin, 
mastných alkoholů, 
mastných kyselin a 

sterolů 

20 

GC/EI-
MS 

Identifikace n-, iso- a 
anteiso- alkoholů 

1 

Terc-butyl 
dimethylsilyl 

chlorid  

GC/MS Hledání dvojných vazeb 77 
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Tab. 2.5: Vybrané acylace a alkylace hydroxylové skupiny. 

Typ 
derivatizace 

Derivatizace látkou Vzorec látky 
Metoda 
analýzy 

Cíl Ref 

Acylace 

Pentafluorobenzoyl 
chlorid 

 

GC/CI-MS 
Derivatizace 
chlorovaných 

mastných alkoholů 

82 

Anhydrid kyseliny 
2-sulfobenzoové 

 

HPLC/ESI-
MS 

Derivatizace 
mastných alkoholů 

a ethoxylátů 
alkoholů a jejich 

analýza 

83 

Kyselina nikotinová 

 

EI-MS 
Hledání dvojných 
vazeb a větvení 

mastných alkoholů 

106 

Alkylace 

Diazomethan CH2N2 GC/EI-MS 
Malé zvýšení 
molekulové 
hmotnosti 

106 

Trimethylsilyl 
diazomethan 

 

Možné 
využití 

v EI-MS* 

Alternativa 
k toxickému 

diazomethanu/ 
metylace stericky 
bráněných skupin 

80 

2-fluor-N-
methylpyridinium 
p-toluylsulfonát 

 

HPLC/ESI-
MS 

Současná detekce 
mastných alkoholů 
a jejich ethoxylátů 

108 

*V článku nebyla provedena analýza pomocí MS, ale pomocí NMR. Produkty jsou ale identické jako při methylaci 

diazomethanem, která se v MS využívá. 

Ostatní derivatizace mastných alkoholů jsou založeny na specifické reakci 

hydroxylové skupiny. Pro různé účely mohou být derivatizovány například pyridinem nebo 

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

Typ 
derivatizace 

Derivatizace látkou Vzorec látky 
Metoda 
analýzy 

Cíl Ref 

Ostatní 
derivatizace 
–OH skupiny 

Pyridin  

 

HPLC/ESI-
MS 

Identifikace 
mastných alkoholů 
v tkáni štítné žlázy 

109 

MALDI 

Identifikace 
mastných alkoholů a 

cholesterolu 
v lidských vlasech 

6 

Pyrrolidin-2-on 

 

EI-MS 
Hledání dvojných 
vazeb a větvení 

106 

 

U nenasycených mastných alkoholů je možné derivatizovat jejich násobné vazby 

(tab. 2.7). Jelikož jsou tyto derivatizace univerzální pro všechny nenasycené sloučeniny, 

budou tady uvedeny příklady používaných derivatizací v hmotnostní spektrometrii pro 

podobné sloučeniny (zejména mastné kyseliny a dlouhé uhlovodíky). První skupinou reakcí 

je oxidace dvojných vazeb. Jde například o epoxidaci a ozonolýzu, přičemž je lze uplatnit 

pouze u sloučenin s jednou dvojnou vazbou84. Druhou skupinu reakcí tvoří adice reakčního 

činidla na dvojnou vazbu. Jedním z činidel je dimethyldisulfid, který se může použít i na 

analýzu látek se dvěma dvojnými vazbami, kde podle jejich vzdálenosti od sebe vzniknou 

buď thiomethylové skupiny, nebo cyklické adukty s jedním atomem síry v kruhu110. Pro 

hledání konjugovaných vazeb je vhodný 4-methyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion, který s nimi 

vytváří diels-alderove adukty111. 
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Tab. 2.7: Derivatizace nenasycených mastných alkoholů v místě dvojné vazby. 

Typ 
derivatizace 

Derivatizace látkou Vzorec látky 
Metoda 
analýzy 

Cíl Ref 

Reakce na 
dvojné vazbě 

m-chlór 
perbenzoová 

kyselina 

 

EI-MS Lokalizace 
dvojných vazeb 

nenasycených látek 
s jednou dvojnou 

vazbou 

106 

Ozon O3 EI-MS 

Dimethyldisulfid 
 

GC/EI-
MS 

Lokalizace 
dvojných vazeb 

polynenasycených 
alkoholů 

110 

4-methyl-1,2,4-
triazolin-3,5-dion 

 

GC/EI-
MS 

Geometrie a pozice 
konjugovaných 
dvojných vazeb  

111 

 

2.5.2.2.2. Analýza větvených mastných alkoholů 

Mastné alkoholy lze podle jejich větvení rozdělit plynovou chromatografii1. Samotná 

spektra alkoholů však neposkytují informace o poloze větvení, proto se pro tento musí 

derivatizovat. Pro hledání větvení ze spekter elektronové ionizace existuje několik 

derivatizačních procedur popsaných výše (reakce s kyselinou nikotinovou a pyrrolidin-2-

onem). Větvení se projeví zeslabením signálu v místě větvení. 

 Pro analýzu derivátů mastných alkoholů měkkými ionizačními technikami je vhodné, 

aby měla derivatizační skupina snadno nabíjitelný, případně permanentně nabitý atom. 

Bylo popsáno několik derivatizačních postupů mastných alkoholů pro měkké ionizační 

techniky (viz výše), avšak žádná z nich nebyla prozkoumána na detekci větvení v řetězcích 

alkoholů. 
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3. Cíl práce 

Cílem práce je prozkoumat možnosti derivatizace mastných alifatických alkoholů 

s využitím známých i nově navržených postupů a reakcí. Vzniklé deriváty budou testovány 

s ohledem na možnost jejich detekce pomocí měkkých ionizačních technik hmotnostní 

spektrometrie. Současně se bude testovat možnost využít fragmentační spektra derivátů 

pro určování poloh methylového větvení v řetězcích alifatických alkoholů. 
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4. Experimentální část 

4.1. Použité chemikálie 

 2-Fluor-N-methylpyridinium-p-toluensulfonát (2-FMPS), ≥90%, (Sigma-Aldrich, 

Švýcarsko)  

 4-Jodpyridin, 97%, (Sigma-Aldrich, Čína)  

 8-Methylnonan-1-ol, Sigma-Aldrich (čistota a země původu neuvedena) 

 Aceton, ≥99,8% (Sigma-Aldrich, UK) 

 Acetonitril, 99,9% (Fluka, Německo) 

 Acetylchlorid, ≥99,0% (Fluka, Buchs, Švýcarsko) 

 Arachidylarachidát, (Sigma-Aldrich, Německo, čistota neuvedena) roztok 4 mg/ml, 

2:1 (v/v, aceton:chloroform) připraven v laboratoři školitele  

 Beta-citronelol, 95% (Sigma-Aldrich, Německo), vzorec uveden na obr. 4.1 

 Betainaldehyd chlorid, >99%, (Sigma-Aldrich, USA) 

 Dekan-1-ol, 99% (Sigma-Aldrich, Německo), vzorec uveden na obr. 4.1 

 Dicyklohexylkarbodiimid (DCC), 99% (Sigma-Aldrich, Japonsko) 

 Diethylether, 99,98%, (Lach-ner, Česká republika, destilovaný v laboratoři školitele) 

 Dichlormethan – 99,8% (Lach-Ner, Česká republika, destilovaný v laboratoři 

školitele) 

 Dimetylaminopyridin (DMAP), 98% (Fluka, Čína) 

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

 Ethylacetát, ≥99.7% (Fluka, Německo) 

 Fytol, 97% směs isomerů (Sigma-Aldrich, Německo), vzorec uveden na obr. 4.1 

 Hexan, 97% (Fluka, Německo) 

 Chloroform, p.a., stabilizovaný 1% ethanolem (Penta, Česká republika, destilovaný 

v laboratoři školitele) 

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

 Kyselina 2,5-dihydroxybenzoová (DHB), 98% (Sigma-Aldrich, Německo) 

 Kyseina 5-nitro-2-hydroxybenzoová (NHB), 99%, (Sigma-Aldrich, Švýcarsko) 

 Kyselina fosfomolybdenová (PMA) – činidlo připraveno v laboratoři školitele: 

k 900 ml destilované vody se přidalo 60 ml 96% kyseliny sírové, 25 g hydrátu 

kyseliny fosfomolybdenové a 10 g síranu ceričitého. Směs byla zahřívána na 70 °C 

po dobu 2 hodin 

 Kyselina nikotinová, ≥98% (Sigma-Aldrich, Švýcarsko) 

 Kyselina sírová, 96% p.a. (Penta, Chrudim, Česká republika) 

 Mesylchlorid, ≥99,7% (Sigma-Aldrich, Čína) 

 Methanol, ≥99,9% (Fluka, Německo) 

 Methyljodid, 99%, stabilizovaný (Acros Organics, UK) 

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

 Pyridin, 99,8%, bezvodý, (Sigma-Aldrich, Německo) 

 Pyrrolidin-2-on, ≥99%, (Sigma-Aldrich, USA) 
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 Rhodamin 6G, 95%, (Sigma-Aldrich, UK) ethanolový roztok (0,05%) připraven 

v laboratoři školitele 

 Thionylchlorid, ≥99,9% (Sigma-Aldrich, Německo) 

 Triethylamin (TEA), 99%, (Merck, Německo) 

 Trifenylfosfín, (Lachema, Česká Republika, čistota neuvedena) 

 Toluen, 99% p.a. (Penta, Česká republika) 

 Uhličitan stříbrný, (Lachema, Česká republika, čistota neuvedena) 

Obr. 4.1: Vzorce modelových mastných alkoholů: citronelol (A), dekan-1-ol (B), fytol (C) a eikosan-1-ol (D). 

 

4.2. Použité materiály 

 Silikagel pro TLC (60G, Merck, Německo) 

 Silikagel pro filtraci (velikost částic: 60-120 μm, Merck, Německo) 

 Vata přečištěná Soxhletovou extrakcí ve směsi chloroform:methanol (1:1, v/v) po 

dobu 10 hodin 

 

4.3. Přírodní materiály 

 Panenský včelí vosk, sběr: 2007, lokalita: ČR 

 

4.4. Přístroje a zařízení 

 

 Hmotnostní spektrometr LCQ Fleet (Thermo Fischer Scientific, USA)  

 Hmotnostní spektrometr LTQ Orbitrap XL (Thermo Fischer Scientific, USA) 

 Plynový chromatograf s hmotnostním detektorem Agilent 5975B MSD (Agilent, 

USA) 

 Hmotnostní spektrometr SYNAPT G2 (Waters, USA) 

 Analytické váhy Mettler AE 240 

 Termomixer comfort (Eppendorf, Německo) 

 Elektrická ploténka (ETA, Česká republika) 

 UV lampa Camag (Maneko, Česká republika) 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 

D 
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4.5. Pracovní postupy syntéz derivátů mastných alkoholů 

4.5.1. Příprava derivátů, ve kterých je mastný alkohol vázaný přes kyslík 

 

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

 K 5,5 ml acetonitrilu bylo přidáno 30 μl TEA, 60 μl alkoholu (dekanolu nebo 

citronelolu) a 50 mg 2-FMPS. Reakční směs byla míchána při rychlosti 100 otáček za 

minutu a laboratorní teplotě po dobu 2 hodin. Poté byl objem směsi snížen přibližně na 0,3 

ml odpařováním pod dusíkem. V případě dekanolu byla získána sytě žlutá viskózní kapalina, 

v případě citronelolu žlutohnědá viskózní kapalina. K oběma kapalinám bylo přidáno 1,5 ml 

destilované vody. 

Reakce probíhala dle následující rovnice: 

 

Rovnice č. 1: Reakce alifatického alkoholu s 2-FMPS. 

4.5.1.2. Derivatizace kyselinou nikotinovou a methyljodidem 

 K 0,3 mg kyseliny nikotinové bylo přidáno 20 μl thionylchloridu a vzniklá směs byla 

zahřátá v olejové lázni v skleněné vialce se zúženým dnem (screw neck micro vial) na 

100 °C po dobu 10 minut. Přebytek thionylchloridu byl odpařen proudem dusíku a na 

stěnách se vytvořil bílý prášek chloridu kyseliny nikotinové. Chlorid kyseliny byl rozpuštěn 

v 30 μl 20% roztoku citronelolu (resp. dekanolu) v acetonitrilu. Roztok byl zahřát na 100 °C 

po dobu 1,5 minuty. Byl získán ester kyseliny nikotinové ve formě průhledné kapaliny.   

 K 5,0 μl alikvótu odebraného z připraveného roztoku esteru bylo přidáno 5,0 μl 

methyljodidu. Výsledný roztok byl mírně zahříván horkovzdušnou pistolí po dobu jedné 

minuty pro urychlení reakce. Průhledný roztok se zabarvil silně žlutě až červeně v případě 

citronelyl esteru a slabě zeleně v případě decylesteru.  
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Reakce probíhaly dle následujících rovnic: 

 

Rovnice č. 2 a 3: Esterifikace kyseliny nikotinové za přítomnosti thionylchloridu. 

Rovnice č. 4: Methylace esterů kyseliny nikotinové. 

4.5.1.3. Derivatizace betainaldehydem 

 Zrnko betainaldehydu o hmotnosti přibližně 300 μg bylo ponořeno do 4 μl fytolu a 

byla provedena ultrazvuková sonikace po dobu jedné hodiny. Poté bylo k směsi přidáno 5 μl 

acetonitrilu, ale betainaldehyd se úplně nerozpustil. Směs byla postupně zahřívána z 40 °C 

na 120 °C po dobu 12 minut a poté byla zahřívána na 120 °C po dobu dalších 13 minut. 

Zrnko betainaldehydu zčervenalo, což signalizovalo proběhnutí reakce, tj. vzniku 

hemiacetálu.  

Reakce probíhala dle následující rovnice: 

 

Rovnice č. 5: Syntéza hemiacetálu z betainaldehydu a alifatického mastného alkoholu. 

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

2-hydroxybenzoovou 

 Byly připraveny čtyři vzorky o složení shrnutém v tab. 4.1. 

Tab. 4.1: Složení vzorků při derivatizaci kyselinami DHB a NHB. 

Vz. č. hmotnost kyseliny (mg) objem alkoholu (μl) 

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 všech vzorků bylo přidáno 300 μl dichlormethanu, přičemž se nikdy zcela 

nerozpustila ani jedna kyselina. Ke každému vzorku bylo přidáno 3,2 mg DCC v 100 μl 
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dichlormethanu sloužícího jako aktivátor kyseliny a 2 mg DMAP sloužícího jako katalyzátor. 

Směs se nechala míchat při laboratorní teplotě po dobu 3,5 hodin a rychlosti 300 otáček za 

minutu. Po skončení reakce byla provedena analytická TLC na komerčním silikagelu a 

s mobilní fází hexan:etylacetát (v/v, 83:17). Látky byly vizualizovány pomocí PMA. Poté 

byla provedena preparativní TLC se stejnou mobilní a stacionární fází, pásy produktů byly 

vizualizovány pod UV lampou (λ = 254 nm), označeny tužkou a seškrábány do 6 ml 

acetonitrilu. Následně byla provedena extrakce ultrazvukovou sonikací po dobu 45 minut při 

laboratorní teplotě. Nakonec se vzniklé roztoky přefiltrovaly, aby byly zbaveny pevných 

částí. Byly získány estery kyselin DHB a NHB s citronelolem a dekanolem. 

Reakce probíhala dle následující rovnice: 

 

Rovnice č. 6: Schéma esterifikace vybraných karboxylových kyselin a alkoholů. R1 = -OH, -NO2 

4.5.2. Příprava derivátů, ve kterých je mastný alkohol vázaný přes dusík 

 

4.5.2.1. Derivatizace pyridinem 

 K 400 μl acetonitrilu bylo přidáno 5μl alkoholu (dekanolu, citronelolu, 

8-methylnonanolu, nebo fytolu). Pro 4,5 mg eikosanolu bylo jako rozpouštědlo použito 500 

μl směsi acetonitril:hexan v poměru 9:1. Ke všem zmíněným roztokům bylo následně 

přidáno 5 μl pyridinu a 5 μl mesylchloridu. Všechny roztoky byly zahřívány na 50 °C po 

dobu dvou hodin. 

Reakce probíhala dle následující souhrnné rovnice: 

 

Rovnice č. 7: Obecná stechiometrická rovnice reakce pyridinu a alifatických mastných alkoholů. 

4.5.2.2. Derivatizace 4-jodpyridinem 

 K 1 ml acetonitrilu bylo přidáno 10 mg 4-jodpyridinu, čím se vytvořil přesycený 

roztok. Následně bylo k přesycenému roztoku přidáno 5μl fytolu a 5 μl mesylchloridu. 

Výsledný roztok byl zahříván 2 hodiny při 50 °C. 
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Reakce probíhala dle následující souhrnné rovnice: 

 

Rovnice č. 8: Stechiometrická rovnice reakce 4-jodpyridinu, alifatického alkoholu a mesylchloridu. 

4.5.2.3. Derivatizace isochinolinem 

 K 1 ml acetonitrilu bylo přidáno 5 μl isochinolinu, 5 μl fytolu a 5 μl mesylchloridu. 

Výsledný roztok měl růžovou barvu. Následně byl zahřát na 2 hodiny při teplotě 50 °C. 

Reakce probíhala dle následující souhrnné reakce: 

 

Rovnice č. 9: Stechiometrická rovnice reakce isochinolinu, fytolu a mesylchloridu. 

 

4.5.2.4. Derivatizace triethylaminem 

 K 10 μl fytolu bylo přidáno 10 μl mesylchloridu a poté 10 μl TEA. Bylo pozorováno 

vyvíjení bílé páry v důsledku prudkého zahřátí směsi. Následně bylo k směsi přidáno 400 μl 

acetonitrilu a výsledný roztok se nechal zahřívat jednu hodinu při 40 °C. Při zahřívání roztok 

slabě zežloutnul. 

Reakce probíhala dle následující souhrnné rovnice: 

 

Rovnice č. 10: Stechiometrická rovnice reakce TEA, alifatického alkoholu a mesylchloridu. 

 

4.5.2.5. Derivatizace pyrrolidin-2-onem 

 Alkohol o objemu 5 μl (citronelol, fytol, nebo dekanol) byl vždy rozpuštěn v 100 μl 

acetonitrilu a následně bylo k roztokům přidáno 5 μl mesylchloridu a 5 μl pyrrolidin-2-onu. 

Roztoky byly dál zahřívány 3 hodiny při teplotě 60 °C.   
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Bylo naváženo 1,0 mg eikosan-1-olu, který byl následně rozpuštěn v 50 μl hexanu 

a dál bylo přidáno 200 μl acetonitrilu. Poté bylo k roztoku přidáno 5 μl mesylchloridu a 5 μl 

pyrrolidin-2-onu. Roztok byl zahříván 3 hodiny při teplotě 60 °C. 

Reakce probíhala dle následující souhrnné rovnice: 

 

Rovnice č. 11: Stechiometrická rovnice reakce pyrrolidin-2-onu, alkoholu a mesylchloridu. 

 

4.5.3. Příprava derivátů, ve kterých je mastný alkohol vázaný přes fosfor 
 

4.5.3.1. Derivatizace trifenylfosfinem 

 Bylo naváženo 0,8 mg trifenylfosfínu a následně rozpuštěno v 200 μl acetonitrilu. 

Dál bylo k roztoku přidáno 2,5 μl fytolu a 2,0 μl mesylchloridu. Roztok byl poté zahříván 

3 hodiny při teplotě 60 °C. 

Reakce probíhala dle následující souhrnné rovnice: 

 

Rovnice č. 12: Stechiometrická rovnice reakce trifenylfosfínu, fytolu a mesylchloridu. 

 

4.6. Pracovní postupy při isolaci mastných alkoholů z voskových 

esterů z včelího vosku a jejich následné derivatisace 

 

4.6.1. Isolace voskových esterů z včelího vosku tenkovrstevnou 

chromatografií 

4.6.1.1. Analytická tenkovrstvá chromatografie 

Včelí vosk (100 mg) byl zcela rozpuštěn v 5 ml chloroformu. Roztok byl následně 

analyzován pomocí TLC pro zjištění retardačního faktoru voskových esterů. Jako standard 

pro voskové estery byl použit roztok arachidylarachidátu. Pro analytickou TLC byla použita 

skleněná destička (25x75mm) se silikagelem (silikagel 60G, Merck), na kterou byly vzorky 
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naneseny skleněnou kapilárou. Jako mobilní fáze se použila směs diethylether:hexan (7:93 

v/v). Po skončení vyvíjení byla provedena vizualizace sprejováním 10% roztokem kyseliny 

sírové ve vodě (v/v) a následným zahřátím desky horkovzdušnou pistolí. 

4.6.1.2. Preparativní tenkovrstvá chromatografie 

Pro isolaci voskových esterů byla provedena preparativní TLC. Pro preparativní TLC 

bylo použito 12 skleněných destiček (60x75mm) se silikagelem (silikagel 60G, Merck), na 

které byl nanášen roztok včelího vosku skleněnou kapilárou vždy třikrát na startovní linii. 

Poté byla jako mobilní fáze použita směs diethylether:hexan (7:93 v/v). Po vyvinutí a 

vyschnutí byly desky postříkány ethanolovým roztokem rhodaminu 6G (0,05%). Po 

odpaření ethanolu byly pod UV lampou při vlnové délce 254 nm vizualizovány a označeny 

pásy voskových esterů. Identifikace byla provedena na základě porovnání pozic skvrn 

z analytické TLC a pásů z preparativní TLC. Následně byly pásy voskových esterů z 

preparativních desek seškrábány do kolonky na vrstvu vaty, která byla překryta práškovým 

silikagelem o velikosti zrn 60-120 μm. Voskové estery byly pak extrahovány 8 ml éteru, 

který byl následně částečně odpařen proudem plynného dusíku a při objemu přibližně 2 ml 

byl přesunut do předem zvážené skleněné vialky. Obsah vialky byl odpařen do sucha a 

vialka byla vážená do chvíle, kdy už si udržovala konstantní hmotnost. Celkem bylo získáno 

7,4 mg voskových esterů. 

Pro analýzu plynovou chromatografii bylo 0,9 mg voskových esterů rozpuštěno v 0,9 

ml chloroformu.    

4.6.2. Transesterifikace voskových esterů na mastné alkoholy a 

methylestery mastných kyselin 

Voskové estery o hmotnosti 3,0 mg isolované podle postupu uvedeném v kapitole 

4.6.1. byly v ampuli rozpuštěny v 250 μl směsi methanolu a chloroformu (3:2 v:v). Pro 

dosažení rozpuštění byla směs zahřáta na 55 °C. Následně bylo ke směsi v ampuli přidáno 

17 μl acetylchloridu a ampule byla ponořena na 3 minuty do suchého ledu. Po zchlazení 

obsahu ampule byla zatavena nad plynovým horákem a vložena do vodní lázně na jednu 

hodinu při teplotě 70 °C. Po ukončení transesterifikační reakce byla ampule otevřena a 

reakční směs zneutralizována uhličitanem stříbrným. Kapalina nad pevnou fází byla 

převedena do vialky s insertem.  

4.6.3. Isolace mastných alkoholů ze směsi po transesterifikaci 

tenkovrstvou chromatografií 

 

4.6.3.1. Analytická tenkovrstvá chromatografie 

Byla provedena analytická TLC směsi mastných alkoholů a methylesterů mastných 

kyselin. Jako standard byl použit roztok arachidylarachidátu ke zjištění přítomnosti 

nezreagovaných voskových esterů a roztok eikosanolu k zjištění retardačního faktoru 

mastných alkoholů. Jako stacionární fáze byl použitý silikagel (silikagel 60G, Merck) na 
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skleněném sklíčku (25x75mm), na který byly vzorky aplikovány skleněnou kapilárou. Jako 

mobilní fáze byla použita směs diethylether:hexan (7:93, v/v) a při druhé optimalizaci směs 

těchto rozpouštědel v jiném poměru (17:83, v/v). Po ukončení vyvíjení a usušení desek byla 

provedena vizualizace 10% vodním roztokem kyseliny sírové (v/v) a zahřátím 

horkovzdušnou pistolí. Pro následující preparativní TLC byla vybrána mobilní fáze 

diethylether:hexan (17:83, v/v).  

4.6.3.2. Preparativní tenkovrstvá chromatografie 

Po identifikaci mastných alkoholů a přizpůsobení mobilní fáze k TLC analýze byla 

provedena preparativní TLC. Byla použita skleněná deska (60x75 mm), na níž byla 

stacionární fáze silikagel (silikagel 60G, Merck). Na desku byla nanesena směs mastných 

alkoholů a methylesterů mastných kyselin skleněnou kapilárou. Jako mobilní fáze byla 

použita směs diethylether:hexan v poměru 1:5. Po ukončení vyvíjení a vysušení desky byla 

deska postříkaná alkoholickým roztokem rhodaminu 6G. Po odpaření ethanolu byl pruh 

mastných alkoholů vizualizován pod UV lampou UV zářením o vlnové délce 254 nm. 

Následně byl seškrábán do skleněné kolonky na vrstvu vaty, která byla částečně překryta 

vrstvou práškového silikagelu o velikosti zrn 60-120 μm. Seškrábaný silikagel byl 

extrahován 8 ml diethyletheru. Diethylether byl odpařen do objemu přibližně 2 ml a vzorek 

byl převeden do předem zvážené skleněné vialky. Odpařování diethyletheru pokračovalo dál 

ve vialce až do konstantní hmotnosti vialky. Bylo isolováno 1,3 mg směsi mastných 

alkoholů, které byly rozpuštěny v 900 μl chloroformu a analyzovány na GC/MS. Po 

opětovném odpaření zbylo opět 1,3 mg směsi mastných alkoholů, které byly až do doby 

derivatisace uchovávany pod hexanem (ve kterém se nerozpustily) při teplotě 4 °C. 

4.6.4. Derivatizace mastných alkoholů z voskových esterů včelího vosku 

pyrrolidin-2-onem  

Hexan, kterým byly převrstveny mastné alkoholy byl odpařen až do konstantní 

hmotnosti vialky. Alkoholy byly rozpuštěny v 50 μl toluenu a následně bylo k roztoku 

přidáno 150 μl acetonitrilu, 1 μl pyrrolidin-2-onu a 1 μl mesylchloridu. Roztok byl zahříván 

3 hodiny při teplotě 60 °C (pro reakční schéma viz rovnice č 11). 

4.7. Měření derivátů alkoholů na hmotnostních spektrometrech 

 

4.7.1. Měření spekter na spektrometru LCQ Fleet 

Deriváty alkoholů byly studovány na hmotnostním spektrometru LCQ Fleet se 

sférickou iontovou pastí. Analýza byla prováděna přímým nástřikem do iontového zdroje 

pro ESI, nebo APCI. Parametry jsou uvedeny v tab. 4.2. Kolizní energie byly vždy 

nastavovány individuálně, v rozsahu 20,0 – 31,5%. Nastavování šířky isolačního okna bylo 

také nastavováno manuálně, v rozmezí 1,0 – 1,5 Da. Časový záznam byl pořizován po dobu 

1 až 2 minut. K vyhodnocování dat byl použitý program Xcalibur, verze 3.0.63 (Thermo 

Fischer Scientific, USA). 
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Tab. 4.2: Nastavení iontového zdroje při měření na LCQ Fleet. 

Parametr 
Hodnota 

ESI+ ESI- APCI+ 

Teplota zmlžovače (°C) / / 375 
Teplota kapiláry (°C) 275  275 275 
Napětí na tubusové čočce (V) 75,0 -125,0 105,0 
Napětí na kapiláře (V) 10,0 -45,0 21,2 
Průtok dusíku (steath gas) (a.u.) 8,00 8,00 60,00 
Průtok dusíku (auxilliary gas) (a.u.) 0,00 0,00 10,00 

 

4.7.2. Měření spekter na spektrometru LTQ Orbitrap XL 

Deriváty alkoholů byly také studovány na hmotnostním spektrometru LTQ Orbitrap 

XL s lineární i orbitrální pastí. Analýza byla prováděna přímým nástřikem do iontového 

zdroje pro ESI nebo APCI. K analýze byla použita metoda s parametry uvedenými v tab. 4.3. 

Kolizní energie byly vždy nastavovány individuálně, v rozsahu 20,0 – 30,0% (pro lineární 

iontovou past) a 18,0 – 53,0% (pro orbitrální past). Šířka isolačního okna byla vždy 1,0 Da 

(pro lineární iontovou past i orbitrální past). Časový záznam byl pořizován po dobu 1 až 2 

minut. K vyhodnocování dat byl použitý program Xcalibur, verze 3.0.63 (Thermo Fischer 

Scientific, USA). 

Tab. 4.3: Nastavení iontového zdroje při měření na LTQ Orbitrap XL. 

Parametr 
Hodnota 

ESI+ ESI- APCI+ 

Teplota zmlžovače (°C) / / 350 
Teplota kapiláry (°C) 275  275 200 
Napětí na tubusové čočce (V) 150,0 -120,0 100,0 
Napětí na kapiláře (V) 9,0 -16,0 30,0 
Průtok dusíku (steath gas) (a.u.) 35,00 50,00 55,00 
Průtok dusíku (auxilliary gas) (a.u.) 5,00 10,00 5,00 

 

4.7.3. Měření spekter na spektrometru Synapt G2 

Derivát fytolu a betainaldehydu byl studován na hmotnostním spektrometru Synapt 

G2 s TOF analyzátorem. Analýza byla prováděna přímým nástřikem do ESI zdroje. Napětí 

na sprejovací kapiláře bylo nastaveno na 3,00 kV, napětí na vzorkovací kónické elektrodě 

bylo 15,00 V a napětí na extrakčním kónusu bylo 4,00 V. Teplota ve zdroji byla 120 °C, 

desolvatační teplota byla 220°C. Průtok desolvatačního plynu byl 600 a.u. Kolizní energie 

byla nastavena individuálně na hodnotu 35%. Šířka isolačního okna byla vždy 1,0 Da. 

Časový záznam byl pořizován po dobu 1 minuty. K vyhodnocovaní dat byl použitý program 

MassLynx, verze 4.1 (Waters). 
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4.7.4. Analýzy vzorků pomocí plynové chromatografie s hmotnostní 

detekcí 

Deriváty pyrrolidin-2-onu byly analyzovány na GC/MS Agilent se zdrojem pro 

elektronovou ionizaci a kvadrupólovým analyzátorem. Přístroj byl vybaven kapilární 

kolonou Restek 13423 (30,0 m x 250,00 μm, tloušťka filmu 0,25 μm). Vzorek byl dávkovám 

pomocí automatického dávkovače Agilent (injektor série 7683B). Pro sběr a vyhodnocení 

dat byl použit program Data analysis software - enhanced mode (Agilent Technologies).  

Při GC/MS analýzách derivátů pyrrolidin-2-onu bylo využito dávkování s děličem 

toku a dělící poměr byl 10:1 s dávkovaným objemem vzorku 1 μl a teplotou injektoru 

200 °C. Nosným plynem bylo hélium. Teplotní program byl nastaven tak, že počáteční 

teplota kolony 40 °C byla udržována 2 minuty, následně byla zvyšovaná rychlostí 8 °C.min
-1

 

do teploty 200 °C, dále se rychlost zvýšila na 2°C.min
-1 

až do konečné teploty 320 °C, která 

byla udržována dalších 10 minut. Vyhřívané rozhraní bylo topeno na 280 °C, kvadrupólový 

hmotnostní analyzátor na 150 °C (max. 200 °C) a teplota zdroje činila 230 °C (max. 250 °C). 

Použitá ionizační energie byla 70 eV a spektra byla snímána v rozsahu m/z 25-600. 

Při GC/MS analýzách voskových esterů včelího vosku bylo využito dávkování 

s děličem toku a dělící poměr byl 5:1 s dávkovaným objemem vzorku 2 μl a teplotou 

injektoru 230 °C. Nosným plynem bylo hélium. Teplotní program byl nastaven tak, že 

počáteční teplota kolony 60 °C byla udržována 2 minty, následně byla zvyšovaná rychlostí 

10 °C.min
-1

 do konečné teploty 330 °C, která byla udržována dalších 30 minut. Vyhřívané 

rozhraní bylo topeno na 300 °C, kvadrupólový hmotnostní analyzátor na 150 °C (max. 

200 °C) a teplota zdroje činila 230 °C (max. 250 °C). Použitá ionizační energie byla 70 eV a 

spektra byla snímána v rozsahu m/z 25-800. 

Při GC/MS analýzách mastných alkoholů z voskových esterů včelího vosku bylo 

využito dávkování s děličem toku a dělící poměr byl 5:1 s dávkovaným objemem vzorku 2 

μl a teplotou injektoru 230 °C. Nosným plynem bylo hélium. Teplotní program byl nastaven 

tak, že počáteční teplota kolony 60 °C byla udržována 2 minty, následně byla zvyšovaná 

rychlostí 10 °C.min
-1

 do konečné teploty 320 °C, která byla udržována dalších 10 minut. 

Vyhřívané rozhraní bylo topeno na 280 °C, kvadrupólový hmotnostní analyzátor na 150 °C 

(max. 200 °C) a teplota zdroje činila 230 °C (max. 250 °C). Použitá ionizační energie byla 

70 eV a spektra byla snímána v rozsahu m/z 25-800. 
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5. Výsledky a diskuze 
 

5.1. Hmotnostní spektra derivátů alkoholů spojených 

s derivatizačním činidlem přes kyslík 

5.1.1. Spektra derivátů alkoholů po reakci s 2-fluor-N-methylpyridinium-

p-toluensulfonátem 

 
Deriváty 2-FMPS byly analyzovány na lineární iontové pasti a orbitrální pasti. Jako 

iontový zdroj byl použitý ESI a pozitivní mód detekce, jelikož měly sloučeniny permanentní 

kladný náboj.  

Provedení reakce bylo velmi jednoduché. Analýzou hmotnostní spektrometrii byly 

detegovány oba produkty s velmi dobrou intenzitou signálu. Potvrdilo se tedy uspokojivé 

zvýšení detekčního limitu mastných alkoholů touto metodou.  

Při MS/MS se deriváty alkoholů (citronelolu a dekanolu) a 2-FMPS rozpadaly na 

2-hydroxy-1-methylpyridiniový ion (m/z 110) a neutrální alken (v případě citronelolu na 

neutrální alkadien). Pro lokalizaci větvení je tato derivatizace nevhodná. (obr. 5.1 a 5.2).  

 

Obr. 5.1: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu 2-FMPS a dekanolu na lineární iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 24,0%. 

Strmen, vz1frgCID #11-39 RT: 0.10-0.37 AV: 29 NL: 1.12E4
T: ITMS + p ESI Full ms2 250.20@cid24.00 [65.00-275.00]
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Obr. 5.2: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu 2-FMPS a citronelolu na orbitrální pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 18,0%. 
 

 

5.1.2. Spektra derivátů alkoholů po reakci s kyselinou nikotinovou a 

methyljodidem 

 
Ester kyseliny N-methylnikotinové a citronelolu byl analyzován na orbitrální pasti. 

Jako iontový zdroj byl použitý ESI a pozitivní mód detekce.  

 

Esterifikace byla z hlediska provedení náročnější, ale rychlejší, než předešlá reakce 

s 2-FMPS. Methylace methyljodidem byla jednoduchá i rychlá. Opět došlo k zvýšení 

detekčního signálu alkoholu.  

V MS/MS spektru byl pozorován pouze jediný fragment o m/z 138, který odpovídal 

kladně nabité kyselině N-methylnikotinové. Pro hledání větvení je tato metoda rovněž 

nevhodná (obr. 5.3). 
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Obr. 5.3: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny N-methylnikotinové a citronelolu na ORBITRAP-u. Analýza 

proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 25,0%. 

 

5.1.3. Spektra derivátů alkoholů po reakci s betainaldehydem 
 

Derivát betainaldehydu a fytolu byl fragmentován ve sférické ionové pasti. Pro 

srovnání fragmentací byl vzorek také měřen na přístroji Synapt G2. Jako iontový zdroj byl 

ve všech případech použitý ESI a pozitivní mód detekce. 

Derivatizace betainaldehydem byla podobně náročná, jako esterifikace kyselinou 

nikotinovou. Při této reakci musela být dodržena optimální teplota a čas reakce, aby nezačal 

vznikat acetál z hemiacetálu. Vznik hemiacetálu byl doprovázen zabarvením vzorku 

dočervena. Analýza hmotnostní spektrometrii prokázala přítomnost žádaného produktu ve 

spektru, takže tato metoda je taky vhodná pro detekci primárních mastných alkoholů. 

 Fragmentační analýza na sférické iontové pasti nepotvrdila možnost využití této 

derivatizace pro lokalizaci větvení, jelikož žádané fragmenty mezi m/z 120 a m/z 398 nebyly 

v tomto spektru přítomny. Prekurzor se štěpil hlavně na betain o m/z 118 a 

2,2-dihydroxy-N,N,N-trimethylamoniový kation o m/z 120 (obr. 5.4). MS/MS analýza na 

Synapt G2 prokázala, že majoritním fragmentem je ion o m/z 102 (betainaldehyd), který 

nebylo při předešlé fragmentaci možné pozorovat v důsledku cut-off iontové pasti. Ani tady 

nebyly pozorovány významné fragmenty mezi m/z 120 a m/z 398 (obr. 5.5).  
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Obr. 5.4: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu betainaldehydu a fytolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla 

přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 31,5%.  

Obr. 5.5: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu betainaldehydu a fytolu na Synapt-TOF-u. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 35%. 

 

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

hydroxybenzoovou; nebo 2,5-dihydroxybenzoovou  
Estery kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové a citronelolu a dekanolu byly 

analyzovány na sférické iontové pasti, estery kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové byly 

analyzovány na orbitrální pasti. Při všech analýzách byl jako iontový zdroj použitý ESI a 

měření byla prováděna v negativním módu detekce. 
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Tyto esterifikace byly náročnější, než doposud prováděné reakce, protože bylo nutné 

oddělit estery od nezreagovaných výchozích látek pomocí TLC. I v tomhle případě bylo 

pozorováno výrazné zvýšení detekčního limitu mastných alkoholů a jejich detekci 

v negativním módu. 

Fragmentace obou esterů NHB je obdobná jako v předešlých případech, estery se 

štěpí zpět na deprotonovanou kyselinu, případně se z benzenového jádra odštěpují funkční 

skupiny. Pík o m/z 182 odpovídá 2-karboxy-4-nitrofenolátovému aniontu, nebo 2-hydroxy-

5-nitrokarboxylátovému aniontu. Pík o m/z 138 odpovídá 4-nitrofenolátovému aniontu, 

případně se náboj může přesmykovat na benzenové jádro. Ion o m/z 108 může vznikat 

ztrátou formaldehydu z píku o m/z 138. V oblasti mezi m/z 182 a m/z 320, resp. m/z 322 

nebyly nalezeny žádné fragmenty, které by nebylo možné zařadit do šumu (obr. 5.6 a 5.7).  

Obr. 5.6: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové a citronelolu na sférické iontové pasti. 
Analýza proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní 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. 
Analýza proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 29,0%. 

Estery alkoholů a DHB se fragmentují stejným mechanismem jako estery alkoholů a 

NHB. Pík o m/z 153 odpovídá karboxyhydroxyfenolátovému aniontu, nebo 

2,5-dihydroxykarboxylátovému aniontu. Pík o m/z 135 vzniká dehydratací píku o m/z 153, 

pík o m/z 109 odpovídá 4-hydroxyfenolátovému aniontu a pík o m/z 107 má sumární vzorec 

C6H3O2 a vzniká ztrátou kyseliny mravenčí z iontu o m/z 153. Pík o m/z 216 na obr. 5.9 

nepatří do fragmentačního spektra. Ve výsledku se obě derivatizace ukázaly jako nevhodné 

při hledání větvení mastných alkoholů (obr. 5.8 a 5.9). 

 

Obr. 5.8: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové a citronelolu na ORBITRAP-u. Analýza 

proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 22,0%.  

 

Obr. 5.9: ESI-MS/MS spektrum (CID) esteru kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové a dekanolu na ORBITRAP-u. Analýza 

proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 20,0%. 
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5.1.5. Shrnutí k spektrům derivátů alkoholů vázaných přes kyslík 

Všechny analyzované deriváty vázané přes kyslík je možné použít pro ESI detekci 

mastných alkoholů. Významně se ale fragmentovaly v místě napojení uhlovodíkového 

řetězce mastného alkoholu na derivatizační činidlo přes kyslík. Lze předpokládat, že se 

obdobně budou chovat i další deriváty spojené s derivatizačním činidlem přes kyslík. 

 

5.2. Hmotnostní spektra derivátů alkoholů obsahujících dusík 

5.2.1. Spektra derivátů alkoholů po reakci s pyridinem 
 

Deriváty pyridinu s citronelolem, fytolem, eikosan-1-olem a dekanolem byly 

analyzovány na sférické iontové pasti. Všechna měření byla provedena v pozitivním módu. 

 

Analýza hmotnostní spektrometrii potvrdila použitelnost této derivatizace při detekci 

mastných alkoholů. Reakce proběhla, i když byl do reakční směsi přidán mesylchlorid a ne 

trifluormethansulfonanhydrid, jako uvádí literatura
6,109

.  

 

Při fragmentaci derivátu pyridinu a fytolu se ve spektru objevily fragmenty vzdálené 

od sebe vždy o 14 da. Jednalo se o karbokationty s obecným sumárním vzorcem CnH2n. Na 

základě jejich intenzit však bohužel nelze identifikovat žádné větvení v řetězci fytolu. 

Pravděpodobně docházelo k neutrální ztrátě molekuly se sumárním vzorcem C9H13N a 

následné fragmentaci iontu C16H31
+ 

o m/z 223. Za tuto neutrální ztrátu může být zodpovědné 

větvení u dvojné vazby. HCD spektrum derivátu pyridinu a fytolu prokazuje jeho primární 

rozpad na pyridiniový kation o m/z 80 (obr. 5.10 a 5.11).  
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Obr. 5.10: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyridinu a fytolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,5 Da a kolizní energie 25,2%. 

 

Obr. 5.11: ESI-MS/MS spektrum (HCD) derivátu pyridinu a fytolu na orbitrální pasti. Analýza proběhla přímým nástřikem. 

Šířka isolačního okna byla 1,5 Da a kolizní energie 25,0%. 

Eikosan-1-ol má při CID fragmentaci velmi chudé fragmentační spektrum, protože se 

derivát fragmentuje výlučně na nabitý pyridiniový kation, který nelze vidět kvůli cut-off 

vyplývajícího z principu iontové pasti. Zanedbatelný výskyt píků může být způsoben právě 

chybějícím větvení blízko pyridinového jádra (obr. 5.12). 

Obr. 5.12: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyridinu a eikosan-1-olu na kvadrupólu. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,5 Da a kolizní energie 34,0%. 
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Fragmentační spektrum derivátu pyridinu a citronelolu demonstruje primární rozpad 

derivátu na protonovaný pyridin (m/z 80) a neutrální uhlovodíkový řetězec. Pík o m/z 83 

může vznikat stejným mechanizmem, jako pík 223 u derivátu fytolu (neutrální ztrátou 

C9H13N). Větvení řetězce se ani v tomto případě nedá ze spektra zjistit. Derivatizace 

pyridinem se také ukázala jako nevhodná pro hledání větvení (obr. 5.13).  

Obr. 5.13: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyridinu a citronelolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 26,0%. 

 

5.2.2. Spektra derivátů alkoholů po reakci s 4-jodpyridinem 
 

Derivát fytolu a 4-jodpyridinu byl analyzován na sférické iontové pasti v pozitivním 

módu detekce.  

Zvýšení citlivosti detekce fytolu po derivatizaci 4-jodpyridinem bylo stejně účinné, 

jako při derivatizace pyridinem. Derivát 4-jodpyridinu a fytolu se však na rozdíl od derivátů 

pyridinu fragmentuje výhradně zpátky na protonovaný 4-jodpyridin. Pro lokalizaci větvení 

mastných alkoholů je i tato metoda neúčinná (obr. 5.14).  
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Obr. 5.14: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu 4-jodpyridinu a fytolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,5 Da a kolizní energie 22,0%. 

 

5.2.3. Spektra derivátů alkoholů po reakci s isochinolinem 
 

Derivát fytolu a isochinolinu byl analyzován na sférické iontové pasti v pozitivním 

módu. Účinnost detekce i možnosti lokalizace větvení byla stejná, jako u derivátu 

4-jodpyridinu, jelikož se fragmentuje zpátky na protonizovaný isochinolin (m/z 130). Tato 

derivatizace také není vhodná k analýze větvení na řetězcích mastných alkoholů (obr. 5.15).  

Obr. 5.15: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu isochinolinu a fytolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 25,0%. 
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5.2.4. Spektra derivátů alkoholů po reakci s triethylaminem 
 

Derivát fytolu a TEA byl analyzován na sférické iontové pasti v pozitivním módu 

detekce. Účinnost při zlepšení detekci hmotnostní spektrometrii byla stejně dobrá, jako u 

derivatizaci pyridinem. Fragmentace tohoto derivátu byla analogická fragmentaci derivátu 

fytolu a pyridinu (obr. 5.16). Z toho lze předpokládat obdobné chování i při ostatních 

derivátech a fragmentačních technikách, proto další experimenty nebyly prováděny.  

Obr. 5.16: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu TEA a fytolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,5 Da a kolizní energie 28,0%. 

 

5.2.5. Spektra derivátů alkoholů po reakci s pyrrolidin-2-onem 

 

5.2.5.1. Analýza zdrojem APCI 
Deriváty pyrrolidin-2-onu s citronelolem, dekanolem a fytolem byly měřeny na 

sférické iontové pasti v pozitivním módu.  

 

Derivát poskytoval v APCI dobrou intenzitu signálu, jako u předešlých derivatizací. 

Byla vykonána podobným postupem jako derivatizace ostatními derivatizačními činidly 

obsahujícími dusík, místo trifluormethansulfonanhydridu byl znovu použit mesylchlorid, 

přičemž reakce proběhla pouze v jednom kroku a bez nutnosti použití dalších činidel, které 

uvádí literatura (například terc-butoxid sodný a dimethylsulfoxid)
106

. 

 

Derivát pyrrolidin-2-onu a citronelolu se fragmentoval především na pyrrolidinonový 

kation. Píky o m/z 69 a m/z 83 reprezentují karbokationty z řetězce citronelolu (obr. 5.17). 

Derivát pyrrolidin-2-onu a dekanolu neposkytnul kromě píku o m/z 86 žádné jiné významné 

fragmenty (obr. 5.18). 
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Obr. 5.17: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyrrolidin-2-onu a citronelolu na sférické iontové pasti. Analýza 

proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,5 Da a kolizní energie 20,0%. 

 

Obr. 5.18: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyrrolidin-2-onu a dekanolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla 

přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 22,0%. 

 

Fragmentační spektrum derivátu fytolu obsahuje mnohem víc fragmentů, než spektra 

předešlých dvou derivátů. Kvůli cut-off není vidět pík o m/z 86, který by byl pravděpodobně 

dominantní, jako v předešlých dvou případech. Naproti tomu je pozorována řada píků 
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vzdálených od sebe vždy o 14 Da, která odpovídá štěpením po methylenové jednotce. 

Výjimku tvořil pík o m/z 346, který vznikal dehydratací prekurzoru, pík o m/z 322 vznikal 

neutrální ztrátou ethenonu a pík o m/z 308 vznikal neutrální ztrátou propenonu. Píky o 

m/z 322 a m/z 308 se mohly dál fragmentovat a poskytnout fragmenty o stejné m/z, jako 

výchozí derivát. Jednalo by se o posunuté série vůči sérii výchozího derivátu, což by mohlo 

být důvodem výskytu píků, které by podle předpokladu měly být výrazně méně intenzivní 

(jedná se o píky m/z 196 a m/z 266). Jedině píky o m/z 126 a m/z 336 jsou prokazatelně nižší, 

než okolní píky a tím naznačují přítomnost větvení. Jakou mírou přispívají jednotlivé 

fragmentační série k intenzitě píků, není známo.
 

Obr. 5.19: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyrrolidin-2-onu a fytolu na sférické iontové pasti. Analýza proběhla 

přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 27,0%. 

Deriváty pyrrolidin-2-onu s fytolem a eikosan-1-olem byly analyzovány na lineární 

iontové pasti v pozitivním módu detekce. 

Fragmentační spektrum derivátu fytolu z lineární iontové pasti je obdobné, jako ze 

sférické iontové pasti (obr. 5.20). Fragmentační spektrum derivátu eikosan-1-olu se však 

výrazně liší od předešlých spekter výskytem málo intenzivních píků s lichou hodnotou m/z 

(počínaje píkem m/z 113). Důvod této změny povahy fragmentace není znám. Pík o m/z 281 

odpovídá nabitému eikosanylovému řetězci, tj. neutrální ztrátě pyrrolidin-2-onu. Zvýšená 

intenzita píku o m/z 325 má neznámý původ, pravděpodobně se jedná o fragment isomerní 

nečistoty se stejnou m/z jako prekurzor (obr. 5.21). 
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Obr. 5.20: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyrrolidin-2-onu a fytolu na lineární iontové pasti. Analýza proběhla 

přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 20,0%. 

Obr. 5.21: APCI-MS/MS spektrum (CID) derivátu pyrrolidin-2-onu a eikosan-1-olu na lineární iontové pasti. Analýza 

proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 24,0%. 
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5.2.5.2. Analýza pomocí plynové chromatografie/hmotnostní spektrometrie 

Derivatizace pyrrolidin-2-onem byla popsána pro EI-MS
106

, proto byla odzkoušena i 

při elektronové ionizaci, konkrétně pro derivát eikosanolu a fytolu. 

EI spektrum derivátu eikosan-1-olu obsahuje dominantně zastoupenému iontu o m/z 

86. Fragmenty s hmotou větší, než m/z 112, jsou výlučně sudé, jelikož prekurzorový ion je 

lichý a dochází ke ztrátám radikálů s lichou hodnotou m/z (obr. 5.22 a 5.23). 

Obr. 5.22: EI-MS spektrum derivátu pyrrolidin-2-onu a eikosanolu na kvadrupólovém analyzátoru. 

  

Obr. 5.23: Detail spektra z obrázku 5.22. 
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Fragmentační spektrum derivátu fytolu a pyrrolidin-2-onu obsahuje intenzivní 

molekulový ion o m/z 363,4 a fragmentační píky se sudou i lichou hodnotou m/z. První 

větvení (počítáno od pyrrolidin-2-onu) se nachází v m/z 125, které není dobře vidět. Druhé 

větvení je reprezentováno píkem o m/z 195, který je málo intenzivní. Podobně je to i s píky 

o m/z 265 a m/z 335. Za povšimnutí stojí seskupení píků m/z 152, m/z 167 a m/z 180, která je 

svými intenzitami podobná seskupení píků m/z 222, m/z 237 a m/z 250. To by mohlo 

naznačovat opakující se strukturní motiv, v tomto případě isoprenové jednotky. V tomto 

spektru se na rozdíl od spekter z měkkých iontových zdrojů vyskytuje pík o m/z 348, který 

odpovídá ztrátě methylu. Detegovat všechna větvení fytolu se nepovedlo ani za pomoci 

GC/MS, na kterou byla tato metoda původně určena. Pravděpodobně je to způsobeno 

přítomností dvojné vazby, která může migrovat po řetězci a tím ovlivňovat fragmentaci.  

Obr. 5.24: EI-MS spektrum derivátu pyrrolidin-2-onu a fytolu na kvadrupólovém analyzátoru. Fragmenty o m/z 

odpovídající polohe větvení jsou označeny šipkou. 

 

5.2.6. Shrnutí k derivátům mastných alkoholů obsahujících dusík 
Všechny derivatizace byly úspěšné při zvýšení detekčního limitu mastných alkoholů 

a lze je tedy k tomuto účelu používat. Derivatizace pyridinem se pro lokalizaci větvení 
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informaci o větvení jejich řetězce. Lineární derivát eikosan-1-olu a pyrrolidin-2-onu 
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významně rozdílnou intenzitou a v APCI sudou hodnotou m/z. Je vhodné zmínit, že 

derivatizace hexahydronerolidolu (terciárního alkoholu) pyrrolidin-2-onem nebyla úspěšná. 

To prokazuje určitou specifitu této metody pro primární a případně některé sekundární 

alkoholy. 

5.3. Hmotnostní spektra derivátů alkoholů obsahující fosfor 

 

5.3.1. Derivatizace trifenylfosfínem 

 

Derivát fytolu a trifenylfosfínu byl analyzován na lineární iontové pasti v pozitivním 

módu detekce.  

Zlepšení detekce bylo pozorováno i u tohoto derivátu, avšak ne o tolik výrazně, jako 

v předešlých případech. I tady byla aplikována vyvinuta metoda s mesylchloridem, přičemž 

se povedlo připojit mastný alkohol se zbytkem derivatizačního činidla přes fosfor. 

Fragmentační spektrum ukazuje, že fragmentace probíhá podobně jako s deriváty, 

kde bylo derivatizační činidlo spojeno s alkoholem přes kyslík. Primárním produktem je 

trifenylhydrogenfosfoniový kation (m/z 263). Pík o m/z 185 je difenylfosfoniový kation a pík 

o m/z 183 odpovídá kladně nabitému fosforovému analogu karbazolu
112

. Mezi píkem m/z 

263 a parentálním píkem (m/z 541) nejsou žádné intenzivní píky. Pro lokalizaci větvení se 

derivatizace trifenylfosfínem rovněž ukázala jako nevhodná (obr. 5.25). 

Obr. 5.25: ESI-MS/MS spektrum (CID) derivátu TPP a fytolu na lineárni iontové pasti. Analýza proběhla přímým 

nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 Da a kolizní energie 30,0%. 

5.3.2. Shrnutí k derivátům mastných alkoholů obsahujícíchc fosfor 

Derivát s trifenylfosfinem zvýšil detekční limit fytolu, ale jedná se o horší variantu, 

jako derivatizace činidly obsahujících kyslík, nebo dusík. Látka se fragmentovala podobně, 

jako deriváty mastných alkoholů spojených s derivatizačním činidlem přes kyslík. Fosfor se 

tedy neukázal jako lepší alternativa k předešlým heteroatomům. 
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5.4.  Isolace mastných alkoholů z voskových esterů včelího vosku 

 

5.4.1. Isolace voskových esterů z včelího vosku 

 

Analytickou TLC byl stanovena hodnota retardačního faktoru voskových esterů 

Rf = 0,72 (obr. 5.26). Na základě toho byly seškrábány zóny silikagelu při preparativní TLC, 

které měly stejný retardační faktor. GC/EI-MS analýza potvrdila isolaci voskových esterů 

převážně kyseliny palmitové, ale také isolaci některých uhlovodíků (obr. 5.26 a tab. 5.1). 

Uhlovodíky neměly na další reakce žádný vliv.  

 

Obr. 5.26: analytická TLC voskových esterů, bod 1: standard arachidylarachidátu, bod 2: včelí vosk, přičemž zóna 

voskových esterů je označena modrým rámečkem (A); GC/EI-MS spektrum isolovaných voskových esterů (B). 

 

Tab. 5.1: Sloučeniny detegované v isolované frakci voskových esterů z včelího vosku GC/EI-MS analýzou. 

Identifikace sloučenin byla provedena pomocí jejich fragmentačních EI spekter. 

P. č. tr (min:s) Název sloučeniny Vzorec sloučeniny 

1 21:56 pentakosan C25H52 

2 23:25 heptakosan C27H56 

3 24:48 nonakosan C29H60 

4 26:06 hentriakontan C31H64 

5 27:11 tritriakonten C33H66 

6 31:29 dokosyl hexadekanoát C38H76O2 

7 33:28 tetrakosyl hexadekanoát C40H80O2 

8 36:03 hexakosyl hexadekanoát C42H84O2 

9 39:35 oktakosyl hexadekanoát C44H88O2 

10 44:21 triakontyl hexadecenoát C46H90O2 

11 44:32 triakontyl hexadekanoát C46H92O2 

12 50:44 dotriakontyl hexadecenoát C48H94O2 

13 51:17 dotriakontyl hexadekanoát C48H96O2 

A B 
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5.4.2. Transesterifikace voskových esterů 

GC/EI-MS prokázala úspěšné proběhnutí reakce, přičemž methylestery kyselin 

eluovaly dřív a mastné alkoholy později. Vyskytovaly se tam i dřív detegované uhlovodíky 

(obr. 5.27 a tab. 5.2). 

 

Obr. 5.27: GC/EI-MS produktů voskových esterů po transesterifikaci 

 

Tab. 5.2: Vybrané sloučeniny detegované v směsi voskových esterů po jejich transesterifikaci. Identifikace 

sloučenin byla provedena na základě jejich fragmentačních EI spekter a jejich porovnáním s NIST knihovnou 

spekter. 

P. č. tr (min:s) Název sloučeniny Vzorec sloučeniny 

1 15:31 methyl tetradekanoát C15H30O2 

2 17:41 methyl hexadekanoát C17H34O2 

3 19:18 methyl oktadecenoát C19H36O2 

4 19:29 methyl oktadekanoát C19H38O2 

5 21:01 methyl eikosenoát C21H40O2 

6 21:13 methyl eikosanoát C21H42O2 

7 22:35 pentakosan C25H52 

8 24:06 heptakosan C27H56 

9 24:08 tetrakosanol C24H49OH 

10 25:32 hexakosanol C26H53OH 

11 26:50 oktakosanol C28H57OH 

12 28:05 triakontanol C30H61OH 

13 29:24 dotriakontanol C32H65OH 
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5.4.3. Isolace mastných alkoholů 

Při analýze TLC s použitím stejné mobilní fáze jako při isolaci voskových esterů (7% 

diethylether v hexanu) měly mastné alkoholy nízký retardační faktor (Rf = 0,15). Při použití 

20% éteru v hexanu byl retenční faktor zvýšen na 0,35 (obr. 5.28). Zóny silikagelu byly při 

preparativní TLC seškrábány kolem tohoto retenčního faktoru. GC/EI-MS potvrdila 

úspěšnou isolaci mastných alkoholů, konkrétně tetrakosanolu, hexakosanolu, oktakosanolu, 

triakontanolu a dotriakontanolu. Uhlovodíky se v této směsi již nevyskytovaly (obr. 5.29 a 

tab. 5.3).  

 
Obr. 5.28: Optimalizace mobilní fáze pro isolaci mastných alkoholů. Mobilní fáze 7% éter v hexanu, bod 1: standard 

arachidylarachidátu, bod 2: směs produktů voskových esterů po transesterifikaci, bod 3: standard eikosanolu (A); Mobilní 

fáze 20% éter v hexanu, bod 1: směs produktů voskových esterů po transesterifikaci, bod 2: standard eikosanolu (B). Zóny 

mastných alkoholů jsou označeny rámečkem. 
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Obr. 5.29: GC/EI-MS spektrum islolvaných mastných alkoholů ze směsi voskových esterů po transesterifikaci 

 

Tab. 5.3: Sloučeniny detegované v směsi isolovaných mastných alkoholů. Identifikace sloučenin byla 

provedena na základě jejich fragmentačních EI spekter a jejich porovnáním s NIST knihovnou spekter- 

P. č. tr (min:s) Název sloučeniny Vzorec sloučeniny 

1 24:03 tetrakosanol C24H49OH 

2 25:28 hexakosanol C26H53OH 

3 26:48 oktakosanol C28H57OH 

4 28:02 triakontanol C30H61OH 

5 29:22 dotriakontanol C32H65OH 

 

5.4.4. Derivatizace alkoholů z voskových esterů včelího vosku a jejich 

analýza 

Deriváty mastných alkoholů s pyrrolidin-2-onem byly měřeny lineární iontové pasti. 

Analýzy byly prováděny v pozitivním módu detekce a jako zdroj ionizace byl použitý ESI i 

APCI. 

Ionty 422, 450, 478, 506 a 534 přísluší derivátům tetrakosanolu, hexakosanolu, 

oktakosanolu, triakontanolu a dotriakontanolu (vždy s odstupem 28 Da), přičemž všechny 

tyto alkoholy byly prokázány při GC/EI-MS analýze. Další píky ve spektru jsou nečistoty, 

které se také ochotně ionizují (obr. 5.30).  

Obr. 5.30: ESI-MS spektrum derivátů pyrrolidin-2-onu a mastných alkoholů isolovaných z voskových esterů včelího vosku 

na sférické iontové pasti.  
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Všech pět iontů derivátů mastných alkoholů se vyskytuje i v tomto spektru. Z jejich 

větší intenzity signálu lze soudit, že tyto deriváty se v roztoku nachází z větší části 

v neutrální formě (obr. 5.31).  

Obr. 5.31: APCI-MS spektrum derivátů pyrrolidin-2-onu a mastných alkoholů isolovaných z voskových esterů včelího 

vosku na lineární iontové pasti.  

Derivát hexakosanolu a pyrrolidin-2-onu byl analyzován na lineární iontové pasti. 

Jeho fragmentační spektrum obsahuje fragmenty o lichém m/z (počínaje píkem 141). Tento 

jev byl již dřív pozorován u derivátu eikosan-1-olu, což by mohlo naznačovat i podobnou 

strukturu řetězce tohoto derivátu. Také je pozorována ztráta vody (pík 432) a pyrrolidin-2-

onu (pík 365). Píky 392 a 414 mají neznámý původ (obr. 5.32). 
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Obr. 5.32: ESI-MS/MS spektrum derivátu pyrrolidin-2-onu a hexakosanolu isolovaného z voskových esterů včelího vosku 

na lineární iontové pasti. Analýza proběhla přímým nástřikem. Šířka isolačního okna byla 1,0 da a kolizní energie 20,0%. 
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6. Závěr práce 

Po všech provedených derivatizačních procedurách bylo možné detegovat mastné 

alkoholy měkkými ionizačními technikami. Všechny jsou použitelné pro citlivou detekci 

kteréhokoliv primárního mastného alkoholu měkkými ionizačními technikami. Většina 

derivátů se při fragmentační analýze rozpadala zpátky na kladně, nebo záporně nabité 

původní derivatizační činidlo a neutrální uhlovodíkový řetězec mastného alkoholu. U 

derivátů mastných alkoholů s pyridinem, triethyaminen a pyrrolidin-2-onem byly také 

pozorovány fragmenty odpovídající štěpení jiných vazeb, u derivátů pyrrolidin-2-onu se 

jednalo také o štěpení po řetězci mastného alkoholu. Po isolaci mastných alkoholů z včelího 

vosku a jejich následné derivatizaci pyrrlidin-2-onem bylo možné všechny deriváty 

detegovat použitím ESI i APCI iontového zdroje. Při reakci totiž vzniká neutrální derivát, 

který se z části může naprotonovat kyselinou chlorovodíkovou, která vzniká jako vedlejší 

produkt. Navíc, derivát hexakosan-1-olu z včelího vosku poskytl očekávané fragmentační 

spektrum, které bylo podobné fragmentačnímu spektru lineárního derivátu eikosan-1-olu. 

Pomocí elektronové ionizace, na kterou byla derivatizace pyrrolidin-2-onem původně 

vyvinuta, nebyla nalezena větvení u derivátu fytolu. Zřejmě to bylo způsobeno dvojnou 

vazbou, která se ve fytolu nachází. Jednou možností na zviditelnění poloh větvení by mohla 

být vícestupňová fragmentace některých píků u derivátů pyridinu, triethyaminu a pyrrolidin-

2-onu (např MS
3
) , ale kvůli nízké intenzitě to není možné. Ukazuje se, že lokalizace větvení 

pomocí měkkých ionizačních technik na přístrojích s nízkoenergetickými nechanizmami 

fragmentace (CID) zřejmě nebude možná. 
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