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Shrnuti:

Predlozena prace se zabyva problematikagenpn anthokyanidinovych barviv
v modelovych roztocich. Teoretickdast shrnuje prozatim dosazené vysledky v poli
vyzkumu kondenzace anthokyafinTaké diskutuje sepamai a identifik&ni techniky
vyuZivané pro analyzuéchto latek s drazem na hmotnostni spektrometrii. Experimentalni
Cast prace jednovana pipraw modelovych roztok pro gipravu kondenzovanych barviv
odvozenych od pelargonidinu a nasledné analyzekloh smesi s vyuzitim separace
pomoci HPLC spojené standemovou hmotnostni spektrd. Bylo zjiSEno, ze
za konkrétnich podminek reaguje pelargonidin sapthinem v fitomnosti acetaldehydu,
resp. sacetonem za tvorbyce@avanych produkt 8-(1-epikatechin-8-ylethyl)-
pelargonidinu  resp. 5-methylpyranopelargonidinu. mé&thylpyranopelargonidin byl
zreakni snesi izolovan semipreparativni chromatografii a v ceamé dob je blize

studovan jeho in-vitro metabolismus.

Klicova slova: anthokyaniny, anthokyanidiny, pelargonidkondenzace, aceton,
acetaldehyd, kyselina pyrohroznova, epikatechinLEIPMS, ESI, MALDI, QqTOF,

iontova past

Summary:

Presented thesis deals with transformations of cagtdnidin-based pigments
in model solutions. Theoretical part summarizedestdétart in the field of research
of condensed anthocyanin dyes. It also discusgesra@n and identification techniques
applicable for analysis of such compounds with emspgh on mass spectrometry.
Experimental part is dedicated to preparation eidemsed dyes derived from pelargonidin
and subsequent analysis of those reaction mixtwssag HPLC coupled to mass
spectrometry. It was found that under specific @oal, reaction of pelargonidin with
epicatechin in presence of acetaldehyde and wetoae provided expected products: 8-(1-
epicatechin-8-ylethyl)-pelargonidin and 5-methykoyopelargonidin. 5-
methylpyranopelargonidin was isolated from reactionxture using semipreparative

chromatography and subjected for study of its tneumetabolism.
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1. Uvod:

Anthokyaniny pati k vyznamnym antioxidaftn s giznivymi (inky na lidské
zdravi a zarouve k vyraznym barvium, dodavajicim potravindm charakteristicky
vzhled. Anthokyaniny se v potravinach snadngengiuji na latky s odliSnymi
vlastnostmi (pyranoanthokyaniny, oligomerni adulgyinymi flavanoly, fenolické
kyseliny atd.). Proto jetdezité studovat, jaké faktory maji n@epenu anthokyanit
ve snésich vliv. Nasled& je mozné fizpusobit skladovani takovych produkt
zjisttnym za&¥ram. Znalosti proceas premen anthokyanifi jsou vyznamné pro
zlepSovani procésvyroby a skladovani potravin s ohledem na jejiakritini hodnotu i
organoleptické vlastnosti. Tato prace se zabyvéizadnimi a kondenzmimi reakcemi
pelargonidinu, coZz je jeden z Sesti zakladnich @yanidin, bézné piitomnych
v rostlinach. Pozornost je vtéto pracénevana pedevsSim schopnosti a ochot
pelargonidinu vstupovat do cyklimaich a kondenzaich reakci a studiu vzniklych

slowenin.



2. Teoreticka cast:

2.1 Principy pouzitych instrumentalnich metod:

2.1.1 HPLC:

HPLC (high performance liquid chromatography) néebaolysoko&inna
kapalinova chromatografie je moderni separdechnika, pouzivana pro kvalitativni i
kvantitativni analyzu fevazre organickych latek wviznych matricich. Principem
separace je ptok mobilni faze unaSejici rozp&sbu zénu vzorku systémem, kde se
na imobilizované stacionarni fazi jednotlivé sloakgorku cli na zaklad ustavovani
raznych typi rovnovah (podle pouzitého systému, jak bude papskite) a opoudji
systém v#izném tzv. eltinim ¢ase, coZ umaillje jejich detekci.

Pacétky kapalinové chromatografie jsou spojeny s pposSnchromatografii
na papfe (PC}, tenké vrst¢ (TLC)® nebo sloupcay na kolor za atmosférického
tlaku (CCJ®. zaklady kapalinové chromatografie se datuji j& mbsatku 20. stoleti,
kdy rusky botanik M. S. Cvet ro#il listova barviva na sloupci sorbeftu Tomuto

experimentu vé&i chromatografie za své jméno (,chromos* = barva).

2.1.1.1 Sou €ésti chromatrografu:

Pristroj (chromatograf) je sloZzen ze zasolinjlednohoci vice) mobilni faze, coz
je nadoba o vhodném objemu, déaletegppadel mobilni faze (sestaveni se lisi
pro pistroje s nizkotlakym a vysokotlakym gradientemymice pulzi, mixéru
(smeSovae mobilnich fazi), odpijovate, nastikového zaéizeni (Sesticestny ventil se
smyckou), analytické kolony (které iwe pedchazet feciStovaci pedkolona),
detektoru a zaznamoveého fizeni (v sodasnosti téré¢ vyhradré reprezentovano
pacitatem). Volitelnym dopikem nuZze byt nap. kolektor frakci. Cely systém je spojen
trubicemi o vhodném vrithim objemu.

Cerpadla jsou v HPLC nutnou s@sti z dvodu vysokych odporovych tlak
kolony, které mohou dosahnout az 400 bar. Modéempadla pracuji na principu
elektronicky fizeného mechanického pistu a rozliSujeme dva typikoobjemové a
s malym objementinné ¢asti. Vyhodou velkoobjemovéhgerpadla je nap absence
tlakovych puls, vyhodou maloobjemového pak kompatibilita s nildotm

gradientem.



Davkovani v HPLC je problémem vzhledem k pouzityiakim, kdy se neda
davkovat stikackou primo do proudu mobilni faze. V séasnosti je vyhradnifeSenim
pouziti Sesticestného davkovaciho ventilu, kdy z&kem naplni tzv. sntka, ktera se
piepnutim ventilu vymyje do toku mobilni faze.

.Srdcem” chromatografického systému, mistem kdeuskuté&nuje samotny
separéni proces, je kolona. Kolona je trubice z inertnthaterialu, ktera je vypéma
casticemi stacionarni faze. Typické kolony pro HPi@ji délku mezi 10 a 25 cm,
vnitini pramér 3-5 mm a velikostastic se pohybuje mezi 2 aub. Existuji 6izné typy
sastic, nejastji tzv. plné porézni a povrchavporéznicasticé”. Parametry kolony
ovliviiuje také typ separace — &&$gji provadime tzv. analytickou separaci (kdy
davkujeme takové mnozstvi vzorku, které vyvolaéam v odez¥ detektoru), ale
vyjimkou neni ani semipreparativni a preparativnépagace. Nedilnoucasti
chromatografu je detektor, jehoZz Ukolem jeéremi konkrétni vlastnosti eluatu, u které
dochazi zrang pii eluci nami Zadaného analytu. N&fi¢jSi typy detektok pro HPLC a
mechanismy, kterymi detekuji analyt, budou z¢ninpozd;ji.

2.1.1.2 Typy separa ¢énich systém 0 podle pouZzitych rovnovah

Podle volené kombinace stacionarni a mobilni fézaidujeme #kolik typu
systénii v HPLC.. Historicky prvnim typem jeystém normalnich fazi (NPkdy
stacionarni faze je polafsi nez mobilni. Typickym ikladem je kombinace silikagelu
jako stacionarni faze a hexanu s polarnim moddil&n (typicky nap propanol) jako
nepolarniho rozpouddla, tvaiciho mobilni fazi. Vzhledem ktomu, Ze principem
separace je zde adsorpce analytu na povrch stagiofé&e, ktera je polarni, roste
retence analyt v paradi od nepolarnich k polarnim. Definovana vzajenpadoha
adsorgnich center také umagje ctleni polohovych izoméF!. Dilezitou podminkou
aspesneho dleni je absolutni néiomnost vody v mobilni fazi. Jiz stopyradu desetin
procenta se sithadsorbuji na stacionarni fazi a vedou keimimninterakci analyt se
stacionarni fazi (reténiho mechanismu) a nasleédnnereprodukovatelné retenci..

DalSim typem jesystém s reverznimi fazemi (RE®Z je systém s mobilni fazi
polarrgjSi nez stacionarni. Tento systém je vésmmosti pouzivan cca v 80% aplikaci a
vzhledem k tomu, Ze byl pouZit fipanalyzach v této diplomové praci, bude mu nize

vénovana samostatna kapitola.



Z koncepce NP-HPLC formanvychazi hydrofilni interakni chromatografie
(HILIC). Zde cile# do mobilni faze pdavame vodu vadu jednotek az desitek procent,
coZz (@ separaci zfsobi, Ze se na povrchu polarni stacionarni fazevakiyt
reprodukovatelny vodni film a analyt se réluge mezi mobilni fazi (tvienou snisi
organického rozpoudla a vody) a vodnim filmem na povrchu. Principespagace je
zde tedy rozélovani a jsou pouzivana rozpotdit jako u RP-HPLC. Polarni latky jsou
v tomto médu zadrzovany s#jnnez latky nepolarni.

lontow vynenna chromatografie (IECje zaloZena na interakci analytu s tzv.
menici ionta (ionexy), chemicky vdzanymi na povrchu staciondézie. Pokud mame
analyt kationtové povahy, pouzijeme katex, nebodinih kationti. Tim je funkni
skupina zakotvena na nosinesouci zaporny naboj. V koldrdochazi k rozdilnym
elektrostatickym interakcim sloZzek vzorku se staéroi fazi a tim k separaci.
Analogicky postup je volen ifpads aniontového chovani analytu, kde je pouZzit anex.
Typickymi katexy jsou S@ skupiny (silné katexy) a COGkupiny (slabé katexy). Pro
vymeénu kationfi jsou pouzivany NR soli (silné anexy) a N& soli (slabé anexy).

Sloweniny iontového charakteru umage clit také chromatografie iontovych
pari (IPC). Stacionarni faze je vSak v tomttéigact nepolarni (pouzivaji se stejné faze
jako v RP-HPLC). Rozdil oproti RP-HPLC sfied ve sloZzeni mobilni faze, kam se
pridava tzv. ionparovadiinidlo, které s analytem utvionepolarni iontovy asociat. Ten
ma oproti analytu nizsi polaritu a tim i vyssi &firk nepolarni stacionarni fazi.

Gelova permeéni chromatografie (GPC$e od pedchozich technik odliSuje tim,
Ze analyty se zde ndd podle polarity ani naboje, ale podle velikostolekul. Jako
stacionarni faze zde slouzi fyzik&léi chemicky utvéeny gel o definované velikosti a
distribuci péi. Velké molekuly dodchto pofi nemohou proniknout a jsou proto v gelu
nejmérk zadrzovany a eluuji se jako prvni. &bl cas analytu roste se sniZujici se
velikosti ¢astic. Praktické vyuziti GPC se nabizi zejménalasibseparace protaima
dalSich makromolekul.

2.1.1.3 Chromatografie na obracenych (reverznich) f  azich (RP - HPLC):

Jako systém s reverznimi fazemi (RP-HPLC — reveisese HPLC) je obeén
oznaovano usptadani, pi kterém ma mobilni faze vy3Si polaritu nez fazc®marni.
Vhodné polarity mobilni faze je dosazeno pouZitimés organického rozpouitla

s vodou, hydrofobnosti stacionarni faze pak cheymck(kovalentnim) pokrytim



silikagelu v kolog uhlovodikovymi zbytky. Nejasgji jsou na pokryti pouzivany
oktadecylové&etzce (mluvime pak o tzv. C18 kolonach§zbé jsou také oktylové (C8
kolony) nebo fenylové zbytky. Rozpo#dly pouzivanymi v kombinaci s vodou jsou
negasgji methanol a acetonitril, je vS8ak mozno vyuZzit ing, nap. propanol,
tetrahydrofuran.

Mechanismus separace u reverzni faze neries feji roz&eni v praxi stéle
detailre teoreticky objastn. VétSinou se pro jeho popis pouziva slovni spojeni
.nespecifické hydrofobni interakce®. Mechanismugrim se interakce na reverzni fazi
casto vys¥tluje, je tzv. solvofobni efekt. iBdpokladame, Ze analyt je rozpunst
v hydrofilni mobilni fazi a mobilni faze jej musiolsatovat a usp@dat se
kolem analytu¢imz dochazi k poklesu entropie v systému. Pokudyairderaguje se
stacionarni fazi, solvatujici slozky mobilni fazoy uvolgny a entropie se i
(molekuly rozpou&dla jsou méd uspdadany). Tento stav je poté igpnosiiovan —
interakce jetizena entropickymilenem. Cim nepolargjsi je analyt, tim mén se

vyskytuje v mobilni fazi a tim pozg v systému reverznich fazi eluuje z kolony.

2.1.1.4 Detektory v HPLC:

Mezi bszng pouZivané pat detektory refraktometrick®, spektrofotometrickd,
fluorescenil”?, evaporative light scatteriffly elektrochemick®, radiometrick® atd.
Zvlastni misto potom z hlediska identifdtach moZznosti ma spojeni chromatografie
s hmotnostni spektrometrii, infiervenou spektrometrii a nuklearni magnetickou
rezonanci.

NejbézrejSim detektorem pouzivanym v HPLC [#V/VIS detektar Ten n@&fi
(nejéastji) absorbanci eluatu v det&ki cele. V pipact DAD (diode array detektor —
detektor diodového pole) nam detektor uinge sodasné niteni na gkolika riznych
vinovych délkach.

V poslednich letech je oblibenym detektorem pou®iwa ve spojeni s HPLC
hmotnostni spektrometjak pro kvantitativni, tak pro kvalitativni analy (v sodasné
doke jedna z nejlepSich moznosti stanoveni struktuoyline kombinaci se sep&rd
technikou). Vzhledem k tomu, Ze podstattést diplomové prace seimje pouziti

hmotnostniho detektoru, je mu v reSe&sti prace ¥novana samostatna kapitola.



2.1.2 Hmotnostni spektrometrie (MS):

Hmotnostni spektrometrie je v s@sné dob oblibenou a Siroce vyuZivanou
analytickou technikou. Principem této techniky igizace analytu ve vhodném
iontovém zdroji, nasledna separace vzniklych tiopbdle hodnoty m/z a detekce
proslych iond. Vysledkem experimentu je tzv. hmotnostni spekirpmoto je metoda
fazena mezi spektralni. Jednotlivésfroje se liSi jednak iontovymi zdroji (préstdim a
podminkami, za kterych je analyt ionizovan), jedrakisobem separace a detekce
(zpisob zjistni pontru m/z). Separace vytvenych iontt a detekce probiha ve vakuu.
Pritomnost dalSich molekul (rRegsgji) v prostoru analyzatoru @e vyustit v kolize
s ionizovanym analytem, které mohou vést k prodfregjmenti. Tohoto jevu se cileén
vyuziva g tzv. kolizi indukované disociaci (CID), kdy égtime vybrany ion a

zkoumanim vzniklych fragmeintusuzujeme na strukturuiypodniho iontu.

2.1.2.1 lontové zdroje:

Ucelem iontového zdroje v hmotnostnim spektrometriofgzovat (nabit) analyt,
aby byl pozdji separovatelny v analyzatoru a zaznamenatelnyetektioru. lonizace
muze probihat &kolika zpisoby, z nichZz kazdy vyZaduje jiné podminky a je drino
pro jiné typy vzork.

V pribéhu ¢asu byla zkonstruovangada iontovych zdréj Jednim z kritérii,
podle kterého se daji iontové zdroje rélitd je mnozstvi energie dodané analytu.
Techniky jsou poté oziavany jako tvrdé, pokud je ionizace provazena zwgge
tvorbou fragmeni, prip. mekkeé, je-li ziskana fevazi intaktni ionizovana molekula.
Vyznamné iontové zdroje s kratkou charakteristikgadi nasledujici wet:

A. ,Tvrdé“ iontové zdroje:

1) lonizace elektronem (EH principem je emise elektrdrzhavenym viaknem. Je
vyuzivana nejastji ve spojeni s G&.

2) Induktivre vazané plasma (ICP — induction coupled plasmadnty vznikaji
ve vysokoteplotnim plasmatu generovaném elektroetagikou indukdt™.

B. ,Mé&kké" iontové zdroje:

3) Chemicka ionizace (ChH modifikace El, instrumentace je podobna, Cl vyaz
prenos naboje zifldvaného pomocného plynu na andiyt

4) lonizace polem (FI — field ionisation} zplyrény vzorek je ionizovan
na litové anod, na kterou je fvadino nagti v Fadu k\V*®!, modifikaci je:



5) Desorpce polem (FD — field desorption} vzorek nandSime v rozpotdie
na anodu, rozpouXtlo odpdime, ¢imZe dostavdme analyt v pevném stavu a poté
ionizujeme. Nevyhodou je nemoznost online spojenseparéni technikou a omezeni
gasu analyzy nanesenym mnozstvim vz8fku

6) Fast atom bombardment (FAB)analyt je smichan s matrici a bombardovan
urychlenymi neutrainimi atomy Bf’. Variaci na FAB je:

7) Fast ion bombardment (FIB)eboli SIMS (secondary ions MS) analyt je
bombardovan iimo ionty, nejastji Cs" 2.

8) Matrix assisted laser desorption ionisation (MALBH* — analyt je smichan s
matrici a ozéovan laserem, matrice se ionizujefaga naboj analytu

9) Nano-assisted laser desorption ionisation (NALDH analyt je ozZavan
laserem na speciélni podlozce z nanomateridluy kiemozni penos energie laseru
ve forms néboje na analyt’.

Samostatnou kapitolou gkkych ioniz&nich technik jsou techniky pracujici
za atmosférického tlaku - API (atmospheric pressomesation). Hlavni vyhodathto
iontovych zdroj je, Ze ke svéinnosti nepaiebuji vakuum ani plynny vzorek, proto se
hodi k online spojeni s kapalinovymi sepauiani technikami. P&t mezi re:

- APCI (atmospheric pressure chemical ionisatien)onizace probihd pomoci
vyboje na jehle, ionizovano je rozpotdib, to edava naboj analytu podabiako
u CI*o,

- APPI (atmospheric pressure photoionisatienanalyt je sprejovan gigdavkem
dopantu, coz je latka nasledailens ionizovana zéenim, ktera ziskany nabojqua
analytdt?.

- ESI (electrospray)- principem je vznik nabitych kaf@k rozprasSovanim
analytu za satasného fisobeni naftim a zmenSovani (odfvani) gchto kapéek az
na jednotlivé ionty®.

- TSP (thermospray) — ionty vznikaji odpgovanim rozpougtla
z rozprasovanych kapek za zvysené tepidty

Vzhledem k tomu, Ze elektrosprej a MALDI Hatnezi iontové zdroje pouzité

v experimentélnéasti této diplomové prace, jsou jiminovany samostatné kapitoly.



2.1.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory maji za ukol reitlvzniklé ionty podle jejich porru
m/z a takto separované ionty transportovat k detaktkde jsou kvantifikovany
(vétSinou ve fornd impulzi = dopad).

Hmotnostni analyzatory se [iSi fyzikalnim principema kterém je zaloZena
separace iodta také analytickym vykonem (zejménggnost a spravnostébeni m/z,
rozliSenim a rychlosti skenovani). Jednotlivé arétgry mohou byt s vyhodou spojeny,
¢imz je usnadéno ziskavani informaci o strukaianalytu. Nejastji je separace iofit
realizovanadmito analyzatory:

1) Sektorové fistroje (zkracovany podle typu: E — electric, B agnetic) -
fokusuji ionty a ovliviuji jejich trajektorii pomoci w&Siho magnetického a/nebo
elektrického pole v zavislosti na hodégejich m/z. Sektar je wtSinou z&azeno vice
v sérii (nap. BEBY*".,

2) Kvadrupdlovy analyzator (Q - quadrupole) obsahujectyii kovove tye,
na které je vlozeno stejnogmé a gtidavé napti, kombinaci &hto parametr je
zvolen ion, ktery neodchylen proleti k detekttfu

3) lontova past [(Q)IT — (quadrupole) ion trap} tidimenzionalni kvadrupdl,
obsahuje d¥ koncové elektrody a jednutetiovou. V prvni fazi separace dochazi
k plnéni pasti ionty, poté nasleduje jejich vypuzovanilporostouci hodnoty m/z
zvySovanim nafii na stedové elektro'®!.

4) lontova cyklotronova rezonance (ICRnhedestruktivni analyzator, ionty krouZi
uvnitt analyzatoru vlivem silného magnetického pole, deaks vybranym m/z je
excitovana naffovym pulzem a nasledrdetekovana elektrodami, signal je zpracovan
Fourierovou transformaci (FfJ — systémy jsou proto ozémvany v drtivé wtsing
piipadi jako FTICR.

5) Orbitalni past (orbitrap)- ionty pod vlivem elektrostatického pole vykonjava
cyklicky se opakujici pohyb po sloZité trajektotiblem wetenové elektrodi.
Naméiena hodnota m/z je potom @ma frekvenci axialni oscilace iantv orbitalni
pasti.

6) Analyzator doby letu (TOF — time of flight) ionty jsou na p&atku drahy
urychleny shodnym potencialem => shodnou energrakse projevitznou rychlosti
iontd s tiznym m/z; ionty jsou poté detekovanyase, ktery roste se zvySujicim se m/z;
pro zg@esreni meieni je vyuzivana iontova optika, tzv. reflektromery fokusuje ionty

o shodném m/z aizné rychlosti (dané distrisni kiivkou)?.



Pro fadu aplikaci se osdc¢ila tzv. tandemova MS detekce (spojeni vice
hmotnostnich analyzatiow sérii). Timto zfgsobem je mozné podrobovat vybrané ionty
kolizi indukované disociaci a nasledanalyzovat vzniklé fragmenty. NesgjSimi
variantami tandemové MS detekce jsou trojity kvadilQgQ - malym g je ozkan

kvadrupdl slouzici jako kolizni cela)ipadré systéemy QqTOF a iontova past

2.1.2.3 lonizace elektrosprejem (ESI):

Ackoliv princip elektrospreje byl fyzikm znam jiz delSi dobu a s jeho pomoci
bylo zkoumano chovani nabitych kapek, jeho vyugith tvrobu iont pro MS bylo
objeveno aZ roku 1984 M. Yamashitou a J. Ferffém

lonizace elektrosprejem je v s@msné dob preferovanou metodou pro spojeni
HPLC s MS. Principem ionizace jeriypod roztoku vzorku (resp. eluatu z kolony)
nabitou kapilarou, na jejimz konci se tvoabité kapiky, které se odtrhavaji z konce
kapilary. Tento jev je ¢kdy jeSE podporovan pomocnou kapalinguplynem, ktery
muze byt givadén podél kapilary. Z nabitych kafek je dale ve vyiivaném iontovém
zdroji odpd@ovano rozpoustllo az do okamziku, kdy hustota povrchového naboje
kapky peekrasi kritickou hranici (Rayleigtiv limit) a dojde k tzv. coulombické explozi.
Kapka se rozpadne nakolik mensich, kde je hodnota hustoty povrchovéhbaje
opet podkritick4. Tento proces sekolikrat opakuje, az se kagy premeni v plynné

ionty samotného analytu.
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Obrazek 1: Usp@dani pro ionizaci elektrosprejem; 1 — kapilaraktggou je pivadéno
napiti a kterou protékd vzorek, 2 — tvorba nabitychi&alp 3 — skimmer (rozhrani
atmosférického tlaku a vakua), 4 — hmotnostni arddty



Ve findlni fazi procesu se uvazuje dvoji moznoshiku ionti z kaptek: a)
model zbytkového nabojedy v kapce zbude jediny ion v malém mnoZstvpm#tdla,
které se odpga a tim da vzniknout iontu v plynné fazi, nebo tpdel iontového
vypaovani kdy dochazi  zmenseni pologru kapky pod kritickou hranici kifmému
odpaovani plynnych ionit'®. Vzniklé ionty jsou nasledniontovou optikou srfovany
do analyzatoru. ESlfadime mezi rkké ioniz&ni techniky, vyhodou nap
oproti MALDI (ktera bude diskutovana pagi je, Ze poskytuje i vicekrat nabité ionty,
coz miZe byt vyuZzito nap pri kvalitativni analyze proteinnebo polymaet. Selektivita
ionizace niize byt ovliviovana jednak vyrem mobilni faze, kteraiwadi analyt
(potazmo jeji protonovou afinitou), jednak emou parametr kapilary, jako je teplota,
napsti kapilary a rychlost mitoku pouzitych kapalin a plyn

Pracujeme-li s nizkymi fitoky rozpou&tdla, typicky @i pifimém zavaéni vzorku
do iontového zdroje nebo ve spojeni s kapilarniomtatografii, musime tomu
pfizpasobit i parametry ionizei kapilary. Pro tento del byl vyvinut tzv.
nanoelektrosprej (oztavan nanoESI, nESIiip. NSI), ktery ma pitoky fadové nizsi
nez klasicky ESI. Instrumentace je nawjSi na konstrukci (odgavaci Sptka

s piitoky viadech nl/min), ovSem na druhou stranu neni nuto&ipat pomocny plyn.

2.1.2.4 Matrici asistovana desorpce/ionizace lasere  m (MALDI):

Zkratka této ionizéni techniky pochazi z anglického ,matrix assistedel
desorption ionisation* a principem je ionizace ghalpomoci laserového paprsku
o vhodné vinové délce. Aby dochazelodmingjSi ionizaci, je do analytuignichavana
matrice (matrix), ktera absorbuje na vinové délsefového zéni a takto ziskanou
energii s vysokou dinnosti [fedava analytu, ktery se timto ionizuje. Pracujeme
zavakua. Nevyhodou metody je prace offline — neiime @imé spojeni se
separ&nimi technikami. Pro analyzu vzorku je nutné jegpustit ve vhodném
rozpoustdle a smichat s matrici. Tato &nse pak nanese na ,maldi plate” — ddsti
z nerezové oceli a necha se dilpdo sucha. Poté je dedta vlioZzena do iontového
zdroje v istroji a gisluSna mista s nanesenym vzorkem jsoutavZena laserem, ktery
ionizuje analyty. Nemoznost online spojeni MALDHPBLC c¢asténé kompenzuji
zarizeni, ktera umaiuji automaticky davkovat na destu definovany objem eluatu
z kolony podle zadanych podminek. Vzhledem k tobeumnaldi plate obsahuf@dow
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desitky ,spot” ¢ili davkovacich mist, e byt chromatografickd analyza timto
zpisobem zaznamenana a nastedyhodnocena i MS analyzou.

Charakteristickym znakem MALDI je, Ze molekula amalje vzdy ionizovana
pouze jedenkrat (narozdil napd ESI). MALDI je s vyhodou pouzivana pro analyzu
proteini, protoZe je schopna ionizovat molekuly o hmotnagtidesitkyi stovky tisic
Da. Tomu musi byt samigmé uzpisoben analyzator. Tim je ®&eapgji TOF
V proteinové analyze je nApna medicinskych pracovistich klasickym spojenim

MALDI-TOF uspaadani hmotnostniho spektrometru.
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2.2 Anthokyaniny a pelargonidin:

2.2.1 Anthokyaniny — vyskyt, vlastnosti a nomenklat ura:

Anthokyaniny (zfeckého ,anthos* = ,k#t“ a ,kyanos" = ,modry“) pati mezi
dulezita rostlinn barviva. Nachazi siegevsim ve kétech a plodech vysSich rostlin a
propijcuji jim charakteristické spektrum barev od oranZeveené po modrou.
Typickymi zastupci rostlin obsahujicich anthokyama barviva jsou jahody, biorky,
fiky, granatova jablkag¢ervené hroznové vino a dalSi. Chemicky jsou anthoiuy
glykosylovanymi anthokyanidiny. Glykosylace z&kl#um skeletu znazo¥ného
na obrazku 2 zvy3uije jejich rozpustnost vedibchemickou stabilitd®.

Anthokyanidiny (aglykony anthokyanih pa#i mezi flavonoidy a jsou
vyznamnymi sekundarnimi metabolity rostlin. V &asnosti je znadmo 27
anthokyanidifi a z nich odvozenych 539 anthokyaifffl. NejbsZzngj$imi Sesti
anthokyanidiny ve vySSich rostlinach jsou delfinidfbézné zkracovan jako Dp),
kyanidin (Cy), malvidin (Mv), pelargonidin (Pg), @eidin (Pn) a petunidin (Pt). Jejich
glykosylace probiha n&stji v polohach 3 a 5Cislovani skeletu je znéazafmmo
na obrazku 2 spolu s ozfemim jednotlivych cyKl anthokyanidinu jako A, B a C

podle nomenklatury pouzivané pro flavondfdy

Nazev: Ri: Ro:
Delfinidin (Dp) -OH -OH
Kyanidin (Cy) -OH -H
Malvidin (Mv) -OCH; | -OCHs
Pelargonidin (Pg -H -H
Peonidin (Pe) -OCH -H
Petunidin (Pt) -OChHl | -OH

Obrazek 2: Anthokyaninovy skelet

V piirodé se anthokyaniny n&sgji vyskytuji jako 3-O-glykosidy, avSak existuji
i vjinych formach, zde n&pstji jako 3,5-diglykosid{f®?"?® vyjimesns i 3,7-
diglykosidy a jiné vzac§si polyglykosidy?®. Navic mohou byt cukerné zbytky dale

acylovany. V extraktu fazoli byl dokonce zaznamenéfskyt aglykori>%.
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Anthokyaniny jsou vyznamnymi antioxidanty a vychsg& volnych radikéah.
Také je znamo, Ze jejichiipomnost ve stray priznivé pasobi proti vzniku rakoviny,
cukrovky, kardiovaskularnich a nervovych onemwdéf!. Diky tmto efekfim roste
spoteba potravin obsahujicich vySSi mnozstvi anthokyaai potravinovych dopku
s jejich obsahem. Hlavnim problémetii pyuZiti téchto latek je jejich mald chemicka
stabilita. S timto faktem souvisi otazka trvanlivopiisluSnych potravin zejména
pii delSim skladovani. Stabilita anthokyaninovych vbarmaze byt zvySena tzv.
kopigmentaci, coZ je reakcefi miz reaguje anthokyanin s jinodifmdni molekulou
kovalentnimi¢i slabymi vazebnymi interakcemi. Oba tytoigpby obvykle zvyraguji
a stabilizuji barvu roztak anthokyaniﬁ[32]. Dalezitym faktorem fi kopigmentaci je
mnoZstvi organického rozpowdta ve smisi, nebd pritomnost vysoké hladiny
rozpoustdla brani prvotnimu kontaktu anthokyaninu a pasgkér molekuly a

znesnatiuje tak tvorbu stabikjsiho Gtvar(.

2.2.2 Separace a identifikace anthokyanin  G:

Pro ukovani struktur flavonoitl bylo v minulosti vyuzivano GC-EI/M&!. Tato
metoda se vSak potykala s nedostatky, vyplyvajid@mmalé &kavosti tchto analyt.
Pro separaci a analyzu je bylo nutné derivatizoegt. trimethylsilylact®®. Konkrétre
v oblasti anthokyanidin byly zkoumany Cy, Mv a Pg metodou GC-MS a to
po derivatizaci, kterd zahrnovalaiepedeni na oximy a naslednou silyi&¢i
(pozorovana fragmentace je rozebirana v kapitoBel22). Z dalSich praci iwieme
zminit nap. praci vyuzivajici derivatizaci anthokyafin/ extraktu plod brusnice
borivky (Vaccinium myrtillus). V tomto fipact byla zvolena derivatizace pomoci
trimethylchlorsilanu (TMCS) a hexamethyldisilazan(HMDS) pro gevedeni
anthokyaniri na tkavé derivaty chinolinu a detekce pomoci EIfAS Existuji také
postupy, kdy je po hydrolyze a derivatizaci moztanavit cukerny zbytek viwodnim
barvivi®®!, prip. stanovit aglykon po fragmentaci néstusné fragmenty fenolického
charakterti?.

Pasatky LC analyzy anthokyaninjsou spojeny s papirovti a tenkovrstevndt#
chromatografii. Rlom prichazi v roce 1978, kdy Wulf a Nagel provedli pramalyzu
pigmenti ve vire metodou HPLC na kola@ns reverznimi fazemi a U&e¢ separovali
20 anthokyanifi. Identifikace probihala po hydrolyze pigm&ff. HPLC se stala
vyhledavanou technikou pro analyzéchto malo &kavych slodenin, nefasgjSim
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zpiisobem detekce byla UV/VI8*Y a pozdji i s MS. V oblasti separace anthokyainin
v sousasnosti dominuji systémy RP-HPEE®#® které nachazeji vyuZitiredevsim
analyzu rostlinnych extraktpolyfenoli*”. S Gsgchem byla pouzita také kombinace
iontov& vymenné chromatografie a reverzni f&2&°. lontow-vymeénna chromatografie
samotna nebyla doposud v analyze anthokyarpouzita. Pro hrubé rgistovani
rostlinnych extrakt je s oblibou vyuzivana adsorpce na keéloplnéné ionexy
Amberlite gred naslednou analyzou v systému reverznich*$4% Jako mobilni faze
v RP-HPLC se obvykle pouzivd kombinace acetonitalwody s pidavkem &kavé
kyseliny (mravei, trifluoroctovd atd.) — separace probih#i gH <2. Zajimavou
alternativou, ktera umakije v realnych vzorcich stanovovat anthokyaninylegdych
piirodnich fenolickych latek, je pouziti pufru kyssflioctové a octanu sodného o pH =
2,55 ot v kombinaci s acetonitrilefit..

V analyze anthokyanin byly s Gsgchem pouzity i kapilarni elektromighai
techniky. Prvni separace pomoci CZE byla provedemace 1996 s vyuZzitim
boratového pufru o pH = 8 a PDA detekfdfu Pozdji byla metodika zninéna a byl
pouzit fosfatovy pufr o pH 2,1 a kationtovy tenzi€TAB (cetyltrimethylammonium-
bromid) pro ovlivieni elektroosmotického toku (EOF). | vtomtoiigad byla
vyuzita UV/VIS detekc®®. Byl také zkouman vliv pokryti kapilary (polyakeyhidem)
oproti nepokryté femenné kapii@ pi separaci anthokyaninv silné kyselém prosedi
(fosfatovy pufr v prosedi voda-acetonitril 70/30 v/v). Prace si mimo jkiadla za cil
zjistit, zda nepokryté silanolové skupiny vyznaiminteraguji s analyty. Porovnanim
elektroferogrami bylo zjis€no, Ze migrani paadi Zistdva shodné u pokryté i
nepokryté kapilary (u pokryté kapilary byly namany delSi migréni ¢asy). V obou
systémech bylo dosazeno dobaosti a dobrého tvaru piku i rozliSeni, coz inge
7e nedochazi k interakci anthokyaiis povrchem kapilaR#. Interakce se &nou
kapilary totiz ¥tSinou vede ke zhorSenichto paramefr (zejména tvaru pik. Jako
slibnd technika se jevi také MEKC (micelarni elekinetickd chomatografie)
s vyuzitim dodecylsulfatu sodného (SB%B). Zkoumanim dvouiznych micelarnich
systénii bylo zjiS€no, Zze SDS ma lepSi stabilira &inky (zabragni degradace
anthokyanii v roztoku) nez dodecylbenzensulfonat sodny (SDB8)Zejm¢ souvisi
s pitomnosti aromatického jadra v SDBS a tim padenynjindruhem interakci

mezi nim a anthokyaninem oproti SB'5
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V fack praci se objevuje pouZziti hmotnostni spektromdtez gredchozi separace.
Mezi vyhody &chto technik pat rychlost analyzy a staly signal cilového iontypina
pro zlepSeni odstupu signalu od Sumu akumulé&sitvo p&tu spekter (nejsme omezeni
Sitkou piku jako u sepatmich technik). Nevyhodou je zejména fakt, Ze ddaweého
zdroje proudi vSechny slozky $gi najednou, rize tedy dochézet #adé nezadoucich
jevi — interference s izobarickymi ionty, suprese sign@akce v iontovém zdroji apod.

NejpouzivagjSim iontovym zdrojem pro fimou infuzi vzorku je ESI.
Elektrosprej je soblibou vyuzivan pro identifikaanthokyanif v extraktech
potravinovych vzork. Naslednym analyzatorem e byt nap. jednoduchy
kvadrupdP® nebo iontova past®® umoiiujici MS'. Drahym, avdak kvalitnim
analyzatorem, umagjicim ziskat rozliSeni vyssi nez 100000, je FT-lQBvnZ
as@sSre  pouzitym pro pimou analyzu vin za d&lem jejich identifikace
(fingerprintingu}®
technikami, nap s APPI-MS a APCI-MS jako metodami pro identifikaathokyanirh

. ESI-MS s pimou infuzi byla srovnavana i s jinymi ion&ami

ve virg a pro rozliSeni jednotlivych odld. V pripact APPI byl jako dopant byl pouzit
toluen. Parametry této metody byly optimalizovauteto praci bylo technikou APPI
dosazeno lepSich vysleilkeZ pomoci ESI-MS gmou infuzi (lepSi odstup signalu
od sumu¥?. Také pouziti APCI-MS umoznilo rozli§eniznych druli vin na zaklad
meieni anthokyaninovych profil Zarove: tato prace odhalila, Ze pouziti vhodného
druhu ioniz&ni techniky a polarity ionizace umiigje dolfe analyzovatizné skupiny
latek (s fiznou chemickou povahou a ted§znou schopnosti se ionizovat). Jejich
analyza potom iire ve spojeni svhodnym statistickym zpracovaninslquiit

k rozliseni jednotlivych odid vind®®.

Krom¢ elektrospreje byl pro #ieni anthokyanith ve virge pouzit i desopni
elektrosprej (DESI). Jeho vyhodou je, Zézaeme pimo analyzovat povrch materialu
¢asto bez paeby slozité Gpravy vzorku. . Kriticky experiment@nparametrem, ktery
je obvykle poteba precizé optimalizovat je sloZeni a ok sprejovaci kapaliny a jeji
zantieni na analyt. Optimalizovand metoda vyuzZivajichalZESI {adow mensi
pramér sprejovaci kapilary oproti DESI) umoznila odligitofily nékterych druli vin
(shoda potvrzena nezavislymi LC-MS experimentyplothce ugit i pomér dvou odfid
v piipravené smsi metodou  kalibréni  kiivky®. Jinou, nowsi modifikaci
elektrospreje je pak PESI (probe ESI), kdy je vkaranesen na tenkou jehlu a na ni je

pak generovano nap, vyvolavajici efekt elektrospreje. Tento typ tiového zdroje byl
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kombinovan s TOF analyzatorem. Takto byly identifigny slodgeniny v pletivech
tulipani a mezi nimi i anthokyanin?'.

DalSi MS metodou pouzivanou pro analyzu anthokyarj;n MALDI. Pro
efektivni vyrobu ioni laserovou desorpci/ionizaci je obvykleha vzorek smichat
s matrici. Pro analyzu anthokyafiina 3-deoxyanthokyanin z extraktu ciroku
dvoubarevného byla jako matrice vyuZitakyano-4-hydroxyskiicova kyselina.
Detelkeni limity pro zkoumané slaeeniny se pohybuji ¥adu jednotek az desitek
pmol/l®®. Pro analyzu anthokyaninz hlohu (Cretaegus opaca) byla r&¥rnvyuZita
MALDI technika. Jako matrice zde byla pouZzita 3etakrylova kyselina. Negativnim
jevem byl vznik adukt rodicovskych molekul s ionty alkalickych ka{”. MALDI
analyze polyfenolového sloZeni extiaktniznych plod rostlinného pvodu se ¥noval
tym J. Reeda. Tito auto pouzili jako matrici s usfzthem ot kyselinu 3-
indolakrylovod®®. Sporns a Wang porovnavali vyhody MALDI-TOF tedtyi
oproti HPLC pi kvantifikaci anthokyanih v borivkadch. Logickym zasrem jejich
studie je, Zze MALDI (bez analyzatoru dovolujicihandemova reni) dovoluje
rychlou analyzu anthokyanin s odliSnym aglykonem. HPLC, ¢a zdlouha¥jsi,
dovoluje odliSit izomerni anthokyaniny. Matrici piou pro MALDI analyzu byl
v této studii 2*,4*,6'trihydroxyacetofenon (THABY.

Jako ionizani zdroje pro spojeni se separami technikami jsou pro flavonoidy
negastji pouzivany APCI a ESI. Zatimco proétéinu flavonoidi je dosahovano
nejvyssi citlivosti pi ionizaci pomoci ESI v zaporném modu za pouZitetaiu
amonného jako pufff’, pro anthokyaniny je vzhledem k jejich kationtopévaze
(flavyliova forma) citliwjSi ESI ionizace v kladném maodu. Mobilni faze jéomnto
pripact obohacena n&gstiji kyselinou mravei?”*>*®! Tato kyselina je v s@asnosti
fadou autal uprednosiiovana ped dive biZznou kyselinou trifluoroctovou. O kyseéin
trifluoroctové je zndmo, ze tvbiontové pary, snizujici vyEek ionizace. Tim rize
nasleds dochazet ke zhor$eni paranidiSI-MS detekdé”. Je také dlezité zminit, ze
MS detekce neni omezena na spojeni s GC a LC, wte realizovano i spojeni
kapilarni zonové elektroforézy s hmotnostni spekttii a to ve spojeni CE-ESI/MS

jak s kyselym tak s bazickym elektrolytem (chloretz@tovy, pop. boratovy pufry™.
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2.2.3 Studium cykliza €nich reakci anthokyanin & s molekulami s polarizovanou
dvojnou vazbou:

Jak jiz bylo zmisno dive, kondenzace anthokyanis jinymi molekulami nize
poskytnout produkty stabiési nez jsou fivodni barviva. Tento jev se v poslednich
patnécti letech stal fpdmétem rozsahlého vyzkumu. Vzhledem ktomu, z#Sina
vyzkumnych tynd v této oblasti se zabyva chemii vina, lze nejifdermaci najit
v souvislosti s reakcemi malvidin-3-glukosidu (dalédn jako ,Mv-3-glu®), jelikoz je
to majoritni anthokyanin fftomny v plodech hroznového vina (Vinis vitiféfé)
Derivaty ostatnich anthokyariin byly wtSinou pouze identifikovany wjpodnim
materialu a v &terych gfipadech izolovany. Jejich cilené syntéze vSak dapogbyla
vénovana pozornost.
na anthokyanidinové kast nebo b) se vzajemnym propojenim dvou nebo videkab
barviv a/nebo jinych latek (typicky fenolického chkteru). V této kapitole je pozornost
vénovana prvnimu bodu, tedy cyklizam reakcim. VSechna sledovana cykiiza
¢inidla maji spolénou vlastnost a to polarizovatelnou dvojnou va#tara umo#uje
cykloadici na uhlik C4 {vodniho anthokyaninu. Lzertgdpokladat, Ze podobné
vlastnosti mohou mit i dalSi sléeniny s polarizovatelnou dvojnou vazbou, jako
nagiklad kyselinao-ketoglutarova a jifé, coz dale roz$ije skupinu teoreticky
pripravitelnych derivat. Tato kapitola se blize¢nuje produkim reakci s kyselinou
pyrohroznovou, acetaldehydem, acetonem a deriviatyicevé kyseliny (a z nich
odvozenymi vinylfenoly). Oproti anthokyariim obsahuje kostra pyranoanthokyanin
navic pyranovy kruh @kdy ozn&ovany jako D) acislovani skeletu se ¢i — viz
obrazek 83,

OH

Obrazek 3: Obecné schéma vzniku pyranoanthokyaairtislovani noé¢ vzniklé

struktury
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Klicovou metodou studiaéthto latek je hmotnostni spektrometrie - idéaln
ve spojeni s kapalinovou chromatografiiddem pro volbu separace v mobilni fazi je
netkavost anthokyanin (jak bylo zmigno vySe). Tandemova hmotnostni
spektrometrie je v s@asnosti zakladem pro jednoznau identifikaci separovanych
nebo izolovanych pigmanet V naprosté #Sin¢ piipadi je pro jednozngné ugeni
struktury poteba doplnit i data z nuklearni magnetické rezongoge jinych metod.

2.2.3.1 Vitisiny a 5-methylpyranoanthokyaniny:

V souvislosti s intenzivnim  vyzkumem  prodaikt zrani  vina byla iz
v osmdesatych letech nalezena ves\atka oznaena jako vitisin A*. Mechanismus
vzniku této latky a jejich derivétbyl ve vinném extraktu detainstudovaf® a bylo
postulovano, Ze na vzniku se podili kyselina pyoahova, ktera kondenzuje s jadrem
Mv-3-glu (konkrét uhlikem v poloze C4 a hydroxylem na uhliku C5) hstsmem
elektrofilni adice, spojené s naslednou dehydrataearomatizaci systému (viz obrazek
4). Struktura vitisinu A, navrzena wiyodni pradi byla pomoci NMR experimeit
korigovana v préci tymu H. Fulcraid a momentala je v této problematice uznavana

jako prava@podobrjSi varianta (viz obrazek 5).

HOOEC &H,

OH

Obrazek 4: Reakce vzniku vitisinu A
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Obrézek 5: struktura vitisinu A gpodni a korigovand)

Bylo dale zjiS¢no, Zze mechanimus reakce zahrnuje i osxidakrok, protoze
bez @istupu vzduchu byla produkce vitisinu A ve vzorkoarpo 12 mssicich ukogiena
(obsah vitisinu A dokonce klesal) tgsto, Ze ve sisi byly nadale k dispozici jak Mv-
3-glu, tak kyselina pyrohroznoV&. Autofi zminsného vyzkumu fedpokladaji, Ze
oxidantem je v tomto fijpact (podle jejich vyjadeni) ,aktivovana forma kysliku®,
kterou produkuji kvasinky. Existuje tak@da praci, éhovanych vyzkumu kinetiky
tvorby vitisinu A a vlivu pronnlivych velicin (pH, teplota) na tento proc¢&s’® !

Ve stejné préci jako vitisin A je popisovan i vitiB"¥ (viz obrazek 6). Jednéa se
o strukturu velice podobnou vitisinu A a principemaniku je reakce Mv-3-glu

s acetaldehydem.

Obrazek 6: struktura vitisinu B

MS/MS analyza vitisifi izolovanych semipreparativni HPLC potvrdila, Ze
na jade je navazana glukosa gopcetylglukosa (v koliznim spektru pozorovany itra
162 Da a 204 Da).

Oke latky (vitisin A i B), pripadre jejich acylderivaty se od anthokyafijre nichz
vychazeji, lisi zejména zmou profilu spektra v UV/VIS oblasti, kde absémp

maximum { = 518 nm pro Mv-3-glu) vykazuje hypsochromni posummzsahu 20-40
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nm v zavislosti na pouZitém rozpokdiet’ . Slouseniny jsou tedy oproti gvodnim
cervenym anthokyaniim spiSe oranzové. Substituce v poloze 4 je takpmedna
za lokalni absofmi maximum v poloze kolem 350 nm a za odolnasti Wegradaci
pomoci S@. Pavodni anthokyaniny sefppouziti SQ odbarvuj®.

V naslednych pracich byla napzkouméana kinetika vznikuéthto barviv
ve vinech, zamgrné obohacenych acetaldehydemiipp kyselinou pyrohroznovou.
jednorazovy gdavek konkrétniho mnoZzstvi cyklig@ho cinidla, nez desetkrat
opakovany pidavek desetkrat nizSi davky (tzniti gachovani celkového mnoZstvi
prfidanéhocinidla). Také bylo zji&tno, Ze hladina vitisinu B je vy3sSi spiSe n&giku
testovaciho obdobi, zatimco vitisin A se formujev¥sich koncentracich az v pagsi
fazi®,

OdliSnym gistupem k syntéze vitisinu B se zabyva prace Ji€li a spol., kde
je navrZzena a Uspre realizovana syntéza této steminy reakci Mv-3-glu (resp. jeho
p-kumaryl derivatu) s vinyloxytrimethylsilanem, kde po odsEpeni
hydroxytrimethylsilanu vznika vitisin B, pépjeho p-kumaryl derivat (viz obrazek 7).
Identita ziskanych derivatbyla jednoznéné potvrzena NMR analyzou. V&iky
piislusnych reakci se pohybovaly zhruba na arovni 3®%ni zmnénou molarnich

pomeru reaktani se je nepoddo zvysit®?.

o
—_—

-(CH,; ) 5i0H

(H:C):50
Obrazek 7: Schéma vzniku vitisinu B reakci s vimytoimethylsilanem
Jako vitisiny oznéujeme derivaty Mv-3-glu vzniklé reakci s kyselinou

pyrohroznovou (vitisin A) a acetaldehydem (viti8h Skupina pyranoanthokynine

vSak podstath SirSi a zahrnuje n&pi 5-methylpyranoanthokyaniny vzniklé reakci
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anthokyaniii reakci s acetonem. Tyto latky byly objeveny gxtrakci anthokyaniin
z cerného rybizu acetondffl. V této studii vznikaji tedy 5-methylpyranoderiyatmgle
pii extrakci a jsou jednim ztfkladi komplikaci analyzy $ nevhodri voleném slozeni
extrakéniho médi&*. Byl prokazan vznik odpovidajicich deritahalvidinu, kyanidinu
a delfinidinu (viz obrazek 8) a vSechny struktuggybpodrobeny 2D NMR analyze. 5-
methylpyranoanthokyaniny byly identifikovany LC/M&chnikou také v extraktech
z plodi zimolezu kamiatského (Lonicera caerulea L var. kamtschatica)o Terivaty
vznikaly opEt v extraknim kroku a pouze pokud byl k extrakci pouzit anefoebo
jeho snés s methanolerffj’. Reakce tohoto typu probihaji velice snadno s kgso

vytéZzkem.

Obrazek 8: Struktura 5-methylpyranodelfinidin-3igisidu

Latky tohoto typu (tzn. s methylem v poloze 5) v3akhou vznikat i frodni
cestou, kdy je cyklizanim cinidlem kyselina acetoctova a syntéza kéoadice a
oxidace obsahuje jeStdekarboxylani krok®! (viz obrazek 9). Citovana prace se
zabyva tématem pigmenv portském vi, odpovidajicimi prekurzory jsou Mv-3-glu a
malvidin-3-p-kumarylglukosid. Oba 5-methylpyranagtéty byly izolovany pomoci
semipreparativni HPLC a jejich identita byla poama NMR.
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GH,

Obrazek 9: Schéma konverze malvidifpkumaryllukosidu na odpovidajici 5-

methylpyranoderivat pomoci kyseliny acetoctové

V laboratdi piipraveny 5-methylpyranomalvidin-3-glukosid byl  ésSpe
podroben reakci se sinapaldehydem za vzniku progdykhoz struktura je uvedena
na obrazku 10. Pro mechanismus jeho vzniku rautavrhuji novy mechanismus.
Piavodni gedstava zahrnuje deprotonaci methylu 5-methylpywan8-glu a reakci
vzniklého methylenu s aldehydem. Pggtbylo ale prokazano, Zze demethylace probiha
az pi alkalickém pH. Vzhledem k tomu, Ze atitstudie reakci se sinapaldehydem
aspsre provedli v kyselém progdi (pH = 4), navrhuji jiny re&ki mechanismus,
zahrnuijici penos naboje po vyt¥eni d@asnén-n interakce mezi aima aromatickymi
strukturami ¢lanek obsahuje reaki schéma pro oba mechanismy). Produkt byl
piecistén semipreparativni HPLC a charakterizovan UV/VISS sl NMR spektry. Také
byly studovany jeho disoaiai rovnovahy (bylo pozorovano odgbvani protonu

ze véechif fenolovych skupin) a v praci jsou uvederfisfusné konstanfif’.
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Obrazek 10: Struktura produktu reakce 5-methylpykéwt3-glu a sinapaldehydu

Studiem chovani 5-methylpyranoanthokydnitbylo zjiS€no, Ze v kyselém
prostedi podstupuji hydrolyzu vedouci k tvérbpyranoanthokyanidiy které
piresmykuji na furanoanthokyanidiny (viz obrdzek 1Marem vychozich latek
v kyselire chlorovodikové byly ziskany oba typy latek, ktdygly déle ecisteny
semipreparativni HPLC a identifikovany na zakl&#D NMR spekter. Velanku je

prezentovan navrh re&kiho schématu kysele katalyzovanéhespykif”.

1M HCL
—_—
40 °C, 1 hod.

CH,

Obrazek 11: Hydrolyza 5-methylpyranoanthoky@niR: -OH / -H)
Vjedné znowjSich praci byly také izolovany a pomoci M3 NMR

prostudovany glykosylované 5-karboxypyranokyaniding 5-karboxypeonidiny

vyskytujici se v napojich #e3ni?.
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2.2.3.2 Fenolové pyranoanthokyaniny (pinotiny):

Kromé substituent jako je karboxylova nebo methylova fumk skupina, mze
byt na pozici 5 pyranoanthokyaninu gdena i objem¥jsi jednotka, jako napderivaty
fenolu. Takova analoga vitisin(sloweniny vychazejici z Mv-3-glu) pak ozhgeme
jako pinotiny. Poprvé byly pinotiny popsany v rocd996%?. Vijedné z praci
vénovanych identifikacigchto latek byla navrzena hypotéza, Ze vSechny pypgtina
se ve Vil vytvai reakci Mv-3-glu s derivatem vinylfenolu, vzniklyenzymatickou
dekarboxylaci fislusné kyselin§®. Tym M. Schwarze, ktery izoloval a spektln
popsal pinotin A (viz obrazek 13Y a zabyval se i vlivem faktorna jeho vznik
ve virs® ale pozdji dokazal, e reakce probihd i v modelovych vaicikde je
krom¢ anthokyaninu fitomna pouze dotyna kyselina. Tento proces je pomalejsi, nez
u piimé reakce s vinylfenoly (kde ke kvantitativnfepené dochazi Bhem hodin).
Nizk& rychlost tak ovSem vy&lije vysledky ndteni, kde se hladiny ffslusnych
pinotind ve zkoumanych vzorcich vina zvySovaly ¢g3b letech, ficemz enzymaticka
pienena kyselin na fenoly kvasinkami byla inhibovanaséai latkami gitomnymi
ve virs. Reakce tedy musela probihatingo mezi kyselinou a anthokyanin€th
Citovana prace obsahuje také navrh &e#ko schématu. Zabyva se také kladnym
vlivem pritomnosti elektrondonorovych skupin na benzenowdlfejaislusné kyseliny,
které zvySuji rychlostiigmeny.

Tvorba pinotiri byla studovana i v fitomnosti fiznych druti kvasinek rodu
Saccharomyces, které dekarboxyluji kyseliny kavovéerulovou a p-kumarovou
(derivaty skdicove kyseliny) na fislusné vinylfenoly. Sis €chto kyselin byla fidana
do vina spolu siznymi odidami kvasinek a byla hodnoceng&innost gemeny
jednotlivych kyselin a nasledn& cyklizace s antlaskygem. Bylo zji&no, Ze kazdy
druh kvasinek metabolizuje kyselinyiznou rychlosti, coz vede kané rychlosti
produkce pislusnych pinotit®¥. V dalsi praci byl pak u vybranych drutikvasinek
sledovan vliv pH, teploty a koncentrace ;S®to jak na produkci pinotin(v praci je

zminén derivat guajakolu), tak na produkci vitisinu B8>.
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Obrazek 12: Obecna struktura pindtijpinotin A: R = H, R = OH)

V portském viki byl nalezen také p-(vinylpyranomalvidin-3-O-gluidysfenof®®.
Tento pigment je podobny pinotim, ale obsahuje navic vinylovou vazbu
mezi anthokyanidinovym jadrem a fenolem, takze fdrje fazen mezi tzv. portisiny.
Tak ozna&ujeme struktury s obecnou strukturédu (obr. 13). Vzhledem ktomu, ze
vétSina portisiti obsahuje jako substituent ,R* flavanoly, je jimzaiwnovana
samostatnd kapitola.

ProduktB (obr. 13) byl izolovan frakcionaci vina a nasledridPLC separaci
vybrané frakce. Identifikace byla provedena na adklvyhodnoceni MS a NMR
spekter. Pro kontrolu byl tento pigment také symtetin v modelovém roztoku 20%
ethanolu o pH = 2,6 reakci vitisinu A a 4-vinylfémos ponéru 1 : 250. Zajimavym
rysem zkoumané latky je, Ze narozdil od ostatnigtanpanthokyaniih nevykazuje

hypsochromni, ale bathochromni posun (je zbarvésedo fialova§®.

Obrdzek 13:A: obecnd struktura portigin B: struktura p-(vinylpyranomalvidin-3-
glukosid)-fenolu
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Zajimavym pigmentem, ktery jiz nepatnezi pinotiny, je pyrano-apigeninidin 4-
vinylfenol (obrdzek 14). Tento symetricky derivgtigenidinu byl extrahovan z list
rostliny Sorghum bicolor, izolovan pomoci HPLC (hmast ziskaného individuanila
0,5 mg) a identifikovan UV/VIS, MS a NMR spektrynldatnost tohoto produktu jest
zvySuje fakt, Ze se jedna o prvni 3-deoxypyranaaytanidin nalezeny vifrod!®”.
Vyznamna je také stabilita této latky, ktera komipgndva dilezité stabiliz&ni principy
v chemii anthokyaniix ctvrty (pyranovy) cyklus a absenci hydroxylu v pao3.
Pritomnost tohoto hydroxylu v molekule anthokyaninuvy&uje nachylnost

anthokyanidinového jadraivi hydrataci, ktera vede k otini C-kruh{®!.

OH

Obrazek 14: pyrano-apigenidin 4-vinylfenol

2.2.4 Studium reakci anthokyanin @ s jinymi flavonoidy:

Vzhledem k aromatiait flavonoidi miZze mezi anthokyaniny a jinymi zastupci
flavonoidi dochazet ktvorb n-komplexi, véazanych slabymi interakcemi -—
kopigmentaci. Takovyto komplex vykazuje poté oldefiné spektralni charakteristiky,
nag. odlisné absogmi maximum v UV/VIS oblasi™'® Kromg toho tvdi
anthokyaniny s jinymi flavonoidy ale i samy mezbea kovalentni vazby, igemz
vznikaji slozitjsi struktury. Jednotlivé typy budou probrany viadsjicich kapitolach.
V této praci je pozornostémovana zejména kondenzaci anthokyarsnkatechinem a
jeho epimerem — epikatechinem, jehoz studiunigelpEtem casti této prace.

Analytické techniky pouzivané v oblasti studigchto slozi¢jSich barviv
odpovidaji postujpm pouzivanym pro anthokyaniny - prefe¥eth HPLC-MS.
Vzhledem k faktu, Ze reakcemi flavondidnezi sebou vznikajtasto oligomery i

polymery, nachazi zde podstatry3si vyuZiti spojeni MALDI-TOE®!,
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2.2.4.1 Produkty p fimé reakce anthokyanin—flavanol:

V roce 1984 byl pozorovan vznik bicyklického aduktalvidin-3,5-diglukosidu a
katechinu v modelovém roztoku. Tento produkt bytlimvy, absorboval vSak v oblasti
okolo 280 nm. V horké s&si butanol-HCI popp v horké redtné TFA poskyitl
intenzivni ¢ervené zbarveni, coZ je charakteristicka reakce gyuanthokyanidiny.
V souladu svysledky NMR analyzy aiito predpokladali zanik aromaticity

na malvidinovém kruhu C — viz obrazek™3.

Obrazek 15: Navrzené varianty struktur§inpeho aduktu malvidin-3,5-diglukosidu a

katechinu

Jako zasadni je adaziovan nélez pouze jednoho produktu kondenzace, goz b
swdéilo o vysoké stereospeciittéto reakce — dv navrzené struktury vyplyvaji
Z nejistoty autar prace ohled® zpisobu navazani katechinu. Jakocéliou uvadji
autai glykosylaci malvidinu v poloze 5, jelikoz analogpu reakci Mv-3-glu
s katechinem se za stejnych podminek nepovedizogaf*®".

V modelovém roztoku byla moznostimé kondenzace studovana také s vyuzitim
dvou syntetickych anthokyanin které byly pipraveny smichanim anthokyaninu
s katechinem v po#énu 2:1 ve vodném 20% roztoku kyseliny octové (pi)=a stanim
roztoku v temnu za pokojové teploty. Ethto derival uvedenych na obrazku 16 byla
zvolen jako substituent v poloze 3 methoxylukvsnadnosti pipravy, podobnosti
s prirodnimi glykosidy a mensimu sterickému hndin pfi kondenzaci, coz zvySuje
rychlost reakceéthto latek. | pesto pro dosazeni dostatgch vy€zka pro nasledné

analyzy reakce probihala u obou latek po delgtimesioil*®?,
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Obrazek 16: Struktura syntetickych anthokyérnino gimou reakci s katechinem

Kazda ze slotenin vykazovala odliSné reakce. SieninaA (obr. 16) reagovala
s katechinem za vzniku sl&eniny na obrazku 17. Navrh struktury je potipoNMR
spektry, ktera odhaluji absenci signalu protonu utdiku C4, kterym se tedy
anthokyanin vaze na katechin. Atitale sodasré priznavaji, Zze neni jisté, zda
u katechinu vazba vychazi z uhliku C6 nebo C8 yzkahlik C8 je obechu flavanoti
povaZzovan za reaktiéfsi).

Slowenina B (obr. 16) vykazovala niZSi reaktivitu ne¥ (obr. 16), coz je
v souladu s kvant@vchemickymi vypdéty, podle kterych hydroxyl v poloze 5 sniZuje
elektrofilitu centra na C#?. Na zaklad charakteru UV/VIS spekter nalezenych
pigmenti byla vyslovena hypotéza, Ze stemninaB (obr. 16) s katechinem vytkia
analoga xanthyliovych séif®!, aviak autth neposkytli 74dna dalsi data, ktera by tuto
teorii potvrdila. Dale se prace énovala také adukin s mistkem tvdenym

acetaldehydem, které budou probrany dalésiygsné kapitole.

Obrazek 17: Emy adukt katechinu a syntetického anthokyaninu

Strukturu kondenzovanych pigménje mozné zkoumat také pomoci thiolyzy

toluene-thiolem. Principem této metody je odliSeni konodvya spojovacich jednotek
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oligomefi. Stedové monomery jsou igménény na benzylthioethery a koncové
jednotky jsou uvolsny ve forng gistych monomei'®. Takto byl pozorovan vyskyt
piimych aduki Mv-3-glu a epikatechinu v realném vzorku vina tmtr Cabernet
Sauvignon. Autti vychazeli z ndlezu Mv-3-glu po thiolyze vodnycRtrakti frakci
vina. Pokud by tento anthokyanin byl vysledkemlffzip aduktu s ethylidenovym
mustkem (produkt kondenZai reakce sd&asti acetaldehydu), byly by ve &sn
piitomny také pislusné vinylderivaty jak Mv-3-glu, tak epikatechinTy vSak nebyly
nalezeny, Zehoz autéi usuzuji, Ze muselo dojit k thiolyzefimého aduktu obou
|latek ),

Pro strukturu aduktu byly navrzenydirypotézy. Prvni spidvé ve faktu, Ze idve
zminované thioethery vznikaji pouze ze slenin, které jsou vazanyigs uhlik C4.
Vzhledem k tomu, Ze ve sisi nebyly nalezeny, musi byt ve zkoumaném adukte3Mv
glu vazan pes uhlik C6 nebo C8 (tzv. ,F-A* adukt, F = flavanal= anthokyanin — viz
strukturaA na obrazku 18). F-A adukty vznikaji nukleofilninekem hemiketalové
formy anthokyaninu na elektrofilni karbokation ftawlu, vznikly roz&penim
interflavanické vazby jpvodniho taninu (ktery obsahuje monomer flavanolgnika
bezbarvy produkt F-AOH, ktery dehydratuje na flamybu strukturu typu F-Al206-107]

Existuje vSak i druhd hypotéza, podle které by MghB s thiolem nereagoval
Vv pripact, Ze by byl vazanies uhlik C4, pokud by byl z aduktu uvénv kationtovée
formé. Davodem nereaktivity by v tomtofipacdt mohla byt delokalizace kladného
ndboje. Struktura s vazbou anthokyaninu vychazegjiaihliku C4 (tzv. A-F adukt)
vznika atakem kationtové formy anthokyaninu’YAa uhlik C6 nebo C8 na A-kruhu
flavanolu a vznikad produkt s flavenovou (z angllaykene”) strukturou f{vodniho
anthokyaninu (strukturB, obrazek 18)%°,

V chromatogramu jedné z frakci extraktu vina bylpaleaeny dva piky
s odpovidajici hmotou, které bylyifazeny jednotlivym formam navrhovanych struktur
A aB. Pro kontrolu byly pigmentyifpraveny i v modelovém roztoku, kde bylo zisb,

Ze k reakci nedochazi v kyselém vodném peatit ale v ethanolutpteplots 40 °G,
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Obrazek 18: Strukturyffmych aduki katechinu a Mv-3-glu; F-A derivat s vazbou
na uhliku C8 anthokyaninuAj; A-F derivat s vazbou na uhliku C4 anthokyaninu
ve flavenové B) a v bicyklické C) forme

Otazka struktury A-F aduktu dale stejnym autorskgotektivem dale rozebirana
v nésledné préci. Vzhledem k tomu, Ze analyzovatiéy Ibyly v pivodnim extraktu
vina gitomny ve velice malém mnoZstvi, bylyigraveny v modelovém roztoku podle
vySe zmigného postupu. Vzniklé sléaniny byly analyzovany HPLC/ESI-MS a hlavni
produkt pak i pomoci NMR. Modelovy roztok poskytidlouseniny typu A-FC8.

Podobs jako v gredchozich experimentech byla provedena thiolyzéssritera
méla vylowit nebo potvrdit flavenovou strukturéchto i slowenin. Vzhledem k tomu,
Ze slogeniny se nerozlozily, byla vyléena flavenova struktur8 z obrazku 18,
protoZze ta by thiolyzou by poskytléisty Mv-3-glu. Prace se daleémovala jen
hlavnimu aduktu ve s#si, u kterého byla potvrzena bicyklicka struktuea spojujici
¢asti molekulyC (obrazek 18). Produkt byl dale charakterizovan tmostnimi spektry
a NMR «etre 2D technik. Jako alternativa kgmené intermediatové flavenové formy
na flavyliovou se tedy nabizigmena v bicyklickou strukturu s vazbami C-C a C-O-C
(tzv. vazba typu AJ%®. Dalsim autaim!*®Y! se nepodio tuto strukturu pipravit. To je
ziejm¢  zagic¢inéno  rozdilnym  sloZzenim  modelovych  roztok pouZitych
ve srovnavanych pracich (prd@8: smss Mv-3-glu a katechinu v molarnim pem 1:4
v 10 % vodném roztoku HCI, dusikova atmosféra, @8pfrac&®®: ekvimolarni snis
Mv-3-glu a katechinu, ethanol, argonova atmosfésa’C).

Pozornost byla #novana také vlivu pH nafimou kondenzaci Mv-3-glu a
epikatechinu. V préaci byl pouzit monomer flavancélhy nedochazelo ke vzniku F-A

aduktu mechanismem uvedenyntivé (tzn. rozkladem prokyanidinu). V souladu
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s predchozimi pracemi bylo zji&to, Ze vznika flaveB (obr. 18) , ktery p pH = 2
prechazi na adukt s vazbou typuCAobr. 1857,

Pfi hodnotach pH mezi 3,2 a 6 vznikaji z flaveBuobr. 18) xanthyliové soli.
Predpokladana struktur& (obr. 19) ale neodpovida idmh pozorovanym v MS. Proto
byla navrZzena hypotéza depené flavenu na nestabilni A-F adukt, ktery se rozpada
na fragmenty, z nichZ se sekundéfarmuje strukturs odliSna pozorovana xanthyliova
sal B (obr. 19). Jinou mozZnosti je tvorba navrzené Soljobr. 19) a jeji oxidativni

rozklad na slogeninuB (obr. 195,

Obrézek 19: pedpoklddandX) a pozorovandg) struktura vzniklé xanthyliové soli

StrukturaB na obrazku 20 je vysledkem vyhodnoceni ®M@ektra sloéenin
vznikajicich gi pH > 4 a detekovanych ip m/z 781. Pozorovana fragmentace
neodpovida A-F ani F-A typu aduktu, ale je v dobBhdd s pozorovanim chovani
oxidovanych forem epikatechinu a je proto navrZzeose jedna o izomery aduktu, kde
se anthokyanin vaze na epikatechin v oxidovanéoathm forme pies jeho B-kruh.
Pro kontrolu byl pipraven modelovy roztok o-chinonu katechinu (gkninaA, obr. 20)

a Mv-3-glu, ve kterém byly nasle&nidentifikovany shodné produkty. V takto
piipraveném modelovém roztoku nebyly nalezeny iomiythyliové soli. U slogeninB

z obr. 19 & z obr. 20 je wlanku diskutovan mechanismus jejich vzitRe.
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Obrazek 20A: o-chinon katechinuB: adukt s vazbouips B-kruh epikatechinu

2.2.4.2 Vznik adukt G anthokyanin—flavanol s m tdstkem tvo fenym malou molekulou:

Jiz vroce 1976 byla provéda studie modelovych roztbk obsahujicich
anthokyaniny, flavanoly a acetaldehyd, kterélarobjasnit barevné ziny vina vcase.
Bylo zjiSttno, Ze anthokyaniny reaguji velice pomalu, jsowu-fioztoku samy, nebo
pouze s flavanoly, zatimco ¥ipmnosti acetaldehydu dochazi k vyraznémuastar
zabarveni roztoku a ubytku koncentradesqunich polyfenal. V praci je sledovana
reaktivita jednotlivych komponent a je navrZzenokted schéma zachycujici vznik
novych slodenin v roztoku. Ty jsou tweny kondenzaci anthokyaninu s flavanolem
pres acetaldehydovy imtek!?.

Vzhledem k tomu, Ze tato prace nerozkryla dostetstrukturu no¥ vzniklych
pigmenf, vénovala se od té doby dané problematama ¥deckych kolektivi. NejwtSi
pozornost je staleémovana reakcim Mv-3-glu. Pomoci HPLC s DAD detdikgy ve
smési Mv-3-glu, katechinu a acetaldehydu objeveny dafasorbujici pigmenty
s bathochromnim posunem absmitho maxim&*. Struktura &chto slogenin byla
dale zkoumana a jako praygbdobny mechanismus reakce byla navrzena reakce
acetaldehydu s katechinem, vedouci ke  karbokationtktery reaguje
s anthokyaninefht?.

Hypotéze pedchézela ifiprava modelovych roztégk obsahujicich pouze
anthokyanin a acetaldehyd, kde &utoezaznamenaliip pH = 3,2 Zadnou z#mu
v roztoku, zatimco v roztoku acetaldehydu a katachdoSlo ke tvord tfi raznych
slowenid™*?. Tento zawr je zjevre v rozporu s vysledky praci o vitisinu B. Rivas-
Gonzalo a kol. uvagli, Ze modelovy roztok obsahoval Mv-3-glu a acetaltl (neni

uveden porer latek), pH roztoku bylo 3,2 a roztok byl uchovawa laboratorni teploty.
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Béhem ficeti dmi v ném nedoSlo k Zzadné vyragai reakci a doSlo vicemé&njen
k degradaci anthokyaninu za vzniku bezbarvych pim‘ﬂi]dz]. Oproti tomu prace
Bakkera a Moraty popisuji vyskyt vitisinu B ve wiff!, resp. ve via cilers
obohaceném acetaldehyd®h Fresto, 7e tyto dv prace nebyly uskutesny
v modelovém roztoku, je s podivem, Ze reakce vaoopifpact probihala s vysokymi
vytéZky — bthem dvou tydd vzrostla koncentrace vitisinu B ve ¥irobohaceném
acetaldehydem z 0,28 mg/l na 2,20 #iY/l VySe zmigné neznaméiit slouseniny
vzniklé v roztoku acetaldehydu a katechinu bylylozany preparativhi HPLC a byly
ponechany reagovat s Mv-3-glu. V jednorfippd byly ziskany dive zmirgné dva
pigmenty"**), zatimco ostatni dvlatky s anthokyaninem nereagovaly. Struktéchto
téi intermediat vzniklych v roztoku katechinu a acetaldehydu nempiraci uvedena,
autai vSak navrhli struktury finalnich adukt Vzhledem k existenci jediného
intermediatu reakce (produkt kondenzace acetaldels/depikatechinem) se aiito
domnivaji, Zze reakce je stereospecifickd a acdigttige jak na anthokyanin, tak
na katechin vazan vytné v poloze 8. Htomnost dvou auto vyswétluji chiralitou

mistkového uhliku (viz obrazek 2.

Obrazek 21: Strukturaistkovych adukt Mv-3-glu, katechinu a acetaldehyt@

Reakce probiha lépeimizSim pH (srovnavan ubytek Mv-3-gldipH = 3,2 a
4,0), avSak vzhledem k mechanismu je nizSi phledité pro vznik kationtu
z acetaldehydu a ne pro flavyliovou strukturu akyfaminu. Ri vySSi teplo¢ vznikaji
v modelovém roztoku rychleji polymerni pigmentyka pro vznik dimet je vhodrjsi
teplota niZ8i (srovnavana teplota 15 a 32 °Cyitomnost nistkovych adukt spolu
s dalsimi pigmenty byla po#jil prokazéana i ve vzorcich vif{&'*!

Rychly vznik mistkovych slodenin anthokyaninu a katechinu byl pozorovan i

Vv pripact pouziti syntetického anthokyaniri®l (obrazek 16). Také zde je pozorovan

33



vznik dvou izomel, pro které bylo pomoci NOE NMR zj&to, Ze jak katechin, tak
anthokyanin jsou vazanygs uhlik C8. | v tomtoijpact autdi jako jedinou odliSnost
obou izomelt udavaji konfiguraci na chiralnim uhliku. Reakanghokyaninenf z obr.
16 neprobhla. Vyswtlenim je, Ze acetaldehyd deb reaguje jen s jadry
podobnymi floroglucinolu. Anthokyanid (obr. 16) je strukturh vyrazré odliSny —
postrada hydroxyl v polozé*#.
Analogicky reaguje Mv-3-glu vifiomnosti acetaldehydu také s prokyanidinem

B2 (strukturaD, obrazek 22), kdy vznikajfitraizné produkty A, B a C, obrazek 22).
Produkty A a B jsou analogailve pozorovanych derivat vzniklych reakci
s katechinem. Produkf spada do kategorie pyranoanthokyéniovsem reziduem
na pyranovém kruhu (ozémvaném jako D) je vtomto fjpact prokyanidin B2.
Mechanismus vzniku produkt@€ neni v¢lanku diskutovan, autd se ale opiraji
0 vyzkumy v oblasti pyranoanthokyafiinpiicemz usuzuji, Ze redkim cinidlem je
v tomto gipadt 8-vinylprokyanidin B2, ktery vznikad rozpadem oligeri flavanoli
vazanych ethylidenovym istkent**. Mechanismus vzniku vinylflavanblbude dale
probran v samostatné kapitole.

U produktu C byla meéftenim UV/VIS spekter prokazana vysSi odolnoétiv
zvySeni pH a i odbarvovani pomoci SMproti pivodnimu anthokyaninu. Produkt
vznika pomaleji nez pigmentA a B, ale nejevi tendenci k polykondenzaci, takze
v roztoku je stabilgSi. Fi pouziti jinych flavanal (katechin, epikatechin, prokyanidin
B3) misto prokyanidinu B2 je tvorba pigménd pyranovym kruhem sinutlumena
oproti klasickym nistkovym slogeninam*.

A, B - enantiomery C D

Obrazek 22A, B, C: adukty Mv-3-glu,D: prokyanidin B2
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Studium vysSich oligomér(kondenzaci Mv-3-glu s epikatechinem) ukézalo, Ze
tyto latky obsahuji vzdy nejvySe é&vanthokyaninové jednotky a to v terminalnich
(koncovych) polohach. Mezi nimi vSakiie byt acetaldehydem vazano vice molekul
flavanold®.

Konkrétre byly nalezeny dimery, trimery a tetramery obsatiujizdy jednu
anthokyaninovou jednotku. Dale byl identifikovan tréener obsahujici dv
anthokyaninové jednotky v terminalnich polohachldpan jako dvakrat nabity ion).
V roztoku nebyla zji$ha p@itomnost dimeru slozeného pouze z Mv-3-glu ani
meziproduktu, ktery by vznikl reakci acetaldehyd#tivevaného protonaci s Mv-3-glu.
Naproti tomu byla zjigha gitomnost ethyl- a ethanolderivaepikatechinu prokazujici,
Ze prvnim krokemip kondenzaci je atak karbokationtu acetaldehydtiavanol.

Thiolyza produki ukézala, Ze ze dvojice vazeb typu anthokyanintekbly a
flavanol-ethyliden ma &Si nachylnost ke &beni druha z nich. Také bylo zjéb
(porovnanim teplot péebnych k rozkladu), Ze vazba flavanol-ethylidenmaohem

Pfi zkoumani vlivu koncentrace kyseliny vinné na wniustkovych slodenin
Mv-3-glu s epikatechinem byly krofroéekdvanych produtA aB (obr. 22) nalezeny i
Styfi zcela nové slateniny*'®, kterym byla na zaklad jejich spektralnich
charakteristik (UV/VIS, MS) prazena obecna struktura uvedena na obr. 23. Takova
struktura byla spolu s dalSimi pozorovéana jive stejnym autorskym kolektivem
u slowenin ve vig **". Pritomnostétyi slowenin se stejnou hodnotou m/z aiito
pripisuji existenci dvou chiralnich center v molekalegpozorované pigmenty jsou dle
jejich zawra diastereomeR!®. Byla pozorovana zavislost mezi Ubytkem izoiner
sloweniny z obr. 21 a vznikem dvojic izoniemovych slodenin, odpovidajicich
latkam se strukturou z obr. 23. To by potvrzovaypdtézu o optické izomerii vSech
téchto latek. Z kazdé ze dvojice stmmin z obr. 21 by pak navazanim dalSiho

chiralniho centra vznikly dva nové izomery (celkedy ¢tyii).
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Obrazek 23: Struktura novych pigmémialezenych v modelovém roztoku

Na celou problematiku navézal vyzkum reakci, kdynjestkujicim¢inidlem jina
molekula s karbonylovou fukki skupinou. Takto byla n&pv modelovém roztoku
porovnavana reaktivita acetaldehydu, kyseliny gjyoxé, furfuralu a 5-
hydroxymethylfurfuralu (HMF}*®. Bylo zjis&no, 7e acetaldehyd reaguje nejrychleji,
za vzniku fialovych produkt které jsou v roztoku stabilni, zatimco u zbylyith
slowenin byly fialové adukty nalezeny v maléima gevazujici formou byly bezbarvé
sloweniny odpovidajici dimé&m flavanolu, tedy vzniklé bezc¢asti Mv-3-glu. Tyto
bezbarvé produkty byly schopné dalefeghdzet na derivaty odpovidajicich
xanthyliovych soli pip. dale polymerovat. Analogéchto bezbarvych produkt ktera
by vznikala pi reakci s acetaldehydem, nebyla nalezetiapétovnani rychlosti reakce
katechinu s furfuralem a HMF monitorovanim ubytkatdchinu z reali snesi byl
jako reaktivigjSi vyhodnocen furfural. Také bylo zj$io, Ze ubytek Mv-3-glu v regki
smeési s katechinem a furfuralem neodpovidéstku gislusnych barviv a molekula
Mv-3-glu tedy v prosedi furfuralu zarowe degraduje. To déle sniZzuje w¥ek
kondenzani reakce. Restoze ma kyselina glyoxylova, furfural a HMF niako
schopnost tviit kondenzované produkty a tim stabilizovat bajeumozné psobeni
téchto latek prakticky vyuzit. Produkty jejich realckatechinem a jemu podobnymi
sloweninami snizuji trpkou a fikou chu potravinovych pipravki, zpisobenych
piitomnosti &chto tanird.

Rada niistkovych pigmerit vzniklych spojenim anthokyarnina flavanol byla
dale roz&ena o derivaty obsahujiciustek tvaeny dalSimi alifatickymi aldehydy a
benzaldehydeft®, piicemZ v gipacs propionaldehydu byla identifikace produktu

potvrzena i NMR analyzou izolované skeminy*?°.
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Byla sledovana i rychlost reakce kigpdt zmény anthokyaninové jednotky
s nasledujicimi vysledky:tpreakci s prokyanidinem B2 a acetaldehydem byltagb
reaktivity ve vybrané trojici anthokyanimasledujici: peonidin-3-glukosid > kyanidin-
3-glukosid > malvidin-3-glukosid. Tento vysledekiraiziuje vyznam substituce na B-
kruhu anthokyaninu ve vztahu kjeho nasledné reidktiv roztoku. Kyanidin-3-
glukosid byl také podroben reakci s katechinemriufalem resp. HME?! za vzniku
piislusnych barevnych produkiviz obrazek 24) doprovazenych bezbarvymi adukty

stejre jako ve vySe zmimé praci zkoumajici reakce Mv-3-§ft.

R=-H/-CH.,OH

Obrazek 24: Adukt katechinu a kyanidin-3-glukossdiwrfuralovym niistkem

Jedna z nejn@ySich praci zabyvajici se studiem pracese virge kombinuje
poznatky shrnuté v této &quchazejici kapitole. V modelovém roztoku byla zkéna
moznost kondenzacetipych adukt typu F-A s dalSimi jednotkami katechinu
prostednictvim aldehydickych (ethylidenovych)astki a dimerizace F-A aduikt
pies aldehydicky ristek. Nejprve byla dle starSich posiuprovedena syntéza F-A
aduktu (katechin-(4,8)-malvidin-3-glukosid) za vitukysele katalyzovaného &teni
interflavanické vazby v prokyanidinu B2. Naslédibyl tento produkt peCisten
semipreparativni HPLC a v roztoku 20% ethanolu elgig2ho HCI na pH = 3,0
smichdn siebytkem acetaldehydu afip. katechinu. V fipad kondenzace
s katechinem byl&kavan vznik az osmi izomefvazba pes uhliky C6 a C6; C6 a C8;
C8 a C6; C8 a C8 obou katechitkastnicich se reakce). Vyznamnou odez\ilymfi
chromatografické analyzetyii izomery, znichZz u dvou nejzastouggich se
piedpoklada vazba C8-C8 a R nebo S izomerie. Prodikty identifikovany
na zaklad tandemovych MS spekter (bylo pozorovanedevsim &peni glukosy a
epikatechinovych jednotek). \fipad dimeru F-A aduktu s ethylidenovymustkem
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byl nalezen dvakrat nabity produkt, coZ bylo mimaoéj prokieno sledovanim
izotopickych piki. Opt byly zkoumanytyti nejvyznamujSi piky spektra. Tandemova
MS spektra potvrdila #edpokladanou strukturu (kritéria byla podobna jako
v predchozim fipadt), navic bylo zji&tno, Ze tyto produkty je mozno nalézt i v prvni
reakéni smési — tzn. F-A adukt sodki s katechinem ip adici na karbokation typu
ethyliden-F-A. Tyto sloweniny byly zarovg Usgsné nalezeny ve vzorcich vina,
z ¢ehoz vyplyva, Ze autory navrhovany mechanismuspdbiha. Dlezitym faktem
vSak Zistava, Ze autd neposkytli data ohledn stereochemické konfigurace
jednotlivych izomeit zejména ve vztahu K jejich intenzive spektru, navic tyto
produkty jsou jen minoritni sloZzkou mezi velkym rastvim jinych produkt v reakni

smesilt??,

2.2.4.3 Vznik adukt G pyranoanthokyanin—flavanol:

Jak jiz bylo uvedeno vipdchozi kapitole, ip zkoumani kondenzace Mv-3-glu
s prokyanidinem B2 byl ziskan adukt, odpovidaji¢mg kondenzaci pyranomalvidin-
3-glukosidu stimto prokyanidinem tgs polohu 5, tedy ips no¥ vznikly
pyranocyklu§'® (viz slowenina B, obr. 22). Podobné adukty byly nalezenymm
ve vzorcich vina, kde byl na pyranocyklus navazitedhi’*°® a prokyanidin B2¥ a
anthokyaninem byl Mv-3-glt?°%, piip. jeho acetyl- a p-kumaryl-derivélyl. Derivaty
odvozené od katechinu, epikatechinu a prokyanidB® byly rovréz nalezeny
ve vzorcich vina a potvrzeny NMR spekify.

Predpokladanym mechanismem vzniku flavanol-pyranazthanini je reakce
anthokyaninu s 8-vinylflavanolem. Synteticky byl Ekatechinu ppraven 8-
vinylkatechif'®?. Zajimavé je zji¥ni, e 8-vinylkatechin je nestabilni v kyselych
roztocich, kde podstupuje kysele katalyzovanou diaei. Dimery byly zkoumany
pomoci MS a NMR a byl nalezen nejstabj&i izomel'?>. Nasleds byla jiz cilers
provedena syntéza pyranomalvidin-3-glukosid-kataechB (obr. 25) v modelovém
roztoku obsahujicim Mv-3-glu a 8-vinylkatecHfff. Kromg dimeru 8-vinylkatechinu
vznikajiho kyselou katalyzou jiz vrané fazi reakdyl nalezen fimy adukt
vinylkatechinu a Mv-3-gluA (obr. 25) s m/z = 807. Ten postépre sndsi ubyval
za @irastku zadaného pyranoanthokyani®i (obr. 25) sm/z = 805. Maxima
koncentrace latkyB v roztoku bylo dosaZzeno po dvaceti dnech reakeenmK tohoto

produktu byly ve sisi nalezeny dva trimery, struktwnychazejici z lateld aB, kdy

38



v prvnim gipad dvojnou vazbu vinyluA atakuje hemiacetalova forma Mv-3-glu a
v druhém pipad aktivovana (protonovand) molekula 8-vinylkatechima vzniku
slowenin o strukturac\ pop:. B (obr. 26). Ve sr#si vznika také rmastkovy adukt (obr.
21), ktery je ale fitomen v malé nié. Rednostnim mechanismem, ktery dava
vzniknout pyranocykluB (obr. 25) je tedy iejm¢ nukleofilni atak 8-vinylkatechinu
na pyranovy kruh anthokyaninu. Struktura gkniny B (obr. 25) byla potvrzena NMR
spektry (po izolaci pomoci LEF®.

Obrazek 25:A: primy adukt 8-vinylkatechinu a Mv-3-gllB: pyranocyklus vznikly

oxidativni cyklizaciA

Obrazek 26: Trimerni adukty Mv-3-glu a 8-vinylkatéwu
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2.2.4.4 Vinylflavanolové adukty pyranoanthokyanin @ (portisiny):

Sloweniny tohoto typu byly poprvé popsany v roce 208Boj no¥ nalezené
pigmenty v extraktu portského viffd. Maji intenzivni modrou barvu, kterd vychazi
z jejich struktury obsahujici vysoky gt konjugovanych dvojnych vazeb. Strukgirn

se jedna o kondenzaty pyranoanthokyarsvinylflavanoly jak ukazuje obrazek 27.

Obrazek 27A: portisin B (cGlu = p-kumarylglukosylRB: vinylprokyanidin B2

V extraktu byly identifikovany adukty vinylprokyadinu B2 @, obr. 27)
a pyranoMv-3-glu, fip. pyranomalvidin-3-p-kumarylglukosidu. Vazba \ki
na pyranoanthokyaninu v poloze 5. Byl diskutovanchag@ismus vzniku tohoto typu
latek a pro jeho adeni byl gipraven modelovy roztok, zhoZz byl ziskan adukt
pyranomalvidin-3-p-kumarylglukosidu a 8-vinylkatéwh (portisin B). U vSech
zmirgnych struktur byla pgzena UV/VIS, NMR a MS/MS spektra, ktera jsou vedh
s navrhovanou struktur8a’.

V dalsi praci byl poté v modelovém roztoktigpaven také adukt Mv-3-glu s 8-
vinylkatechinem - portisin A (viz obrazek 28) - @avn¢z analyzovan pomoci UV/VIS,
NMR a MSYS 28] vyyhrané portisiny byly také syntetizovany, zkoum& hlediska
stability viizném pH a P vystaveni fsobeni S@ a byly ugeny jejich molarni
absorgni koeficienty €)*?°.. Jako jeden z vybranych deritabyl v tomto pipads
aspsre syntetizovan adukt pyranokyanidin-3-glukosidu wri8katechinem - portisin
C (viz obrazek 28).
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Zawrem je dilezité zminit, Ze portisiny byly prvnimi popsanymigmenty
odvozenymi od anthokyanin které nevznikaji fimo reakci pirodnich anthokyaniin

ale reakci produktjejich cyklizace (tzn. pyranoanthokyat)H?".

Povtisin A:
R, =-0CH;
R_'\. = '[:'C H.-._

povtisin C:
R| = 'H
R,=-0H

Obrazek 28: Struktura portigirA a C

2.2.5 Pelargonidin a jeho dosud popsana reaktivita:

Pelargonidin je nejjednodussim z Sesti hlavnichha@qatanidina (viz obr. 2). Je
majoritnim anthokyanidinem n#p v jahodach®**3132 (zde je pitomen jako 3-
glukosid - callistephin) a viedkvickacH**4 (zde pevazi ve forme rizns
acylovanych glukosit). Biosyntéza callistephinu byla studovana izotgmpo
znasenim Gznych slodenin (kyselina octova, kyselina skeova aj.) uhlikent*cl*32.
Jiz léta jsou zndmy také syntetickéigpby, kterymi Ize pelargonidin a jeho derivaty
pripravit z jinych flavonoid™®®. Mezi mér bszné derivaty mZeme zadit nap.
pelargonidin glykosylovany cukernymi zbytky §&znych polohach tak, jak byl nalezen
HPLC-MS/MS analyzou v jahodd¢#f. Dalsimi Znymi derivaty jsou acylované
pelargonidintriglukosidy, které byly nalezeny arntékovany viedkvickach metodou
HPLC-DAD-FAB/MS a naslednou NMR analyzou. Acylovyetiytky zde byla rezidua
kyseliny ferulové, kavové a p-kumardtiéd (viz obrazek 29).

Z hlediska reaktivity nebyla pelargonidinu doposushovana piliS velka
pozornost. Prace na téma jeho defivbu v naprosté &Sine zaneieny na detekci,
identifikaci a fip. kvantifikaci €chto slodenin v reédlnych vzorcich.
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OH R' = -H/feruloyl/kafeoy |/ p-kumaroyl
. R = -H/feruloy]
HO O Qs R* = -Hiferuloykafeay
# )
HO ©
. o ./ OH
HO fs
HO OH .
R1G RO o OR* & =1l p-l.cl:lnlelr}'l
OH CHI: kuln\lnj-'ll
CCH: ferulay
Ho : !
HO ©

H

Obrazek 29: Struktura acylovanych triglukasklargonidinu

Ze slowenin, kde dochéazi k modifikacitipno na anthokyaninovém skeletu je
nejznandjSim derivatem strukturni analog vitisinu A, tedy - 5
karboxypyranopelargonidin-3-glukosid (viz obrazéR.3rato slodenina byla nalezena
v extraktu cervené cibulé®” a dale také v extraktu mraZzenych jahoikzngch
odrid**>1%8- |dentifikace byla provedena metodou LC-ESI-MS. Arsn a kol.
potvrdili strukturu 5-karboxypyranopelargonidin-Bi#gosidu NMR experimentem
po predchozi izolaci preparativni chromatografii. By&é nérena UV/VIS spektra této
latky a porovnana se spektryyodniho anthokyaninu. Ste&jrjako u vitisinu A byla

pozorovana vyssi stabilita oprotiybdnimu anthokyaninuipzvyseni pH=e.

0OH
HO o g
o®
™06
[a] e

COCH

Obrazek 30: 5-karboxypyranopelargonidin-3-glukosid

DalSimi z pyranoanthokyaninovych derivatpelargonidinu, vtomto fpack
nalezenymi v jahodovém dzZusu, jsou analoga pidotinadukty vinylguajakolu a
vinylsyringolu**¥ (viz obrazek 31). YTvorbaithto produki i u derivafi pelargonidinu
stejnym mechanismem byl&euipokladana préwna zéklad praci o pinotinecf %!

Pro tvorbu &chto produki musel byt dZus ushe obohacen o fislusné kyseliny
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(ferulovou a sinapovou), protoZze se &m pirozerg nevyskytuji. Pro porovnani
reaktivity kyseliny a fenolu byl jeden ze vzérlobohacen fimo 4-vinylsyringolem
(dekarboxyl@ni produkt kyseliny sinapoveé). Kramreakci v dZusu byly paralein
pripraveny také modeloveé roztoky pelargonidin-3-glsikia (dale také jako ,Pg-3-glu®)
a cyklizanich¢inidel — v tomto pipact pouze kyselin. Jak v modelovych roztocich, tak
ve vzorcich dzusu doSlo kreakci mezi anthokyaninancykliza&nim ¢inidlem.
Produkty reakce byly separovany HPLC a analyzovémyoci nanoESI-IT/MS V
UV/IVIS spektrech aduktu s vinylsyringolem byl poaean bathochromni posun
absorgniho maxima (na 510 nm oproti 500 nm u Pg-3-gla)zdjimavé, ze vifpad
vinylguajakolu k posunu maxima nedochazi. Reakamipala jak ve sterilnich tak
v nesterilnich dZusech, véide jmenovanych ovSem pomaleji. V této praci jeraamo
také reakni schéma &chto kondenzaci vychazejici z Michaelovy adice kysea
anthokyanift**,

OCH,

OCH,
QH OH
/ Q IQ
OCH, GCH,

A-vinylsynnzol

R =H: uajakal
OCHs: syringol aH
HOOC /

QGH, OCH,
CH kysceling ferulov

HO

kyselina sinapova

Obrézek 31: fenolické adukty pyranopelargonidinkB<gsidu a cyklizani cinidla

Jiz vroce 1964 byl vrostlin rodu Impatiens nalezen aglykon 6-
hydroxypelargonidinu (pojmenovany jako aurantinigiviz obrazek 32, Rozboru
struktury tohoto anthokyanidinu s€novali Jurd a Harborne. Tito aditse pokusili
0 syntézu 6-hydroxypelargonidinu a 8-hydroxypelaigmu. Ok tyto latky byly
aspEsre pripraveny. Bylo zjis¢no, Ze oba izomery mohottigzvyseni pH otetenim C-
kruhu prechazet jeden v druhy. UV/VIS spektra jejich roZtgkak naznéuji, ze 6-
hydroxypelargonidin je stabigi™*.

Mnohem pozdji byl 6-hydroxypelargonidin znovu nalezen, tentatkw kwtech
rodu Alstroemeria ve fortn glykosidi, konkrétg rhamnosylglukosidu a glukosidu.

Tyto derivaty byly ziskany extrakci, purifikaci kalor¢, preparativni HPLC a TLC a
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identifikovany na z&klatiretergnich dat, UV/VIS, FAB-MS spekter a naslédrNMR
analyzolt*d. Syntéza 6-hydroxypelargonidinu i 8-hydroxypelariginu popsana
v praci Jurda a Harborna poslouzila Kk potvrzeni niifikace nalezené latky.

Mechanismus biosyntézy tohoto neobvyklého pigmeetuwyl v této praci diskutovan.

oH
+
HO l o g
HO = H
OH

Obrazek 32: 6-hydroxypelargonidin

V jahodéach byly jinymi autory nalezenyiyii adukty pelargonidin-3-glukosidu
s (epi)katechinemA obr. 33) a (epi)afzelechinenB,( obr. 33). Tyto pigmenty byly
ziskany purifikaci extraktu na koldna naslednou preparativni HPLC a posléze

identifikovany pomoci UV/VIS spektroskopie a NMRa#yzou**!,

Obrazek 33: adukty Pg-3-glufa(epi)katechinuB (epi)afzelechinu
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2.3 Hmotnostni spektrometrie anthokyanin @ a pigment G z nich
odvozenych

Pro citlivou a selektivni analyzu anthokyaninovydmarviv hmotnostni
spektrometrii je kliové vhodg zvolit iontovy zdroj a analyzator. Mezi iontovérag
obecr pouzivané pro analyzu flavondidistoricky paitti ionizace narazem elektronu
(ENB*3® a s Gspchem pouzivand FAB ionizdée’’ 192142144 v/ radk aplikaci se
oswdeuje pouziti APCI%% g MALDI®®¢7-%8 148 7de je nevyhodou nemoznost online
spojeni se sepamai technikou). Mé# casto jsou analyzu anthokyafirpouzivany
termospréf*’ 1% a APPI°?. Nejpouzivanjsim zdrojem je bezesporu elektrosprej
(ESIY?74548.72.75.93.109.126] (ji7  kapitola 2.1.2.3). Tento iontovy zdroj poskig
pro W&tSinu strukturnich typ flavonoidi véetnd anthokyanif dobry vygzek ionfi.
lonizace flavonoid je uskuténitelna jak v kladném, tak v zaporném moédiéiggmz
zaporny moéd pnasi pro vtsinu slodenin z této skupiny lepsi limity deteké® Pro
analyzu anthokyanin je ovSem vzhledem Kk jejich kationtové povaze (§t&b
flavyliové formy) vhodjSi ionizovat kladnymi potencialy (jak jiz bylo zného driive
v kapitole 2.2.2). Neg¥r¢jSim analyzatorem vyuzivanym pro jednoduchou LC-MS
detekci je kvadrup8P8h9495:105109 pheg jiz rutinnim spojenim v oblasti analyzy
neznamych flavonoid je tandemova hmotnostni spektrometrie (spojeniMEIMS).
I pouziti hybridniho analyzéatoru zaloZzeného na kioadi kvadrupolu s kolizni celou a
analyzatorem doby letu (QqTOF), uniofici mteni esré a spravné hmotnost 2.
Nejpouzivagjsim tandemovym analyzatorem je v8ak patomtova past’#°46:48:85.127]
Vzacre jsou vyuzity i jiné systémy, néphybridni EBqQ (kombinace sektorového
pristroje a kvadrupdlif*. Pouziti MALDI ionizace je népstji kombinovano
s analyzatorem doby letu (TO®)P’ %8

Pro efektivni vyuZiti hmotnostni spektrometrie v lagh analyzy
anthokyaninovych barviv je nezbytné detaittmat procesy rozpadu andiypo jejich
kolizi indukované disociaci (n&stji) v kolizni cele.Rada fragmentaich pochod je
pro anthokyaniny charakteristicka a proto analytieklmi dole vyuZzitelna. Studium
koliznich spekter je vybornym nastrojem pro idekéi€i neznamych barviv.

45



2.3.1 Fragmentace anthokyanin G

Jak jiz bylo uvedeno, je pro MS analyzu anthokyaniyuZita v naprosté&sSine
praci ionizace kladnymi potencialy. Zgchto podminek vznikéaipmo flavyliovy kation
[M]*, ktery je dominujicim iontem ve spektrech prvnitdolu. Tento ion podrobeny
nasledné kolizi indukované disociaci poskytuje speke kterych rizeme uit stupe

a typ glykosylace aifpadré acylace a identifikovat aglykon.

2.3.1.1 Fragmentace glykosid

V analyze 3-glykositl je charakteristickym fragmentem aglykon (molekuniaon
ztraci jednu glykosylovou jednotku). Neé@mejSi ztraty jsou 162 (hexosa), 146
(deoxyhexosa) a 132 (pentdd&). V MS/MS 3,5-diglukosid vidime ti fragmenty, dva
odpovidajici ztrét jednotlivych cukernych jednotek (tzn. 3-glykosid5aglykosid) a
jeden odpovidajici aglykonu. \fipadt, Ze jde o monoglykosylovany anthokyanin,
ktery ma v poloze 3 navazan disacharid, vidime V¥ spektrucasto pouze aglykon
(odSEpuje se cela sacharidova jednotka). Fragment odppei S€peni glykosidické
vazby mezi cukry je obvykle minoritni. Tento druképeni byl pozorovan nap
u anthokyanif glykosylovanych rutinosous{L-rhamnosyl-(3-6)--D-glukosou), kde
je pozorovan fragment odpovidajici 3-glukosidu (&oi§ie se rhamnosa)**® U
acylovanych (p-kumaryl, feruloyl, kafeoyl, malonydnthokyanif nebyl v MS/MS
spektru pozorovan rozpad vazby mezi cukrem a acyleodicovsky ion ztraci acyly
vzdy sogasré s cukrem, nadmz jsou navazamy®.

V této souvislosti cennou dapljici informaci poskytuje také UV/VIS
spektrometrie. 3,5-diglykosidy postradaji oprotiglgkosidim absorpni rameno
(shoulder) v oblasti kolem 440 nm. Také je moZnpemmat p-kumarylové a kavové

acyly, které latkam poskytuji absérp ramenor oblasti kolem 310-325 nifii.

2.3.1.2 Fragmentace aglykon @

s

V analyze aglykoin vSech flavonoid je nejdilezit¢jSi fragmentanim

mechanismem retro-Diels-Alderovo (RDAggenf>*. Toto &&peni probiha na kruhu
C a vznikaji vzdy dva fragmenty, jeden se zachowarkruhem A a jeden se
zachovanym kruhem B. Vzhledem k tomu, Ze Kgeni na C-kruhu fi¥e dochazet
v riznych polohach, byla pro vznikajici fragmenty nana@ nomenklatura, ktera

popisuje vznikajici ionty kombinaliX*, kdei aj oznauje vazby na fwodnim C-kruhu,
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které byly roz&peny a X je nahrazeno pismenem A nebo B podle thtewy kruh
pavodniho aglykonu fragment obsahifd. Nejastjsimi druhy RDA &tpeni jsou
u flavonoich obecr: 0/2, 0/3, 0/4, 1/3, a 2/4Y — polohy vazeb viz obrazek 34.

V piipact anthokyanidid byly zkoumany typy RDA &peni, ke kterym dochazi
pomoci hmotnostniho spektrometru typu ESI-oa-TQd<q,0orthogonal acceleration®)
pri vyssich koliznich energiich (400 eV) a produktylybopst "A* a “B* ionty.
Pii zvolenych koliznich energiich bylastym produktem 0/2 &ieni radikalové?A*
ionty. Prace také obsahuje navrh fragmémizh schémat vedoucich ke vzniku ibnt
mechanismem 0/2 a 0/&peni a souhrnnou tabulku fragmentovych iojednotlivych
anthokyanidi %2

Krome retro-Diels-Alderova gpeni jsou jak pro molekularni ion, tak pro ionty
fragmenti bézné ztraty malych molekul jako,B, CO, CHOH (v pfipadt pritomnosti
methoxyskupin) a CpC=0. Za pitomnosti methoxyskupin dochazi ra&m
k odstpovani radikaluCHs=%1441%2 y methoxylovanych anthokyarije pozorovana
také ztrata 16 Da (odpovidajici methanu),fg@pina Zejme¢ sowtasnym od&penim
methylového a vodikového radikalu (§H H)™Z. Zkoumanim mensich ztrat z idnt
aglykonmi Cy, Dp, Mv, Pe a Pt pomoci nESI-MS/MS bylo mozmihakyanidiny
rozclit do 2 skupin s rozdilnym sledem vznikajicichgingenti. Do prvni skupiny pat
Mv, Pe a Pt (s charakteristickou prvni ztratou dHipl6 Da), do druhé pak Cy a Dp
(s charakteristickou prvni ztratou 18 %)

Obrazek 34: Polohy vazeb v retro-Diels-Alde¥@&peni anthokyaniin

Anthokyanidiny Cy, Mv a Pg byly zkoumany také meiodGC-MS a to
po derivatizadt®. Byl zkouman rozdil ve fragmentacich trimethylkiBrivat
(vzniklych pimou silylaci anthokyanit) a trimethylsilyloximi  (vzniklych
dvoukroko¥ — nejprve byly anthokyaniny feménény na oximy a ty nasledn
silylovany). V gipad oximi vznikd molekularni ion (pozorovany ale jen u Rgnp/z
= 574), ktery dale ztraci B-kruh za vzniku ketemiz = 382) a tento nésledlztraci
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molekulu CO¢imzZ vznika teti fragment (m/z = 355). Pokud p#bime pouze silylace,
dochazi v MS k celkovému rozpadu struktury a dgeeke pouze derivatifslusné

karboxylové kyseliny, vznikajici z kruhu B.

2.3.2 Fragmentace flavanol

Jak bylo uvedeno, obsahujada anthokyaninovych barviv ve své molekule
navazanou flavanolovou strukturu. Proto je tatoitkég vénovana charakteristickym
rysaim ve fragmenténim chovani &chto slodenin. Ri RDA Stpeni (epi)katechinu
vznikéa ion [M - 152 + H]. Tento typ RDA &ipeni je vyraznym procesem nejen
u (epi)katechint®¥, ale i u jeho derivat nag. 8-vinylkatechintt*® a prokyanidinu
B2**¥ 3 také u jeho adukts jinymi flavonoidy — & uz mistkovych*®, piimych”,
nebo u xanthyliovych séif%. Stejnému RDA &peni podiéha i B-kruh horni jednotky
prodelfinidinu B3 za vzniku fragmentu [M - 168 +H{®°.

Pozornost byla v literate wnovana roviZz fragmentaci prokyanidin (dimett,

v kombinaci s iontovou paSf. V praci je pouZita Hive navrzena nomenklatura
pro proanthokyanidiny: oziani jednotek proanthokyanidinu jako horni — top =
.1 (ptipojena vazbou na C4), spojovaci — middle = ,Mfifpjena alespid 2 vazbami

— C4 a C6 a/nebo C8) a spodni — base = ,Bip@gena pouze C6 nebo CS5.

Bylo zjisttno, Ze u zkoumaného trimeru galokatechin-(8)-galokatechin-
(40—8)-katechin dochazi k degradaci az na soubor monignjgichz hmoty zavisi
na pozici v fivodni struktie nasledov& [Mt - 3H], [Mm - 3H] a [Mg - HJ.
Vzhledem k mechanismu, kterym tento proces proldbtgi ocekavaji, Ze analogicky
bude mozné z produkt fragmentace identifikovat i vysSi proanthokyan@lié

oligomery**°.

2.3.3 Fragmentace pyranoanthokyanin

Fragmentace glykosylovanych pyranoanthokyarse v mnoha znacich shoduje
s fragmentaci anthokyariin(viz kapitola 2.3.1) — to se tyka raptraty cukernych
jednotek a fragmentace aglykonu na charakteriststdg malych hmot.

Analyza fragmentiho chovani vitisinu A pomohla vieni jeho struktury,

ktera byla pvodre mylné¢ povazovana za derivat obsahujici hydroxylovou a
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formylovou funkéni skupinu na navvzniklém pyranovém j&e (viz obrazek 5). Vitisin
A totiz vykazoval ztratu 44 Da, kterd odpovida nkale oxidu uhléitého. Vzhledem
k tomu, Ze je nepra¥podobna ztrata COz cukerné jednotky navazané na Mv-3-glu,
muselo dojit k této ztrdtna aglykonu. Ten je po ztsa€O, stale o 24 Da&Si nez Mv-
3-glu, coZ odpovida préwdvéma uhlikovym atoriim, které formuji pyranovy krif?.

Také struktura 5-methylpyranokyanidin-3-hexosidu odpdena zawery
z vyhodnocenych MSspekter, kdy v M doslo k od&tpeni hexosy a v MSpak
ke ztratam CO a ke ztiatadikalu CH: (15 Da). Takova ztrata jeébna u anthokyanin
obsahujicich methoxyskupiny, ale u kyanidinu, ktgryneobsahuje, ztia Zze doslo
k odSepeni methylového radikélu z pyranového kruhu. Tioémmenté&ni chovani je
pro 5-methylpyranoanthokyaniny charakteristi¢ké

Pri fragmentaci aglykol vitisinu A a aduktu 4-vinylfenolu s Mv-3-glu
(zkoumanych \erveném viaa pomoci HPLC-nanoESI-MS/MS) dochazi rdd
podobnych fragmentaich proces, jaké jsou pozorovany u Mv-3-glu. Adtaitované
studie usuzuji, Ze kolizni spektra aglykonejléznéjSich anthokyanith bude mozné
do budoucna pouzit pro odhad struktury zakladrédngtek slozitych kondenzovanych
anthokyanii. Sledovani fragmentoviady také mimo jiné umoznilo auton rozlisit
aglykon 5-hydroxypyranomalvidin-3-glukosidu od dginu 5-
karboxypyranodelfinidinu, které maji stejnou hodnat/z, avsak liSi se prawsledem

fragment: v koliznim spektri®.

2.3.4 Fragmentace adukt G flavanol a s anthokyaniny

Fragmentani mechanismy adukt flavanofi s anthokyaniny byly studovany
ve virg a pro porovnani byly analyze podrobeny i aduktyikiZ v modelovych
roztocich. Hlavnim cilem této studie bylo & identitu zkoumanych pigmeint
vzniklych reakci katechinu a Mv-3-glu. Pro tentooges byl pedpokladan vznik
struktury typu F-A (viz kapitola 2.2.4.1). Jako ionigai zdroj byl pouzit ESI
v kladném médu a analyzatorem byla iontova pasaviimi fragmenty zachycenymi
v MS? z rodisovského iontu o m/z = 781 byly ionty typu [M -®]" a [M - 126], ktery
odpovida ztrat CgHeOs, ktera podle autdr nemize pochazet z anthokyaninu.
Rozborem kolizniho spektra je mozno prokazat, Zeafhol je horni jednotkou
(v souvislosti s vy3e citovanou praci Friedrichkoh™®) a sledovana sl@enina tedy
odpovida aduktu typu F-R",
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Dale byl gipraven roztok proanthokyanidinu B2-3'-O-galatu riiojednotka =
katechin, spodni jednotka = galokatechin) a Mv43-glkyselém prosédi, kde bylo
zkoumano, zda s anthokyaninem reaguje produkt fiamw@nického rozpadu. Byl
pozorovan stejny ion jako w@dchozim fipact (m/z 791) se stejnym fragmetitam
chovanim, zehoz vyplyva, Ze reagentem je karbokation hornhgédy katechinu
vznikly kysele katalyzovanym rozkladem interflavelcé vazby
v proanthokyanidint®”.

Detailni rozbor kolizniho spektra umoznil také itfékaci produktu kondenzace
8-vinylkatechinu s Mv-3-gIi§°.

P analyze xanthyliovych soli vzniklych reakci kdtew s Mv-3-glu byly
pozorovany neznamé produkty a k odhaleni struktyst vyznamré prispéla data
z koliznich spekter. Bylo zji&ho, ze molekula ztraci fragment odpovidajici kyseli
syringové. Na zékladtéto znalosti byla navrZzena struktura gkniny, ktera nevznika
piimo z obou reaktafif ale v gipact Mv-3-glu az z produktu jeho degradace. R&n
u produktu reakce, ktery hodnotou m/z odpovidangmu aduktu katechinu a Mv-3-
glu bylo tandemovou MS analyzou z§i8b, Ze nalezeny fragment o m/z = 481 [M -
138" neodpovida strukturam typu A-F ani F-A, ale odpaubifenylovému typu vazby.
Diky tomu byla struktura identifikovana jako adukézany pes B-kruh katechinu (viz
obrazek 20}%°,
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3. Experimentalni €ast:

3.1 Chemikalie:

Redestilovana voda (deionizd stanice Milipore, Molsheim, Francie), methanol
(Biosolve, pro LC-MS), acetonitril (Baker, pro HP),kyselina mraveti (Lachema,
Brno, CR p.a.), kyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich, .Stouis, USA, pro
spektrofotometrii), kyselina chlorovodikova (LacremBrno, CR p.a.), kyselina
fosforena (Lachema, Brnd,R p.a.), kyselina pyrohroznova (Sigma-Aldrich, ISiuis,
USA, 98 %), pyruvat sodny (Lachema, BriitR, p.a.), acetaldehyd (Lachema, Brno,
CR, p.a.), epikatechin (Fluka, Buchs, Svycarko,)p.pelargonidin-chlorid (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), aceton (Sigma-Aldrich,. &buis, USA, pro HPLC), 2',4',6'-
trinydroxyacetofenon (Fluka, Buchs, Svycarko, p.kyselina 2,5-dihydroxybenzoovéa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.), dithranollyka, Buchs, Svycarko, p.a.), leucin-
enkefalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.)

3.2 Priprava vzork u:

3.2.1 P¥iprava 5-methylpyranopelargonidinu

I. Vodny roztok pro sledovanitislusné reakce (AC1) bylkipraven rozpughim
1,51 mg pelargonidin-chloridu v5 ml 0,0736 % (v/ivpdného roztoku acetonu
okyseleného kyselinou mrawdma pH = 3,08.

[I. Methanolicky roztok pro sledovanitriplusné reakce (AC2) bylfipraven
rozpusénim 0,09 mg pelargonidin-chloridu v 1 ml roztokusahujicim methanol,
aceton a kyselinu fosfateou v pongru 50 : 50 : 0,1 (v/iV/v).

lll. Vzorek pro frakcionaci 5-methylpyranopelargdimu (AC3) pipraven
rozpusénim 3,24 mg pelargonidin-chloridu v5 ml roztokuetmu, methanolu a

kyseliny fosforéné v pongru 50 : 50 : 0,1 (V/V/V).

3.2.2 Reakce pelargonidinu s epikatechinem v p  Fitomnosti acetaldehydu

I. Vzorek (EP1) byl fipraven rozpughim 1,50 mg pelargonidin-chloridu a 1,47
mg epikatechinu v5 ml sfsi voda (okyselena kyselinou mra¢éma pH = 3,08),
acetaldehyd a methanol v p&m 4 : 0,0028 : 1 (v/viv).
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Il. Vzorek (EP2) byl pipraven rozpughim 1,57 mg pelargonidin-chloridu a 1,51
mg epikatechinu v5 ml sfsi voda (okyselena kyselinou mra¥ema pH = 3,08) a
acetaldehyd v po#nu 5 : 0,0028 (v/v).

[ll. Vzorek (EP3) byl pipraven rozpughim 0,12 mg pelargonidin-chloridu a 0,15
mg epikatechinu v1 ml roztoku obsahujiciho metharmzetaldehyd a kyselinu
fosforenou v pongru 50 : 50 : 0,1 (V/iV/v).

IV. Vzorek (EP4) byl ppraven rozpughim 1,52 mg pelargonidin-chloridu a
1,69 mg epikatechinu v 5 ml g8i voda (okyselené kyselinou mra¢éna pH = 3,08) a
acetaldehyd v po#nu 5:0,0028 (v/v).

V. Vzorek (EP5) byl fipraven rozpugnim 0,2 mg pelargonidin-chloridu a 0,25
mg epikatechinu v 1 ml s¥si methanol - acetaldehyd v pdm 25,26 : 1 (v/v).

3.2.3 Reakce pelargonidinu s acetaldehydem

I. Vzorek (AL1) byl gipraven rozpugnim 1,52 mg pelargonidin-chloridu v 5 mi
smesi vody (okyselena kyselinou mrawéma pH = 3,08) a acetaldehydu v pmm
5:0,0028 (V/v).

[I. Vzorek (AL2) byl gripraven rozpug&him 0,12 mg pelargonidin-chloridu v 1 ml
roztoku obsahujicim methanol, acetaldehyd a kyselfosfor&nou v pongru
50:50: 0,1 (v/Iviv).

3.2.4 Reakce pelargonidinu s kyselinou pyrohroznovo u

I. Vzorek (PY1) byl pipraven rozpughim 1,51 mg pelargonidin-chloridu a
5,50 mg pyruvatu sodného v 5 ml redestilované vokiyselené kyselinou mraveéin
na pH = 3,08.

II. Vzorek (PY2) byl gipraven rozpug&him 0,09 mg pelargonidin-chloridu a
1,06 mg pyruvatu sodného v 1 ml roztoku obsahuwicimethanol a kyselinu
fosforenou v pongru 100 : 0,1 (v/v).

[ll. Vzorek (PY3) byl gipraven rozpughim 0,25 mg pelargonidin-chloridu v 1
ml roztoku obsahujicim methanol a 98% kyselinu pyoanovou v objemovém paimu
1:1.
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3.3 Instrumentace:

3.3.1 Pouzité p Fistroje:

I. Modularni HPLC chromatograf Knauer (BerlinériNecko) vybavenyerpadlem
Smartline Pump 1000, jednotkou Smartline Manag@0=)PDA detektorem Smartline
UV Detector 2600.

[I. Modularni pHPLC systém CapLC XE (Waters, Milford, USA)
vybavenyéerpadlem CapLC XE, autosamplerem (gkayo objemu 1ul), CapLC 2996
PDA detektorem a ventilem CapLC Selector Valve.

[ll. Modularni systém Acquity UPLC (Waters, MilfortSA) obsahujici Acquity
PDA Detector, Acquity Column Manager, Acquity Sampllanager (autosampler) a
Acquity Binary Solvent Manager.

IV. Q-TOF Premier (Waters, USA) s ortogonalnim usg@nim analyzatoru typu
QQqTOF, vybaveny iontovym zdrojem ESI s vyuzitim Z&8p technologie a iontove
optiky T-Wave a s moznosti dfeni gesné a spravné hmotnosti idn{systém
LockSpray), pop iontovym zdrojem typu MALDI s dusikovym laserein/ 337 nm).

V. Finnigan LCQ Classic (Thermo Electron CorpomtioValtham, USA)
s iontovym zdrojem typu ESI se sprejovaci kapilammaisénou mimo osu (off-axis)

vaci vstupu do vyhivané kapilary.

3.3.2 Pouzité SPE, HPLC a UPLC kolony:
I. SPE kolonka Strata SDB-L C18 (200 mg /5 ml)
[I. Semipreparativni kolona Gemini 5u C18 110A (Rtvaenex, USA), 150 x
10 mm, ¢ =5um
[ll. Analyticka kolona Gemini 5u C18 110A (PhenoregnUSA), 150 x 2,1 mm,
dp =5um
IV. Mikrokolona Gemini 5u C18 110A (Phenomenex, USA50 x 0,3 mm,
dp =5um
V. kolona Acquity UPLC BEH C18 (Waters, USA), 5@xnm, ¢ = 1,7um
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3.3.3 Parametry iontovych zdroj :

3.3.3.1 Parametry ESI-QqTOF:
Napeti na sprejovaci kapité: + 3,2 kV
Teplota iontového zdroje: 120°C
Teplota desolvataiho plynu: 150°C
Pratok plyni: (zmlzovaci 300 I/hod, resp. 400 I/hod; cone daw 0 I/hod, resp.
30 I/hod)
Kolizni energie: v rozsahu 5-70 eV, podle typu ekpentu

Doba skenu: v rozsahu 0,2-1 s, podle typu expetun@nterscan delay 0,02 s)

Pro zjiS&ni presné hmoty byl v systému LockMass jako standardipdeucin-

enkefalin.

3.3.3.2 Parametry MALDI (ve spojeni s Q-TOF Premier ):
Polarita: +
Frekvence laseru: 20 Hz
Energie laseru (maldi laser energy): 280
Chladici plyn (cooling gas): 10 I/hod

3.3.3.3 Parametry ESI-IT:
Napsti na sprejovaci kapité + 5,6 kV
Pritok zmlzovaciho plynu: 30 arbitrarnich jednotek
Pritok pomocného plynu: O arbitrarnich jednotek
Teplota iontového zdroje 200 °C
Kolizni energie: NCE 0-70 %, podle typu experimentu

3.4 Podminky analyz:

3.4.1 SPE extrakce:

Metoda I:

Kolona Strata SDB-L C18 byla promyta 1 ml 0,01% HChethanolu, poté 3 ml
0,01% HCI ve vod. Na kolonu byl nanesen 1 ml roztoku vzorku a profyml
okyselené vody. Nasledryla barevna frakce vzorku vymyta okyselenym medihem

a vznikly roztok byl odp&en do sucha pod proudem dusiku.
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Metoda Il

Kolona Strata SDB-L C18 byla proplachnuta metheamgl nasled& byla
promyvana 1,418 M roztokem HCOOH ve ¥o®e vod rozpustnaast vzorku byla
vymyta na kolonu dvakrat objemem 4Q0okyselené vody a kolona byla poté dale
promyta okyselenou vodou. Naslédmyla dvakrat promyta zasobni latka se
vzorkem a to vzdy 40Ql okyseleného methanolu (8smmethanolu a HCI v pa¥ru
100 : 0,01 (v/v)) a tento podil byl ro¥h nanesen na kolonu. Vzorek byl z kolony

vymyt postupnym fidavkem dalSich 2400 okyseleného methanolu.

3.4.2 HPLC separace:

Metoda I:

Separace probihala na chromatografu Knauer s Pekaiea online spojenim s
MS detekci (pistroj Q-TOF Premier). Jako mobilni faze A byla piba snés vody,
acetonitrilu a TFA v porru 95 : 5: 0,12 (v/v/v), jako mobilni faze B bylauZzita smis
acetonitrilu a TFA v porru 100 : 0,12 (v/v). Odparek vzorku byl rozpimsive 100ul
mobilni faze A a nasikovan (geplreni smyky o objemu 20ul). Pritok cinil 0,2
ml/min. Byla pouzita gradientova eluce s nasleduojipibéhem gradientu: 0-5 minut
10 % B, 5-10 minut 10-20 % B, 10-30 minut 20-30 %3B-40 minut 30-50 % B, 40-50
minut 50-70 % B, 50-54 minut 70-100 % B, 54-60 mif@00 % B. Poté byla kolona

vzdy jeSt 10 minut ekvilibrovana.

Metoda Il

Separace probihala na chromatografu Knauer s P#kaiea online spojenim s
MS detekci (pistroj Q-TOF Premier). Jako mobilni faze A byl pu¥,418 molll
vodny roztok kyseliny mravein jako mobilni faze B 1,418 mol/l roztok kyseliny
mraverti v acetonitrilu. Odparek vzorku byl rozp&stv 1000ul mobilni faze A a
nastikovan (geplneni smyky o objemu 2Qul). Pratok ¢inil 0,2 ml/min. Byl prongien
i blank — 1,418 mol/l roztok kyseliny mravgrnve vod. Byla pouzita gradientova eluce
s nasledujicim jbeéhem gradientu: 0-5 minut 20 % B, 5-10 minut 20-30B%10-30
minut 30 % B, 30-40 minut 30-50 % B, 40-50 minut B % B, 50-70 minut 100 % B.

Poté byla kolona vzdy jeSi.0 minut ekvilibrovana.

Metoda Ill:
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Separace probihala na chromatografu Knauer s Pekaiea online spojenim s
MS detekci (pistroj Q-TOF Premier). Jako mobilni faze A byl pibu¥,418 mol/l
vodny roztok kyseliny mravein jako mobilni faze B 1,418 mol/l roztok kyseliny
mravergi v acetonitrilu. Vzorek byl rnadn 1:4 mobilni fazi A a naskovan
preplrenim smyky o objemu 2Qul. Pratok ¢inil 0,2 ml/min. Ri separaci byla vyuZzita
gradientova eluce s nasledujicimi parametry: 045utn20 % B, 5-10 minut 20-30 % B,
10-30 minut 30 % B, 30-40 minut 30-50 % B 40-50 mi®0-100 % B. Poté byla

kolona vzdy je&t 10 minut ekvilibrovana.

Metoda IV:

Separace probihala na chromatografu Knauer s P#kaiea online spojenim s
MS detekci (pistroj Q-TOF Premier). Jako mobilni faze A byl piu¥,418 mol/l
vodny roztok kyseliny mravein jako mobilni faze B 1,418 mol/l roztok kyseliny
mravergi v methanolu. Sediment vzorku byl rozgust 1 ml methanolu a n&itovan
pieplninim smyky o objemu 2Qul. Pratok ¢inil 0,2 ml/min. Ri separaci byla vyuZzita
gradientova eluce s nasledujicimi parametry: 04aut20 % B, 5-15 minut 20-100 % B,
15-65 minut 100 % B. Poté byla kolona vzdy§eBb minut ekvilibrovana.

Metoda V:

Separace probihala na chromatografu Knauer s PDiBkade Byla vyuzita
izokraticka eluce, mobilni fazi byl 1,418 mol/l tok kyseliny mraveéi ve snési vody
a acetonitrilu v porru 80 : 20 (v/v). Nasikovano bylo vzdy 200ul vzorku
(preplrenim smyky). Frakce 5-methylpyranopelargonidinu byla sbéramanuald
v rozmezi eltnich ¢asi 16,2 — 19,2 minut na zakladabsorbance eluatu (elluce
majoritniho piku sledovanéhdip. = 500 nm). Izolované frakce z jednotlivych riekst

byly spojeny a lyofilizovany.

3.4.3 UPLC separace:

Metoda I:

Pro separaci byl pouzit systém Waters CapLC XEls@spojenim s MS detekci
(pristroj Q-TOF Premier). Jako mobilni faze A byla piba snés vody, acetonitrilu a
TFA v poneru 95 : 5: 0,12 (v/viv), jako mobilni faze B bydauZita snis acetonitrilu a
TFA v poneru 100 : 0,12 (v/v). Odparek vzorku byl rozpimste 100ul mobilni faze A
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a nastikovan (geplreni smyky o objemu 2Qul). Pritok ¢inil 4 pl/min. Byla pouZita
gradientova eluce s nasledujicifibphem gradientu: 0-5 minut 10 % B, 5-10 minut 10-
20 % B, 10-30 minut 20-30 % B, 30-40 minut 30-5B%#0-50 minut 50-70 % B, 50-
54 minut 70-100 % B, 54-60 minut 100 % B. Poté Wyddona vzdy jest 10 minut

ekvilibrovana.

Metoda I

Pro separaci byl pouzit systém Waters Acquity UPL@nline spojenim s MS
detekci (pistroj Q-TOF Premier). Mobilni faze A obsahovalaé¢snvody a kyseliny
mraverti v porrgru 95 : 5 (v/v), mobilni faze B obsahovalag&nacetonitrilu a kyseliny
mraverti v poneru 95 : 5 (v/v). Pedupraveny vzorek byl zcentrifugovan, supernatant
piefiltrovan ges PTFE filtr a natikovan z autosampleru (objem ridat cinil 5 pl).
Pratok ¢inil 0,250 ml/min. Ri separaci byla vyuzita gradientova eluce s nagieitoi
parametry: 0-1,4 minut 0-10 % B, 1,4-2,8 minut 1092 B, 2,8-8,6 minut 20-30 % B,
8,6-11 minut 30-70 % B, 11-11,3 minut 70-90 % B,3t13 minut 90 % B. Poté byla

kolona je&t 2 minuty ekvilibrovana.

3.4.4 PFimy nast fik do systému ESI-Q-TOF a ESI-IT
Vzorek byl bez dalSich Uprav nékbvan. Piitok ¢inil 5 pl/min.

3.4.5 Analyza pomoci MALDI-Q-TOF
Metoda I:

Ze vzorku bylo odebrdno 10Qul homogenizované suspenze, ta byla
centrifugovana 5 minutip14000 rpm. 5ul supernatantu vzorku bylo smichano gl5
matrice a 1lul vzniklého roztoku byl davkovan na MALDI destu. Matrice byla
piipravena rozpushim 10 mg THAP v 1 ml siisi vody a acetonitrilu v poénu 1 : 1
(VIv).

Metoda Il
Ze vzorku bylo odebrdno 10Qul homogenizované suspenze, ta byla
centrifugovana 5 minutip 14000 rpm. Sediment byl rozpastve 100ul roztoku

matrice a ze vzniklého roztoku byld davkovan na MALDI destku. Matrice byla
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pripravena rozpushim 10 mg THAP v 1 ml siisi vody a acetonitrilu v poénu 1 : 1
(VIv).

Metoda 1l

Bylo odebrano 5ul roztoku vzorku, smichdno s|d piislusné matrice a il
roztoku byl davkovan na MALDI degiu. Matrice byla pipravena rozpushim 10 mg
THAP v 1 ml snési vody a acetonitrilu v poénu 1 : 1 (v/v).

Metoda IV:

5 ul vzorku bylo vZzdy smichdno s|d matrice a ze vzniklého roztoku byl il
davkovan na MALDI destku. Matrice byly gipraveny nasledown a) THAP: 10 mg
bylo rozpu&no v 1 ml snisi vody a acetonitrilu v poénu 1 : 1 (v/v), b) DT: 20 mg
bylo rozpu&tno v 1 ml tetrahydrofuranu, c) DHB: 10 mg bylo raZgno v 1 ml sngsi
vody a acetonitrilu v positu 7 : 3 (v/v).

Metoda V:

5 ul roztoku upraveného vzorku bylo smichanod Bnatrice a 1-2u snesi byly
davkovany na MALDI destku. MS spektrum bylo pro#étieno s nastavenim kolizni
energie 5 eV, energie pro&giMSMS spekter (fragmentace zvolenych igriak 30-50
eV. Matrice byla pipravena rozpushim 10 mg THAP v 1 ml s&si vody a acetonitrilu
v poneru 1: 1 (v/v).

3.4.6 Podminky analyz jednotlivych vzork  G:

58



Tabulka 1: Podminky analyz jednotlivych vzork

vzorek | doba odbéru Uprava vzorku metoda pouzita
(od zalozZeni analyzy kolona
pokusu)
AC1 96 dni SPE (1) HPLC (I1) 11
105 dni SPE (1) HPLC (1V) 1]
125 dni SPE (1) MALDI (1) -
125 dni SPE (1) MALDI (I1) -
315 dni SPE (I), odparek byl rozpu$t ve 100ul MALDI -
methanolu (V)
AC2 1den vzorek byl ngedtn methanolem v poénu 1:4 ESI-Q-TOF -
(VvIv)
3 dny vzorek nebylied analyzou upravovan HPLC (I1I) 1]
16 dni vzorek byl ndedén methanolem vpoénu1:4  HPLC (V) 1]
(V/v)
MALDI
29 dni vzorek nebylipd analyzou upravovan (1 -
MALDI
44 dni vzorek nebylipd analyzou upravovan (Iv) -
213 dni SPE (Il) ESI-IT -
AC3 27 dni vzorek nebylipd analyzou upravovan HPLC (V) Il
malé mnozstvi 5-methylpelargonidinu bylo
56 dni rozpuséno ve 25Qul mobilni faze A (viz kapitola UPLC (Il) Y
3.4.3)
ALl 83 dni SPE (1) HPLC (1) 1]
91 dni SPE (1) HPLC (11) I
125 dni SPE (1) MALDI (1) -
125 dni SPE (1) MALDI (I1) -
MALDI
315 dni SPE (1) V) -
AL2 1 den vzorek byl ndedn methanolem v poénu1:4 ESI-Q-TOF -
(V/v)
8 dni vzorek nebylied analyzou upravovan HPLC (Il) [
MALDI
29 dni vzorek nebylipd analyzou upravovan (1 -
EP1 14 dni SPE (1) UPLC (1) v
112 dni SPE (1) HPLC (I1) 1
132 dni SPE (1) HPLC (1V) 1]
146 dni SPE (1) MALDI (1) -
146 dni SPE (1) MALDI (I1) -
MALDI
336 dni SPE (I), odparek byl rozpu$t ve 100ul (V) -
methanolu
EP2 14 dni SPE (1) UPLC (1) v
112 dni SPE (1) HPLC (I1) 1
133 dni SPE (1) HPLC (1V) 1]
146 dni SPE (1) MALDI (1) -
146 dni SPE (1) MALDI (I1) -
336 dni SPE (I), odparek byl rozpu$t ve 100ul MALDI -
methanolu (V)
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EP3 1 den vzorek byl ndedn methanolem v poénu1:4 ESI-Q-TOF -
(V/v)
3 dny vzorek nebylied analyzou upravovan HPLC (I1I) 1]
MALDI
29 dni vzorek nebylipd analyzou upravovan (1 -
350 dni SPE (Il), vzorek byl n@din methanolem v UPLC (Il) \%
ponru 1 : 4 (viv)
EP4 14 dni vzorek byl ndedén methanolem vpoénu1l:8  UPLC (ll) \%
(viv
29 dni vzorek ngedn 1 : 1 (v/v) mobilni fazi A (viz  UPLC (ll) Y
kapitola 3.4.3)
117 dni vzorek ndedn 1 : 4 (v/v) mobilni fazi A (viz  UPLC (ll) Y
kapitola 3.4.3)
124 dni 200ul vzorku bylo zcentrifugovano a k ESI-Q-TOF -
supernatantu bylofflano 800ul methanolu
124 dni 200l vzorku bylo zcentrifugovano a sediment bSI-Q-TOF -
rozpusén v 1000ul methanolu
EP5 19 dni vzorek byl ngedén 1 : 4 (v/v) mobilni fazi A (viz UPLC (ll) \Y
kapitola 3.4.3)
26 dni 100ul vzorku bylo odfoukdno do suchaa ESI-Q-TOF -
rozpustno v 500ul methanolu
PY1 96 dni SPE (1) HPLC (11) 11
111 dni SPE (1) HPLC (1V) 1]
125 dni SPE (1) MALDI (1) -
125 dni SPE (1) MALDI (I1) -
315 dni SPE (1), odparek vzorku byl rozp&stve 100ul MALDI -
methanolu (V)
PY2 1den vzorek byl ndedtn methanolem v poénu 1:4 ESI-Q-TOF -
(VvIv)
8 dni vzorek nebylied analyzou upravovan HPLC (I1I) 1]
MALDI
29 dni vzorek nebylipd analyzou upravovan (1) -
50 ul vzorku bylo odfoukano do sucha a
PY3 20 dni rozpus&no ve 15Qul mobilni faze A (viz kapitola UPLC (ll) \%
3.4.3)
39 dni vzorek byl ngedén 1 : 4 (v/v) mobilni fazi A (viz UPLC (ll) \%
kapitola 3.4.3)
46 dni vzorek byl ndedn methanolem v poénu 1:4 ESI-Q-TOF -

(vIv)
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4. Diskuze a vysledky:

4.1 Studium reakce pelargonidinu s acetonem:

V prvni fzi experimentu byl zvolen postup analégik diéive provadné praci
zabyvajici se syntézou vitisinul/A a byl gipraven roztok AC1 s cilem ziskat 5-
methylpyranopelargonidin (obrazek 35)i Prvni analyze (96 dn starého) vzorku
nebyl nalezen hledany ion 309. Ve spektru bylo teremim okre 40-50 min
(ptedpoklddanycas eluce hledanych barviv na zakladluiniho ¢asu standardu
pelargonidinu: g = 44,5 min z nezavislé analyzy) nalezertalik vyraznsjSich piki,

které nebyly obsaZzeny ve slepém vzorku. Vysledlghyary jsou shrnuty v tabulce 2.

HO

CygH 3057

miz = 309,0763

CHy

Obrazek 35: Struktura 5-methylpyranopelargonidinujei spravna molekulova

hmotnost

Tabulka 2: Vyznamné ionty pozorované pIPLC analyze frakce vodného roztoku

pelargonidinu obohaceného acetonem

retertni ¢as piku [min]| pozorované hmoty [m/z] intenzita [inhgy]
45,01 255,060 1300
45,43 608,388 640
297,083 1120
46,21 411,071 2000
47,31 451,060 530
48,67 593,082 130
555,095 280
433,056 1600
49,42 587,080 985
391,083 13000
51,38 753,112 540
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Po dalSim tydnu byla provedena HPLC analyza sedimmeztoku AC1, tentokrat
za jinych experimentalnich podminek (viz kapitold.8). Ani zde nebyl Zadany ion
nalezen. V oblasti fiedpokladaného reténiho okna (opt podle retedniho casu
standardu pelargonidinuz £ 17,50 min, za jiného profilu gradientu) byl nade jediny
pik odliSny od blanku a to &ase 18,01 min s vyskytem iontu m/z 525,080 a irtenz
1240. lonty nalezené v obou analyzach nebyly dagphadentifikovany.

Supernatant i sediment byly po dalSi¢gkch tydnech analyzovany technikou
MALDI-QqTOF. Ani zde nebyl nalezencekavany ion, byly vSak zji&y jiné ionty
s vysokou intenzitou ve spektru. Tabulka 3 uvadmidantni ionty vyskytujici se

V supernatantu.

Tabulka 3: MALDI spektra supernatantu vzorku AC1

AC1 - supernatant
fragmentovany ion [m/z] pozorované fragmenty [m/z]
305,0385 287,0101243,0012 154,9286
593,2587 575,170473,1742 425,0857 381,10171
351,1167207,0441189,0263 121,038¢
609,2150 565,255651,1823 489,1844 471,1496
441,1603369,1208 207,0495 143,0267
121,0389

MALDI analyza byla opakovana jé§po dalSich 6 gsicich (sté vzorku 315 dni),
ovSem ani zde nebyl nalezetekavany ion 309. #evazujicimi ionty ve spektru byly:
207,0465; 361,1243 a 375,1037. Tyto ionty nebyyezliska struktury dale studovany.
Vysledky neieni ukazuji, Ze postup pouzity kipraw roztoku AC1 (viz kapitola 3.2.1)
nevede k efektivni tvorb5-methylpyranopelargonidinu.

Vzhledem k tomu, Ze ion 309 nebyl nalezen Zadnpopsanych metod, byla
piipravena nova re&ki smés — methanolicky roztok pelargonidinu s nadbytkem
acetonu (viz kapitola 3.2.1). Tento roztok obsahujectateini fazi pelargonidin a
aceton v molarnim po#nu 1 : 23250.

Jiz druhy den byl o MS analyze gimou infuzi roztoku do iontového zdroje
spektrometru Q-TOF pozorovan pik Zzadaného produkiomeru 1 : 8 k vychozimu
pelargonidinu (porr intenzit gisluSnych ioni). Po dalSichiech dnech byla provedena
analyza pomoci HPLC-DAD-ESI-Q-TOF. Vznikajici prédlu byl Usgsre
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chromatograficky separovan od pelargonidinu. Bromtenzity iontu produktu k iontu
pelargonidinu se z#mil na 1 : 1 (pordr intenzit ionf). Namgiend hodnota m/z
molekularniho iontu vznikajiciho produktu je 30%07(odchylkas = 1,3 ppm Wi
teoretické hmat 309,0763 Da). Tato analyza odhalila vedle sledékan
pyranoderivatu jestpiitomnost minoritni izobarické latky (m/z 309,07&ujici ged
sledovanou latkou (viz obrazek 36). Fragmeémita chovani latek itomnych

v majoritnim a minoritnim piku v MSse do znéné miry shoduje. Jedinou odli$nosti je
pon¥r intenzit pozorovanych fragmentontu m/z 309 a vySe zminé retefini ¢asy.
Kolizni spektra obou izome@rjsou zobrazena na obrazku 37. Vzhledem k podobnost
obou slodenin se jako jedna z variant nabizi, Zefipad minoritniho pigmentu se
jedna o furanoanthokyanidin, jelikoz fgsmyk pyranoanthokyanidin na

furanoanthokyanidiny byl jiz pops&f.

ik 47.41

[min]

Obrazek 36: Chromatogram methanolického roztokuhabeného acetonem s XIC

(extrahovany iontovy proud) pro m/z = 309,06
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Obrazek 37: Kolizni spektra) majoritnino ab) minoritniho produktu kondenzace
pelargonidinu a acetonu, relativni intenzita fragtogych ionfi vac¢i rodicovskému

iontu je 4x navySena

Byla provedena rowi analyza tohoto vzorku metodou MALDI. Byla ziskana
kvalitni MS a MS/MS spektra a vysledky ukazuji, B®ALDI Ize dobre pouzit
pro kEZnou kontrolu pyranoanthokyariin Kolizni spektra ziskand MALDI se dib
shoduji se spektry ziskanymi pomoci ESI.NRALDI experimentech byl studovan vliv
matrice na vzhled spektra a signal vznikajicichcapgderivatu. Pouzitymi matricemi
byly THAP (2',4',6'-trihydroxyacetofenon d&&rn¢ pouzivany v nasi laborato
pro MALDI analyzu anthokyani), DHB (2,5-dihydroxybenzoova kyselina) a DT
(dithranol). Bylo zjis¢no, Zze THAP a DHB poskytuji kvalitni spektra s dinysSim
signalem pro DHB, ale lepsi shodou vzhledu MSM&spes ESI pro THAP, zatimco
DT je pro analyzu tést nepouzitelny vzhledem k silnému signalu iontu imetrktery
dominuje spektru — oprotifedchozim d¥ma matricim, kdy je zékladnim pikem ion
analytu. MS spektra vzorku ACZipouZziti tiznych matric vidime na obrazku 38.

Logickym naslednym krokem po UGsmeé syntéze 5-methylpyranopelargonidinu

byla izolace tohoto individua z reak smnesi.
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Obrazek 38: Zaznam MALDI-MS spekter vzorku AC2 zisfch za pouzith) DHB, b)
DT, c¢) THAP jako matrice; ozr@né ionty odpovidaji vzdy signalu 5-

methylpyranopelargonidinu (m/z = 309) a iontu neatif[M + HJ")

4.1.1 Frakcionace 5-methylpyranopelargonidinu

K frakcionaci byla vyuzZita semipreparativni koloraguzité mobilni faze byly
stejné jako v fipact analytické separace. Vzhledem k planované recykiabilni faze
bylo upuséno od mivodni gradientové eluce. Na zakdgolimérného slozeni eluaturip
gradientové eluci byl navrzen izokraticky systértazgni mobilni faze bylo poté dale
optimalizovano. Kolekce frakce majoritniho produldtobihala rang, kritériem byl
narist absorpce zani @i vinové délceh = 500 nm v kombinaci se znamym &lim
casem. Po frakcionaci byl roztok obsahujici sledévéarvivo lyofilizovan acast
vzorku postoupena k NMR analyze a biotransfami@a experimenitm (in-vitro
metabolizace lidskymi hepatocyty), které jsou pdévg v sodasné dob.

4.1.2 Fragmentace 5-methylpyranopelargonidinovéhoi  ontu

Fragmentace produktu ziskaného z methanolickéhtwkozbyla provedena jak
po HPLC separaci naslednou ESI-Q-TOF analyzou,akperskytla mifeni gesné a
spravné hmoty, tak na analyzatoru typu iontovéi petstry pomohl s odhaleninipodu

jednotlivych fragmernit. Na zaklad porovnani &hto dvou zdraj bylo navrzeno
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schéma s teoretickymi navrhy struktur fragnierfledované fragmentai pochody
vS8ak mohou odpovidat jak majoritnimu, tak minoritoi produktu o hmet 309

v pavodnim vzorku, neld vsystéemu ESI-IT byl imou infuzi analyzovana
neseparovana reaki snmes (minoritni fragment f@dstavuje cca 10% obsahu majoritni
latky). Pro potvrzeni pozorovanych fragmemigh pochod jsou do budoucna
naplanovany kolizni experimenty s chromatografickyecisttnym produktem.
Vyznamné pozorované fragmentové ionty imgmé hmat jsou uvedeny v tabulce 4
s navrhy odpovidajicich struktur (s odchylkami dprocekavanym hmotam) a

s odpovidajicimi intenzitami tak, jak byly nareany pomoci HPLC-ESI-Q-TOF.

Tabulka 4: Vyznamné ionty fragmenitaho spektra 5-methylpyranopelargonidinu

meieného systémem ESI-Q-TOF po online chromatograBelp@araci

m/z iontu | intenzita [impulsy] iedpokladana struktura ionfu  odchylka[ppin]
309,0735 15350 [M] 9,1
281,0772 1000 [M - CQO] 14,9
267,0654 460 [M - Ck#C=0T 1,1
266,0544 280 [M-CO-CH" 13,2
253,0580 300 [M - 2CO] 112,6
239,0553 420 [M - CO - CHC=0T 64,8
238,0422 280 [M-2CO - CH" 87,4
211,0668 850 [M - 2CO - C#C=0 43,1
189,0405 500 viz obrazek 39 77,8
165,0555 1320 fragment neznamélioquu -
149,0400 550 %3B* fragment 108,0
121,0360 4830 viz obrazek 39 62,8

Fragmentani spektrum iontu 309 (M pti NCE (normalizované kolizni energii)
50 % poskytlo v negtSim vygzku ionty m/z 281; 267; 253; 239; 211 a 188.Z9ySeni
NCE az na 70 % doSlo k vyraznému ubytku signaluc¢oakého iontu a zvysil se
signdl ionfi 211 a 165 na ukor ostatnich hmot, absolutni int@mantu m/z 281 &stala
stejnd. lon 281 byl v oboutipadech zékladnim pikem spektra. NejvySsi absolutni
odezva byla pro tento ion nafena i NCE 55 %. lon 281 ([M - 28) je pimym
produktem rozpadu rogbvskeho iontu (narozdil odékterych jinych ionk spektra,
které mohou byt také vysledkem sekundarnich fragaeén Rozdil hmotini 28, takze
odSgpenoucéstici je zde molekula CO (diference rigtemé ztraty od teoretick#éni 79
ppm, Vv fipac, Ze by se jednalo o ztratu molekuly ethylenu, bigrdnce cinila

1220 ppm). Ztrata CO je typickad pro fenoly, ovSesr wieni nap. kvantovymi

66



vypoty nelze jednoznaé urit, které misto v molekule ztrata postihuje popda je
mozné, aby ztrata probihala na vice mistech a zimkala snds fragmeni. Rovrez ion
m/z 267 (M - 42]) vznikd gimo ziontu 309 a to ztratosastice GH,O, ktera
odpovida ketenové jednotce =0 (diference nagiiené ztraty oproti teoretickeéni
0 ppm). V niZe diskutovaném koliznim spektru iontlz 281 byl ion m/z 267 objeven
ve velice nizké intenzif takZze niZe vznikat rovdZz odstupemiastice |CH z tohoto
iontu. Odstup ketenové jednotkyi fragmentaci 309~ 267 miZe probihat naiznych
castech rodiovskeho iontu a neni mozn&impiesné misto ztraty pouze na zakiat
z MS. Vmalé mie se v koliznim spektru iontu m/z 309 vyskytujeohim/z 291
odpovidajici ztrat vody z rodtovského iontu. Déle je na tomto méishodné zminit, Ze
v koliznim spektru iontu m/z 309 ugnchybi ion m/z 294 odpovidajicifimému
odStpeni methylového radikdlu z r@édvského iontu. Preferovanymi ¢&jd
pozorovanymi fi fragmentaci rodiovského iontu jsou tedy eliminace CO aCHa
radikalové Stpeni je djem minoritnim.

Vzhledem k vysoké intenzitiontu m/z 281 v MS spektru (309—) bylo mozné
jej dale fragmentovat (M Nejwstsi vyisZzek tohoto iontu byl ziskartigkolizni energii
(NCE) 58 %. Hlavnimi fragmenty iontu m/z 281 (/1809 — 281 —) jsou ionty m/z
266; 253 a 238. Vedle toho byly pozorovany #irenzivni ionty m/z 251; 237; 211,
197 a 165. Pro potvrzeni identity 5-methylpyranapgbnidinu je kikovy nalez iontu
266 ([M - 15]). Vzhledem k absenci methoxyskupin Wwpdnim anthokyanidinu je
ztrata 15 Da mozna pouze afgnim methylového radikalu GHvyskytujiciho se na
pyranovém kruhu. DalSimi fragmenty iontu m/z 28dujpak ion m/z 253 ([M - 28]
odpovidajici opt ztrag molekuly CO (diference natiené ztraty oproti teoretickénila
11 ppm) a kont¢ ion m/z 238. Tento ion se sudou hmotou vznikd karatou
molekuly CO z radikalu m/z 266 a nebo &g&nim methylového radikalu z fragmentu
m/z 253. Odpodd® na otdzku fivodu iontu m/z 238 je tak nutno hledat
ve fragmenténich spektrechéthto ionfi, ktera jsou diskutovana nize.

lon m/z 267 byl roviez fragmentovan (M3 309 — 267 — ; NCE 58 %)
za vzniku fragmerit m/z 239; 238; 237; 221; 211; 197; 183 a 165, kdkladnim
pikem spektra byl ion m/z 211. lon m/z 239 M28], kde ,M¢* je obecrg hmotnost
Sttpeného fragmentu) je praghodobré opst produktem typické ztraty molekuly CO,
zatimco pitomnost iontu 238 ([M - 29]) by mohla byt vysstlena nejlépe ztratou
skupiny CH-CH,- z kruhu D fragmentu 267. Jedna se vSak pouze otéyp. lon m/z

267 také ochothztraci vodikovy radikél (H za vzniku radikal-kationtu m/z 266.
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V MS?® byl prongten i ion 239 i (MS*: 309— 239— ; NCE 58 %). lon poskytl
kvalitni spektrum, vémz byly Zetelné piky m/z 223; 211; 197; 183; 165 a 141
(spektrum viz obrazek 40). Druhy jmenovany pak bl €chto podminek pikem
zakladnim. lon m/z 211 vznika prajgbdobr odSEpenim castice CO (vzhledem
k nizké intenzit iontu m/z 239 v ESI-QQTOF nebyla z{iga gesné diference ztraty).
Identita odstupujicéastice pi vzniku iontu 223 ([M: - 16]) rovnéZ nebyla objasima
vzhledem ke slabé odezwbou ionti v ESI-QQTOF spektru ip méfeni gesnych a
spravnych hmot. Ke vzniku iontu m/z 197 dochaziv@épodobré ztratou ketenoveé
jednotky CHCO z iontu 239¢emuz odpovida i vysledek gireni gesné hmoty (ion
s elementarnim sloZzenim odpovidajicim ztratam dvgtbO jednotek a molekuly CO

z roditovského iontu 309 poskytuje odchylku 46 ppm opetperimentald zjisttné
hodnot).
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Obrazek 40: Kolizni spektrum iontu m/z 239 ziskanffagmentaci iontu m/z 309

Dal$im iontem fragmentovanym v M®iimo z iontu m/z 309 byl ion m/z 211
(MS* 309— 211 — ; NCE 58 %). Jeho hlavnimi fragmenty jsou ionty m&8 I[M -
28]") a 165 ([M: - 46T]). Jejich vznik je zfisoben ztratami molekul CO a vody. Ve
spektru se ovSemietelrg vyskytuji i fragmenty m/z 197 a 193. Z iontu m/k12by
mohl ion m/z 197 vznikat neobvyklou ztratgéastice CH. lon m/z 193 pak vznika
dehydrataci iontu m/z 211.

Fragmentovan byl i ion m/z 197 (MS309 — 197 — ; NCE 58 %). V jeho
pomerné kvalitnim fragmenténim spektru byly pozorovany hmoty 179 ¢M 187),
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169 ([M - 28]) a 141 ([M - 56]). V tomto gipac se v3ak renim Fesné a spravné
hmotnosti jako pravipodobrjsi jevi v gipadt iontu 169 ztrdta molekuly ethylenu
spiSe nez ztrata molekuly CO. ¥ipact iontu 141 #ejm¢ dochazi ke kombinované
ztraé molekuly ethylenu a molekuly oxidu uhelnatého. iKiol spektrum iontu m/z 197

vidime na obrazku 40.
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1007
90%
80y 141.0
70
60°
50%
402
‘ 1550 179.1
30- g
20% 153 }151_1 ~ 214.5
10 M 1\' M ) ]ﬂf | | 198.2
Oémm‘ "H“UH‘”M‘\M\”mlu“‘gm MAMH N
100 120 140 160 180 200 220 240

mi/z

Obrézek 41: Kolizni spektrum (MBiontu 197

DalSim studovanym fragmentem byl ion m/z 189. Rto &astici byla na zaklad
jejiho nalezu v koliznim spektru iontu m/z 281 riama struktura zobrazena na obrazku
41. Ri fragmentaci tohoto iontu (MS309— 189 — ; NCE 58 %) vznikaly ionty m/z
161 ([M - 28]), 143 ([M: - 46]'), 133 ([Me - 56]), 121 ([M - 68]') a 105 ([M- - 84T).
Jejich vznik Ize fipsat opakovanym ztratam molekul vody a CO.

Struktura dalSich ioAt s menSi hodnotou m/z mimo vySe z#mé@ neni

diskutovana.

U vybranych hmot byl z&feno i MS spektrum, ale intenzity fragménbyly
v téchto experimentech velmi slabé. Vyjimku fivospektra ziskana fragmentaci
nejintenzivigjSich fragment iontu 281 (tedy sledem fragmentaci 369 281 —
vybrany ion— fragmenty).

Cilem byla fragmentace radikalového iontu m/z 286t 309— 281— 266— ;
NCE 60/55/55 %), ktery fize byt potenciak vyuzit jako diagnosticky ion pro 5-
methylpyranoanthokyaniny. V koliznim spektru bylglezeny ionty m/z 238 ([M-
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28]"), 237 ([Me - 29T, 221 ([Me - 45]'), 210 ([M - 56]'), 182 ([Mk - 84]), 168 ([M: -
98]"), 153 ([Me - 113]) a 141 ([M - 125]). lon 238 je produktem ztraty molekuly CO
z ion-radikéalu m/z 266. DalSim zajimavym iontemiga 237 — zakladni pik spektra.
Pozorovanou diferenci hodnot m/z obou to(29 Da) neni mozné vystlit odS&penim
skupiny CH-CH,- jako u iontu 267, protoZze timto uskupenim podlerimautych
prekurzofi (viz obrazek 39) ion m/z 266 nedisponuje. MoZnygswitlenim je zde
odSepeni molekuly CO a s@¢asné odspeni radikalu vodiku. Kolizni spektrum iontu

m/z 266 vidime na obrazku 42.
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Obrézek 42: Kolizni spektrum (MBiontu m/z 266

Zkouman byl také ion 253 (MS309 — 281 — 253 — ; NCE 60/50/50 %).
Hlavnim fragmentem je ion m/z 238 — vznikajici égénim methylového radikalu a
ion 211 ([Mk - 42]) vznikajici pravépodobré od3gpenim ketenové jednotky. Zahto
dat vyplyva, Ze ion 238 vznika odpenim radikalu CH a molekuly CO z iontu 281
v libovolném pdadi. Dal$imi hmotami iitomnymi ve spektru jsou 225 (jv+ 28]),
207 ([Mg - 46]), 183 ([M - 70T), 178 (M - 75]), 169 ([Me - 84]) a 153 ([M -
1007).

Kolizni spektrum radikalového iontu 238 (1809 — 281 — 238 — ; NCE
60/50/50 %) poskytloievazri ionty se sudou hodnotou m/z: fragmenty m/z 221-({M
171", déle ionty m/z 197 (M- 41]), 181 ([Me - 57T), 168 ([Me - 70T), 153 ([Mk -
85]") a 141 ([M: - 97]), kde logicky dochazi k odgteni radikalu a vzniku iontu se
sudym pdétem elektroi.

70



Dalsim experimentem bylo detailni sledovani fragraes iontu m/z 211 (MS
309— 281 — 211 — ; NCE 60/60/55 %). Hlavnimi fragmenty iontu m/z 211 jsou ionty
m/z 193 ([M: - 18]), 183 ([M - 28T), 181 ([Me - 30]), 165 ([Me - 46]), 155 ([Mk -
56]") a 141 ([M: - 70]). Opst maZzeme pozorovat ionty vzniklé odpenim molekul
vody, oxidu uhelnatého a ketenu (a jejich kombihadgjimkou je v tomto ohledu ion
181 vznikly ztratou 30 Da. Identita odstupujtéstice a vzniklého fragmentu prozatim
zustava neobjasma.

Z vySe uvedenych zé&ki bylo sestaveno hypotetické schéma, néaje
nejpravépodobréjSi mechanismy rozpadu iontu m/z 309 a jeho fradtngrkoliznim
spektru (obrazek 39), Sipkami jsou tedy spojenyragmenty, které byly prokazany
odpovidajicimi (naslednymi) MS experimenty. Struktury, které maji uvedeno
elementarni sloZeni byly ziskangianim gesné a spravné hmoty odpovidajicichipnt
uvedena hodnota m/z odpovida experimegtaiskané, za hodnotou m/z nasleduje Udaj
o relativni odchylce od teoretické hmoty. U ibnkde nebyla dosazena pozadovana
intenzita signalu pro zéteni gesné a spravné hmoty, je uvedena pouze nominalni
hodnota (zaokrouhlena na desetiny Da).

Pro shrnuti zji&nych zavra je piloZzen rovréz zaznam kolizniho spektra (ESI-
QQqTOF) iontu m/z 309 po chromatografické sepalais, je nazn&en sled fragmentaci

vybranych iont ovéreny v systému ESI-IT (viz obrazek 43).
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Obrazek 43: ESI-QqTOF spektrum iontu m/z 309 poowrtatografické separaci a
nazn&ené vztahy fragmentovych idnt
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Obrazek 39: Navrh struktur fragmér-methylpyranopelargonidinu (legenda uvedena

v textu vyse)
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4.2 Studium reakce pelargonidinu s epikatechinem za pFitomnosti
acetaldehydu

Cilem této studie bylo zjistit, zda pelargonidingRs pfitomnosti acetaldehydu

e

kondenzuje s epikatechinem (Epi) a vyivaslozi€jSi barviva. Kondenzace
anthokyaniii s flavanoly je v literatie popisovana zejména u malvidin-3-glukosidu
v souvislosti s procesy probihajicimi ve &in

Pro tento Gel byly v prvni fazi experimentuiipraveny dva roztoky (EP1 a EP2).
Prostedi 20 % roztoku methanolu bylo u prvniho vzorkwlewno za Gelem zjiséni,
zda vcasteéné methanolickych &ist¢ vodnych podminkach podstupuje &mstejné
reakce. Roztoky byly kratce ultrazvukovany pro duké rozpudni sloZzek srési a
poté uschovany ve thza laboratorni teploty.

O dva tydny pozgi byly oba roztoky podrobeny HPLC-DAD-ESI-Q-TOF
analyze (viz tabulka 1).

V roztoku obsahujicim methanol (EP1) byl nalezepikvs& = 31,47 min.
a hmotnosti odpovidajici aduktu pelargonidinu akaeichinu pes acetaldehydovy
mustek @i m/z = 587,1526 (odchylk& = 4,6 ppm wuci teoretické hmat 587,1553 Da);
intenzita iontu byla 1310 impuis(counts). Struktura ipdpokladaného produktu je
znézorgna na obrazku 44.

OH

HO

= 0 ~OH
=
HO Z ‘
HO \

OH

OH

CiHy70y, "
miz 587.1553

Obrézek 44: adukt pelargonidinu a epikatchinu gligtBnovym mistkem

V koliznim spektru tohoto iontu byly pozorovanynig s m/z 297 Da (odpovida
od3tpeni epikatechinové jednotky tzn. iontu [M-290]a 271 Da (odspeni
vinylkatechinu tzn. [M-316)), coZ podporuje hypotézu o strukguproduktu. Krons
tohoto iontu bylo v retemim okré 30-40 min. nalezeno¢kolik dalSich zajimavych
pika. Jejich vyet a ionty v nich detekované shrnuje tabulka 5.
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Tabulka 5: Analyzované piky z chromatogramu vodméiatoku EP1

retertni ¢as piku pozorované hmoty intenzita poznamka

[min] [m/z] [impulsy]
30,69 613,152 110 - mozny vinylovy derivat

571,081 60 aduktu Pg a Epi

415,028 60 fes aldehydovy fristek
32,69 725,098 15

555,085 530

435,059 120

391,110 150

587,119 40
34,08 467,085 90 fragmenty iontu 587

315,030 70 } pozorovany jenip

283,020 130 vySSi kolizni energii
36,50 555,085 230

390,057 50 - vySSi kolizni energii
37,50 455,087 110

pravdpodobré

37,70 297,071 200 vinylpelargonidin
38,88 725,034 20

595,085 110

573,099 140

407,075 300

391,084 550

271,054 260 -ipvySSi kolizni energii
39,06 555,075 100

Analyza roztoku bez fidavku methanolu (oz&aného jako EP2) za stejnych
chromatografickych podminek jako vySe odhalilitgmnost iontu odpovidajiciho
mustkovému aduktu vasech 27,21 min. a 30,78 min; intezity iontu m/Z B§ly 420
resp. 1510 imputs (vétSi odezva nez v methanolickém roztoku). Vzhledesouhlasu
nantiené hmoty s teoretickow & 3,9 ppm resp. 3,2 ppm pro prvni a druhy pik) a
k podobnosti fragmentaiho chovani ( jsou pozorovany pouze pouze ionty2Pa]" a
[M-316]") se jedna s neftSi pravépodobnosti o polohové izomeryiistkového aduktu.
V retertnim okré 30-40 min. se aft vyskytuje rkolik zajimavych piki, které jsou
shrnuty v tabulce 6. Zajimavé je, Zze v odpovidajigketegnim case, v jakém byl
pozorovan ion m/z 587 v roztoku EP1, je v roztolR2Eeluovan ion m/z 585. Identita
tohoto iontu doposud nebyla vy$hena. Véase 38,70 min byl pozorovan shluk fpik
s velmi blizkymi hodnotami reténich ¢asi Tyto piky jsou shrnuty v tabulce jako ionty
piku véase 38,70 min. Roztoky EP1 i EP2 byly pedemy znovu poitch ngsicich
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(viz kapitola 3.4.6). V obou roztocich byl zazna@ervyrazny pokles intenzity iontu
m/z 587.

Tabulka 6: Pozorované ionty ve vodném roztoku EP2

retertni ¢as piku | pozorované hmoty intenzita poznamka
[min] [m/z] [impulsy]
31,47 585,106 140 - shodnyd iontem 587 u EPJL
34,34 593,149 60
38,70 725,039 110
595,083 340
573,101 370
527,073 260
435,060 270
407,073 690
391,086 1450
271,064 80 - molekularni ion pelargonidjnu

V prabéhu experimerit dosSlo v reaknich smésich EP1 a EP2 kvysrazeni
materialu a k tvorb stalého barevného sedimentu. Proto byla po 132hdoé zaloZeni
provedena HPLC-DAD-MS analyzachto sedimerit V obou roztocich byl detekovan
ion m/z 587. VySSi intenzita tohoto iontu byla pam@na v roztoku EP1. V obou
piipadech vSak vykazoval odchylku ofepné hmoty cca 0,05 Da. Jeho vyskyt provazel
silny signal doprovodnych iolt 227 a 139 (druhy jmenovany je jednim
z fragmentanich produki RDA Sgpeni epikatechinu). Ostatni ionty jsou shrnuty

v tabulce 7.

Tabulka 7: Vyznamné ionty z analyzy EP1 a EP2 pgbdr8ch od zaloZeni pokusu

EP1
retertni ¢as piku pozorované hmoty intenzita poznamka
[min] [m/z] [impulsy]
33,43 573,099 1560
409,089 990
219,146 280
136,029 2560
34,84 587,119 1040
343,118 1020
227,127 7760
189,104 1080
139,104 1140
35,84 387,089 580
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EP2
retertni ¢as piku pozorované hmoty intenzita poznamka
[min] [m/z] [impulsy]
34,59 573,101 830
523,111 90
453,077 70
435,077 150 pri vySSi kolizni
283,025 190 energii
244,137 20
136,027 120
37,29 529,113 2370
257,048 610 -ip vysSi kolizni E

Jak supernatant, tak sediment barevné frakce rozidkl a EP2 byly po 146

dnech podrobeny analyze pomoci MALDI za pouzitirmatTHAP. Nebyly nalezeny

ionty odpovidajici sekavanym produkim. Tabulka 8 shrnuje ionty nalezené v MALDI

spektru a jejich fragmenty pozorované v MS/MS spekidentita &chto ionfi nebyla

doposud objasma.

Tabulka 8: lonty z roztakEP1 a EP2 podrobené fragmentaci a jejich fragmenty

EP1
sediment supernatant
rodicovsky ion | pozorované fragmenty rodicovsky ion | pozorované fragmenty
[m/z] [m/z] [m/z] [m/z]
242,1201 213,1062 197,1037 491,4360 473,4317 485,40
185,1012 173,0904 437,3863 378,3204
168,0913 157,0952 360,2941  342,2765
155,0714  141,087( 323,1104  282,2377
131,0616 121,0348§ 265,1893 247,195
477,2366 327,1108 309,0948 207,0388 189,014
281,0772 207,0441 161,0133 152,0602
189,0263 171,0193 121,0023
161,0227 145,0196 497,2070 479,1692  455,2]109
121,0063 361,1509 329,12(2
345,1352 285,115
303,1105 207,038
251,0976 161,0133
189,0212 145,0152
121,0023
671,3583 519,2871 381,1995
229,1054 207,0441
189,0263 161,018(
735,6262 567,1912 525,1641
399,0953 361,150
315,1375 277,105$
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235,0828 211,07OT
189,0314
EP2
sediment supernatant
rodicovsky ion | pozorované fragmenty rodicovsky ion | pozorované fragmenty
[m/z] [m/z] [m/z] [m/z]
225,0597 207,0441 189,0314 551,2170 533,1890 309,11
171,0097 161,018 383,1400 361,159
145,0196  126,9947 343,1391 319,181
102,9827 277,0989 233,10%?5
211,0704 189,021
735,2853 567,2000 399,1141
381,1017 361,150
343,1322 337,097
319,1149 315,124
277,1050 249,021
233,1025 211,065
189,0263

Po dalSich 5 ®sicich byly roztoky EP1 a EP2 @mpodrobeny analyze MALDI.

Bylo zjisténo, Ze nejintenziwjSimi ionty jsou v obou fipadech ionty 207, 361 a 375,

avsak jejich pvod neni objasin. Vzhledem k hodnétmz/ Pg a Epi je jasné, Ze tyto

ionty neodpovidaji produkin kondenzace, ale spiSe jinym produktpremeny Pg a

Epi nebo fragmeritn nestalych produlit Seznam iorit podrobenych fragmentaci a

jejich fragmenid je shrnut v tabulce 9.

Tabulka 9: Fragmentované ionty a z nich vznikl&gifn@nty v roztocich EP1 a EP2

(tucéné jsou vyzngeny ionty odpovidajici pelargonidinu a vinylpelangbnu)

fragmentovany ion [m/z]]

361,0962

EP1
pozorované fragmenty [m/z]
343,1036319,0933 315,0975 301,0828
277,0783 253,0882 233,0933 211,0656

193,0582 165,0649

EP2

fragmentovany ion [m/z]]

pozorované fragmenty [m/z]

551,1633 383,0933361,1103 207,0465 191,0501
112,9462

581,1388 583,1933585,192 587,1879ionty s vySSim m/z
567,1254 537,1155525,1198 495,1057
431,1394 413,0562 399,0591 369,0567
351,0443 327,0467 325,0709 297,1254
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271,1052 207,0465 191,0450 165,0364
121,0763 96,9729

721,2857 569,1874553,1092 383,0933 362,1085
361,1032 207,0465112,9462 96,9729
735,2227 717,1613689,1843621,1793 585,174

567,1342 523,1308 361,1103 207,0519

Vzhledem k pozorovanym zmam slozeni vzorku ¥ase byl pro nova
pozorovani péatenich fazi reakce zaloZzen vzorek EP4 za stejnyaimpraek jako
u vzorku EP2. R kontrolni analyze v den, kdy byl roztokipraven, byly v UV/VIS
spektru detekovany pouzé piky. Dva z nich odpovidaly pelargonidinu a epéchinu,
tieti (absorbujici pouze v UV oblasti se spektremaxgf podobnym epikatechinu),
obsahoval v MS spektraadu ionfi (599,0579; 525,2690; 452,2199; 373,0197;
308,1502; 289,0794; 121,0397) a jeho identitu godéilo zjistit.

P¥itomnost iontu m/z 121 by mohla naZoaat rozpad pelargonidinové jednotky
(acyliovy ion 4-hydroxybenzoové kyseliny, viz fragmace 5-

methylpyranopelargonidinu v kapitole 4.1.2).

Roztok EP4 byl po 14 dnech podroben UPLC-DAD-EST-QF analyze a u pik
vykazujicich absorbanci v oblasti kolein= 500 nm (tzn. podéelé na pitomnost
anthokyaninoveho jadra) byla vyhodnocena MS spel8ydo objeveno &kolik pika
v tésné blizkosti u sebe, jednim z nich byl pelarganigk = 3,08 min.). Jejichiighled
udéva tabulka 10.

Tabulka 10: Piky vzorku EP4 absorbuijici ve vidiéetiblasti spektra po 14 dnech

retertni ¢as piku [min]| pozorované hmoty [m/Zhtenzita [impulsy]
2,45 393,173 260
2,97 525,288 80
3,08 271,081 120
3,13 569,308 130
3,28 613,333 160
3,41 657,355 40
3,83 435,053 40
573,103 430
3,93 613,325 260
875,213 210
4,04 875,220 330
4,45 583,319 270
875,220 80
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V této oblasti se vyskytovalyitpiky, jejichZ hlavni sotasti byl ion m/z = 875 -
viz obrazek 45 a). Ze vSech piki byly kolizi indukovanou disociaci (MBiontu m/z
875 ziskana spektra obsahujici ionty m/z 585; 4335 — viz obrazek 45 b). lon 585
odpovida hodnotou m/z aduktu epikatechinu a petadgou p'es vinylovy niistek a
vztah k rodkovskému iontu: [M - 290] nazn&uje, Ze rodiovsky ion by mohl byt
aduktem obsahujicim éwepikatechinové a jednu pelargonidinovou jednotkinglovy
mustek (pravépodobré spojujici anthokyanidin a flavanol — vzhledem knh@vané
strukture iontu m/z 585). Rozdilfpsnych hodnot m/zini 290,0858 Da, coz odpovida
epikatechinové jednotce ggsnosti 23,4 ppm. lon 433 pak odpovida stiigkfivl - 290
- 152]" a naznauje RDA 3g&peni typické pro (epi)katechin probihajici na iomt(z 585.
Tato ztrata by byla @&kavana u nami navrhované struktury a podporujeotiéyo
o struktue iontu m/z 875, potazmo m/z 585. R&¥rdata ziskana &enim gesnych
hmot jsou v souladu s navrhovanou strukturou ianta 433 (odchylka od teoretické
ztratycini 6,6 ppm).

100 %
i a) 4.04

[min]
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Obrazek 45a) extrahovany iontovy proud pro ion m/z 81,MSMS spektrum iontu

875 ziskané @imérovanim z piku wase 4,04 min

Hlavnim dsgchem byl vSak nélez dvou pikiontu 587 v retetnich ¢asech
tr =4,67 a 5,80 min (viz obrdzek 46). Tento ion adda mistkovému aduktu
pelargonidinu, epikatechinu a acetaldehydu (s&i@nou odchylkou ifesné hmoty
6 =5,1 ppm). Existence dvou fiikstejre jako v roztoku EP2 podporuje hypotézu
o dvou polohovych izomerech aduktu. Intenzita iobfla nizk& (¥ejme¢ v dasledku
toho, Ze reakce byla teprve vgabeini fazi), byla vSak zgiena kolizni spektra tohoto
iontu pro oba piky a v obouipadech byl detekovan fragment o m/z = 297 ([MG]29
ktery vznika od&ipenim epikatechinové jednotky (stejako u vzorku EP2) a fragment
o m/z 271 odpovidajici pelargonidinu (agEni vinylepikatechinu z ro&thvského
iontu: [M - 316]).
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Obrazek 46a) extrahovany iontovy proud (XIC) pro ion s m/z 587 UPLC separaci
roztoku EP4p) MSMS spektrum iontu m/z 587 ziskanémeérovanim piku wase 5,79
min

Kromé toho byl ve srssi nalezen také ion 559, ktery odpovidém@Emu aduktu
pelargonidinu a epikatechinu. lon s touto nomin&lodnotou m/z obsahovalji piky

eluujici velmi blizko po sab(v ¢asech 3,18, 3,41 a 4,00 min). Byla prdema kolizni
spektra (M$) pro vSechnyit piky, avdak signal fragmentovych idrityl velmi slaby
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Po 29 dnech od zaloZeni experimentu doSlo k novpromsieni roztoku EP4
pomoci UPLC/MS. Ve vzorku doSlo k vyraznému Ubyikatu m/z 587 i m/z 559
natolik, Ze nebyly detekovany. Ve &sn se vSak objevily nové piky absorbujidi p
vinové délce 500 nm.tRodni ionty uvedené v tabulce 1@staly zachovany, avSak
uionti m/z 393 a 613 doSlo k poklesu signalu, codzen byt zaficinéno dalsi
pifeménou €chto latek, ¥ejmé za vzniku novych barevnych prodtktetekovanych
ve spektru. Souhrn nalezenych piti L = 500 nm (¢etrg téch, které byly v roztoku

detekovany jiz tive) podava tabulka 11.

Tabulka 11: Absorbuijici piky vzorku EP4 po 29 dnecmi snisi

retertni ¢as piku [min] pozorované hmoty [m/z] intenzita

[impulsy]
3,01 393,173 40
3,05 155,038 150
3,28 437,239 100
3,46 481,261 140
3,61 525,277 120
3,79 569,317 140
3,95 613,332 80
4,14 657,372 60
4,31 701,381 40
6,03 332,095 300

Po dalSich iech ngsicich byla dalStast roztoku EP4 analyzovana technikou
UPLC-DAD-ESI-Q-TOF. Bylo zji&tno, Ze ve spektru jiz nejsou detekovany piky, které
by absorbovaly ve viditelné oblasti spektra. Bylaovyedena rové analyza
supernatantu i roztoku sedimentu v methandimpm nastikem do systému ESI-Q-
TOF.

Supernatant obsahoval zbytkové mnozstvi epikatachim/z = 291) a
vinylepikatechinovy dimer s m/z = 633 (viz obraz£k), v oblasti vysSich hmot se
zajimavymi jevily pouze piky m/z 603, 777 a 94%rktbyly nasledhfragmentovany.
Pik iontu o m/z 603,1481 poskytl fragmenty o m/3,4329; 313,0663 ([M - 290]
zakladni ion spektra) a 121,0423. Jeho totoZndsglaiplre objasrna. Je aleizjmé,

Ze na jeho stawbse podili nejmén jedna epikatechinova jednotkaii Fragmentaci
iontu 777,1895 bylo ziskdno velmi slabé MS/MS spekt Mezi zachycenymi
fragmenty se vyskytuji hmoty 619,1039 ([M - 158%87,1144 ([M - 290) a 329,0598
(IM - 290 - 158]). Ani zde nebyla struktura iontu obj&s@, i kdyZ vzhledem
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k pozorovanym ztratdm obsahuje ve své stiigktalespa jednu epikatechinovou
jednotku. Mnohem kvali#)Si spektrum poskytl pik 945,2438, jehoZz dominujici
fragmentem je za danych podminek ion m/z 655,16®dt (M - 290] ). Dalsi ionty
jsou jiz mér vyrazré a pati mezi ¢ nag. m/z 503,1190 ([655 - 152)), ktery
nazn&uje gitomnost druhé epikatechinové jednotky, ktera p@tztprvni jednotky
z rodiovské struktury podléha RDA&teni. Daldimi ionty jsou 365,0157 ([655 - 290]
ktery potvrzuje pitomnost druhé epikatechinové jednotky) a ion n892,8821. Tento
ion ([655 - 316]) odpovida ztrdét vinylepikatechinové jednotky. Ztrata
vinylepikatechinu jecasto pozorovanym jevem v koliznich spektreclistkovych
oligomefi flavanoli. U rodicovského iontu m/z 945 tedyeimé dochazi k odgpeni
prvni epikatechinové jednotky a nasledny fragmedt strukturu epikatechin-vinyl-
.Jadro“, pficemz jadrem je vtomto ifpact mysSlenacast molekuly, ktera istava
nedotena fragmentaimi pochody. Identita iontu m/z 945 prozatimistAva
neobjaskna a pro detailni informaci struktury budeigbia tuto latku izolovat.

Obrézek 47: Struktura dimeru vinylepikatechinu

Sediment vzorku EP4 poskytl v oblasti nizSich hmotlobné spektrum jako
supernatant; v oblasti hmot nad 600 Da byla pozoravintenzivni iontova série. Tato
série iont vySSich hmot odpovidargmeé urcitému typu aduki, neba vykazuji
posloupnost v hmotach [61%¥4]" pro xO(05) . Tyto ionty neposkytuji
pii fragmentaci ionty vyuZzitelné pro identifikaciptes detailni optimalizaci podminek
koliznich experimerit (kolizni energie, tlak plynu v kolizni cele) bygspektru patrny
pouze rodiovsky ion a pi vysokych koliznich energiich (100 eV) jsou ve ldpe
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patrné ionty m/z 70 a 79. Jinymi pozorovatelnyngiginenty byla pouze hmota 236
v koliznim spektru iontu 763 a ion 121 (indikujiniozny pelargonidinovy zaklad
struktury) ve spektrech iobt763 a 837. Strukturythto slodenin nebyly na zaklad

ziskanych dat odhaleny.

Pro posouzeni vlivu reakiho prostedi na pitbéch kondenzénich reakci byl
zaloZen také methanolicky roztok epikatechinu aangenidinu — EP3 (viz kapitola
3.2.2). Druhy den po zaloZeni pokusu byla z ¢éaakntsi odebrang&ast vzorku. U této
¢asti bylo prondireno MS spektrum §mou infuzi do ESI-Q-TOF). Po této kratké dob
od zaloZeni reaki smési nebyl nalezen ani ion m/z 587 odpovidajidistkovému
aduktu Pg, Epi a acetaldehydu, ani ion 559 odpgicidpiimému aduktu Pg a Epi.
Navic spektrum neobsahovalo jiz ani ionty 271 a @ddovidajici reaktatn. Zakladni
pik tohoto spektra ma m/z = 257 a jeho fragmentfusp fragmenty dalSich&tenych
ionti jsou shrunty v tabulce 12. Struktura nalezenychtiionebyla dale detai

studovana.

Tabulka 12: lonty a jejich fragmenty #imého nastku vzorku EP3 jeden den po

zalozeni
fragmentovany ion [m/z pozorované fragmenty [m/z]
257,1402 225,1154 199,1012 169,0893 98,9943
273,0971 157,0774 141,0841 121,0783 117,0Y44
(slabé spektrum) 101,0449 97,0240 87,0607 71,0%27
357,1963 313,1633 269,1284  243,1219 225,175

199,1058 181,0844  155,0724 137,0542
115,0819 71,0553
401; 445; 533 adukty [357 +44]" vzhledem k podobnosti spekfer

663,3900 607,4072 551,3368 495,2726 439,201
383,1445 327,0851

~

Tfi dny po zaloZeni roztoku EP3 byla provedena jeHeLE analyza. Bylo
potvrzeno tér& Uplné vymizeni pelargonidinu i epikatechinu zegsim Pelargonidin
byl objeven pouze v piku dase 2,98 min ¥isté forne¢ (m/z = 271) a ve forgh
vinylpelargonidinu (m/z = 297). V obouipadech se ale jednalo o stopova mnoZstvi
(intenzita 130 resp. 230). Epikatechin byl nalepenze ve forma vinylového aduktu
om/z = 317 Wase 3,24 min (struktura 8-vinylepikatechinu viz adek 48). Jeho
intenzita byla pogkud vysSi nez u pelargonidinu - dosahla 800 impuRentna

pelargonidinu (& uz jakymkoli pochodem) probiha v methanolu mnohgahleji nez
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ve vodném progedi. Vzhledem k absenci barvy vzorku je moZzné, ékargonidin
nekondenzuje za vzniku vysSich barviv, ale agrésiviprostedim methanolu a
acetaldehydu dochéazi k rozpadu na kruhu C za vamizbarvych produlit Ve vzorku
byly rovréz zachyceny latky eluujici 8asovém rozmezi 3 - 7 minut. Retancasy a
hodnoty m/z &chto latek jsou uvedeny v tabulce 13. V oblastiSigi§ retetnich ¢asi
nebyly objeveny Zadné intenzivni ionty.

OH

CH, OH

OH

OH

Obrazek 48: Struktura 8-vinylepikatechinu

Tabulka 13: Piky vzorku EP3 s malou retencfialpSné ionty

¢as piku [min]| ionty pfitomné ve spektru pmérovaném pes
chromatograficky pik [m/z]

2,82 489,1297 313,0374 265,0590 221,0320
199,1091 115,0868 69,0963

3,24 441,1536 353,1079 317,0962

4,72 243,1193 (takésase 2,65)

6,13 136,0827

6,21 277,0861

6,30 215,1206

Navic bylo v gipadt této analyzy zaznamenanegkolik ionta, které eluovaly
v n¢kolika reternich ¢asech. Mohou to byt kiipolohové izomery jedné sléeniny
nebo produkty rozpaduiznych struktur se spaleou zakladni jednotkou. Hodnoty m/z
téchto ionti uvadi tabulka 14. Vzorek EP3 byl naslédanalyzovdn UPLC jest
po dalSich cca 7 &sicich (sté vzorku 350 di; po SPE extrakci). V roztoku ale nebyly

piitomny Zadné piky absorbujici ve viditelné oblaptktra.
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Tabulka 14: lonty vyskytujici se opakowanchromatogramu vzorku EP3

213,1081257,1368 269,1359 313,162
319,1063327,1765357,1888 419,1535

Stejny vzorek byl fipraven jest jednou (EP5) a po 19 dnech analyzovan UPLC-
DAD-ESI-Q-TOF. Vtomto roztoku byly ve stopové kemtraci nalezeny vase
3,83 min ionty sm/z 271 (pelargonidin) a m/z 2%inylpelargonidinem). \Ease
2,77 min byl pak nalezen epikatechin (m/z = 2919.c¥iromatogramu pizeném DAD
pii vinové délceh = 500 nm je patrny i dalSi pik s kratSim rét@m ¢asem oproti Pg
(3,42 min). Mezi ionty fitomnymi ve spektru fmérovaném pes tento pik byla
nejvyssi odezva zji&ha pro ion 317,09, ktery by mohl odpovidat vinykgpechinu.

Po 26 dnech od zalozZeni pokusu byla provedena zmatjorku EP5 vipmém
nastiku do ESI-Q-TOF (MS spektrum na obrazku 49). Byj@étena fada iont,

v oblasti hmot nad 400 Da byly vybrany ionty s \iy§&enzitou a ty fragmentovany
(viz tabulka 15). Hlavni pozornost byla&novana déma iontim. lon o m/z = 633
odpovida dimeru vinylepikatechinu (viz obrazek 4T@bo odpovidajici izomerni
strukture. Navrh této struktury podporuji i kolizni spektkale je hlavnim produktem
Stpeni ion vinylepikatechinu m/z 317, dale je poza@mwprodukt jednoduchého a
v malé mie i dvojitého RDA Sipeni z rodiovského iontu (fragmenty m/z 481 a 329) a
Stpeni epikatechinové jednotky (ion m/z 343). Ve spelkze také pozorovat RDA
Sttpeni vinylepikatechinu za vzniku iontu m/z 165. Kol spektrum iontu m/z 633 je
zobrazeno na obrazku 49. Tato data jsou v souladiatg popisovanymi pro tuto
slowseninu v literatie™°.

DalSim vyznamnym iontem je m/z 559. V tomtéipac by mohlo jit o pimy
adukt pelargonidinu a epikatechinu (odchylka#ené pesné hmoty od vygbenécini
3,6 ppm) a ve spektru je pozorovatelny produkt REi¥peni na epikatechinu o hngot
m/z = 407 (odchylk&ini 7,6 ppm). Proti této teorii vSak stoji absenééezu iontu 271
(M - 290T). Ztrata (neutralni) epikatechinové jednotky jeitka pro oligomery
flavonoidi, které jej obsahuji. Aniffpadreé vznikajici ion epikatechinu (m/z = 291)

nebyl ve fragmentaim spektru iontu m/z 559 pozorovan.
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Obrazek 49a) MS spektrum vzorku EP5 po 26 dnebf,kolizni spektrum iontu m/z

633

Tabulka 15: lonty spektra vzorku EP5iznpeho nastku

fragmentovany ion [m/z] pozorované fragmenty [m/z]

479,0941 345,0075327,0072 317,0152 301,983%9
251,0036 206,9711 194,9809 176,96%4
160,9947 98,6177

505,0958 441,0715415,0099 370,9996 342,99¢4
312,9835 285,0085 266,9657 176,9934

537,1400 505,0821415,0090 371,0010 343,010
312,9842 281,0545 266,9807 147,06]12
73,0485

559,1260 541,1254419,0597 407,0798 389,0576
379,0890 361,0705 333,0636 311,05%2
267,0362 123,0594
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Pro shrnuti chemie epikatechinu a pelargonidinu odelovém roztoku
obohaceném acetaldehydem tedy dle &jigth vysledk plati: reakce za tvorby
mustkoveho i pimého aduktu probiha, avSak pouze ve vodném fediss mirnym
nadbytkem acetaldehydu. Jsou-li pouzity agregdin podminky (zejména silny
nadbytek acetaldehydu), dochazi k rozkladu reaktgptedevSim pelargonidinu) a
odbarveni roztoku. Navic bylo prokazano, z&asem nistkového aduktu ve stsi
ubyva, coz #ejm¢ souvisi s rozkladnymi reakcemi ve &n eventuald s tvorbou
vysSich oligomernich pigment které vSak nebyly v odpovidajicich MS spektrech

nalezeny.

4.3 Studium reakce pelargonidinu s acetaldehydem:

HPLC/MS analyza vzorku AL1 (stavzorku 83 dni) neprokazalafippmnost
ocekavaného pyranopelargonidinového iontu o0 m/z = 2@5sngsi nebyl nalezen ani
ion pelargonidinu (m/z 271). Byly vSak nalezenytjoadpovidajici vinylpelargonidinu
(m/z 297). V tabulce 16 jsou ozieny tEne.

Tabulka 16: lonty vzorku AL1 s odpovidajicimi retafmi ¢asy po analyze 83 dni

starého vzorku

retertni ¢as piku [min] pozorované hmoty [m/z]

9,43 255,0728155,0360

10,30 223,1575

43,13 451,0583

44,09 227,1227

45,39 433,0582

46,52 587,0794287,2254 227,1242

47,74 289,2501

48,35 291,2673

52,19 609,3428401,3074

52,28 537,3051

52,45 493,3180

54,28 923,6143763,6063531,3212 393,2983
259,189

55,41 425,2864 (i v case 56,36)

58,45 601,4656439,3376

61,68 937,8646702,2152 643,5902 625,576
445,1220429,0894 371,1027 355,0931
297,0871281,0530223,0670

63,32 407,3411312,3157
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64,19 911,1508776,2341741,1966 725,16971
503,1086445,1222 429,0901 371,1026
355,0738297,0874 281,0536 223,0661

Po 91 dnech od zaloZeni pokusu byla znovu provededyza vzorku AL1
pomoci HPLC. Ogt nebyl zaznamenan vyskyt iontu 295. Tabulka 1ngernalezené
hmoty

Tabulka 17: Vyznamné piky v analyze vzorku AL1 dodhech

retertni ¢as piku [min] pozorované hmoty [m/z]
11,41 155,0363
42,46 242,2676
53,26 223,0709207,0485

Sediment a supernatant roztoku AL1 byly po 125 Hned zaloZeni pokusu
odklen¢ zkoumany rovéZz pomoci MALDI-Q-TOF. Narsiena MS spektra se zivgé

liSila, zejména v oblasti hmot nad 500 Da, jak wkaobrazek 50.

100% 228.3336  311.3940
\ /

a) \ | |—375.1625
1| 2833571 /
207.0548~ N
"
B 361.1720 668.8410
169.0854 640.8077 /6948599
| ‘m ‘“. i [—— ot J“ len m lm , st ‘I\h‘m bl —
100 %
b) 361.1368
375.1339
CAURUEES | 1309.1101 567.2000
169.0758 J ‘ }
P IL n \u | ‘H o lt ) ‘IM‘\ \| il . : ‘\. b s bodo i — m/z
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Obrazek 50: MS spektrua) supernatantu ) sedimentu vzorku AL1

Po dalSich sedmi &sicich byl vzorek AL1 znovu préien analyzou MALDI-Q-
TOF. V tomto vzorku byl nalezen ion m/z 567,1518.tomto gipad by mohlo jit
o adukt dvou pelargonidinovych jednotedlep acetaldehydovyimstek. Diference oproti
teoretické hodnetm/z je vSak potkud vysSi (40 ppm). lon m/z 567 poskytl v koliznim
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spektru nasledujici fragmenty: 553,1439 ([M -"4525,1282 ([M - 47]), 399,0813
(IM - 168]"), 383,0933 ([M - 184), 361,1173 ([M - 206), 355,0801 ([M - 212),
207,0519 ([M - 360]), 191,0552 ([M - 376) a 112,6501 ([M - 455). Jak je vidt,
neobsahuje toto spektrum ion m/z 271 ani ion m/z @povidajici pelargonidinu resp.
vinylpelargonidinu, takZe tato struktura pro daoy #&ejm¢ nevyhovuje.

ProtoZe nebyl ziskan Zadany produkt, hypaven methanolicky roztok s vysSSim
podilem cykliz&niho c¢inidla (AL2, viz kapitola 3.2.3). Jeden den po Zaoi byl
proveden fimy nastik vzorku do ESI-Q-TOF. Vzorek poskytl totozné spakn jako
diive diskutovany vzorek EP3 analyzovany ve stejny @léz kapitola 4.2). Podobné
vysledky poskytla také HPLC/MS analyza po dalStebtt dnech.

Ziskana spektra naztigi, Zze v gipadt smesi pelargonidinu a acetaldehydu
nedochazi v modelovém roztoku ke vzniku pyranogelaidinu. V reakni sngsi
ziejm¢ dochazi k rapidnimu Ubytku pelargonidinu vlivem yZené koncentrace
acetaldehydu. Toto bylo potvrzeno i sledovanim Vragezngény roztoku, kdy roztok
AL2 jiz po tydnu uplg ztratil zabarveni zjsobené pelargonidinem (jako jediny
zroztoki. V literatue je popsano, Zeftipreakcich s jinymi anthokyaniny k takto
vyraznému odbarveni nedochazi. Naopak dochazi keczaustinu pojp sytosti barvy.
Rozpor s vysledky studii na téma vitisinu B je moZmicist bul’ jiné substituci
na kruhu B, a nebo zejména absence cukerné jedrktida@ Zejmé zvySuje stabilitu

substratu wci degradaci, takZe cyklizai reakce magas prohnout”.

4.4 Studium reakce pelargonidinu s pyruvatem:

V souladu s pracemi na téma syntézy vitisinu A fiypraven modelovy roztok
za (telem gipravy 5-karboxypyranopelargonidinu. Réakn cinidlem byl pyruvéat
sodny. Vypdtem bylo zjis&no, Ze zarna kyseliny za sodnodilsneovlivni gilis pH
smeési vzhledem k pouzitému re&kimu prostedi (roztok kyseliny mravei ve vod o
pH = 3), proto byl vzorek fipraven shodnym postupem jako vodné vzorky ostatnic
cyklizacnich¢inidel (detailr® popsano v kapitole 3.2.4).

Po téngi tiimésicnim zrani roztoku byla provedena SPE a o dva tyuregtji byl
vzorek prongien s vyuzitim HPLC. V roztoku bylo nalezeno zbyt&owmnoZstvi
pelargonidinu @ = 41,77 min — zvyrazZmy ion). lon Zadaného produktu (m/z 339)
nebyl detekovan. Souhrn nalezenych toje prezentovan v tabulce 18. Zajimavy je

zejména ion 155 (v tabulce zvyra&mn), ktery by jako i v fipadt ostatnich reainich

90



smési mohl poukazovat na rozklad pelargonidinu za kznfloroglucinaldehydu.
Odchylka namdrené gesné hmoty od teoretickéni 6 = 9,7 ppm. Krona toho byly ot
nalezeny hmoty, fitomné ve vice elinich ¢asech. Jedna se o ionty 223,1587 a
571,0847.

Tabulka 18: hmoty ffitomné v HPLC analyze vzorku PY1, zvyr&mé ionty byly

komentovany vyse

retertni ¢as [min] | ionty ziskané pmeérovanim piku [m/z]

14,82 468,0125329,9842237,9612139,046(
121,0301

19,66 341,0690
20,77 155,0359
21,71 289,0414
25,90 314,013857,0437121,0328
36,51 467,0544329,0355121,0331
40,32 437,2057432,2753415,2437
41,26 571,0803
41,95 459,2672
42,02 476,3102
42,11 223,1627
41,70 573,103891,0848271,0654
43,65 564,357®55,0612
44,07 827,121497,0767
46,11 451,0666

Po 111 dnech od zalozeni pokusu bylo provedendéledidsupernatantu a sedimentu
u vzorku PY1 a nasledrbyl analyzovan samotny sediment tohoto vzorkéekavany
produkt 5-karboxypyranopelargonidin ani vychozk#{pelargonidin) nebyly nalezeny.

Sediment i supernatant vzorku PY1 byly po dalSiabudtydnech podrobeny také
analyze MALDI-Q-TOF. Spektra obou se celkem vygakifila jak v oblasti nizSich
hmot (m/z < 300), tak v oblasti vySSich hmot, kgeldrum supernatantu neobsahovalo
témet zadné piky, zatimco spektrum sedimentu bylo nkytyemot m/z > 400 Da
velmi bohaté. Ani zde nebyl ani v jednorfigact nalezen ion ¢ekavaného produktu.
Spektra supernatantu i sedimentu jsou zn&narma obrazku 51.

Po dalSich 6 wsicich (celkem po 315 dnech od zaloZeni) byla ptemae dalSi
kontrola vzorku pomoci MALDI. Ani zde nebyl nalezé&an atekavaného produktu.
Zakladnim pikem byl ion m/z 213,0411, dalSimi vymgmi ionty byly ionty m/z 235;
251; 303 a 403. Zaznam MS spektra této analyzymadna obrazku 52. Tabulka 19
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popisuje fragmentaci iofits vysokou intenzitou nalezenych v uvedeném MALDS-M

spektru.
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0% 221.1380 /_Xz 429.2583
195.1151
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Obrazek 51: MS spektra) sedimentu @) supernatantu vzorku PY1 po 125 dnech (u
vysSich hmot je pinaje znakou ,x2“ v obou spektrech ugte zdvojnasobena relativni

intenzita iond)
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Obrazek 52: MALDI-MS spektrum vzorku PY1 po 315 dme
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Tabulka 19: MALDI analyza 10 #siai starého roztoku PY1

fragmentovany ion [m/z] fragmenty [m/z]
403,0941 235,0444213,0573 191,0552 133,0375
425,0966 409,0314383,0788 235,0387 217,0360
213,0627 191,0552 171,0542 63,0357

447,0973 429,0617405,,0560383,0788 363,0449
361,0681 297,0298 279,0138 257,0259
239,0225 235,0444 217,0360 191,055%
133,0375

493,0678 477,0206447,0739 425,0890 405,0634
381,0916 361,0120 303,0359 251,0224
235,0444 213,0627

515,0869 499,0208447,0661 405,0634 383,0716
235,0444 213,0627 133,0375

Vzhledem k tomu, Ze vodny roztok pelargonidinu aupg@tu nevyprodukoval
v rozmezi cca 5 gsial zadany produkt, byloifstoupeno k pouziti odliSnych podminek
a pipraven methanolicky roztok s desetinasobnym hnxition gebytkem pyruvéatu
sodného oproti pelargonidinu (PY2).

Tento roztok byl jiz druhy den po zaloZeni analy@movgimym nastikem
do systtmu ESI-Q-TOF. Vzhledem ktomu, Ze nebylezext Zadany ion, byla
provedena studie fragmentace iontyskytujicich se v odpovidajicim MALDI-MS
spektru (tabulka 20). V roztoku byfippmen nespagebovany pelargonidin, takze jeho
reaktivita v tomto progedi neni tak vysoka jako ve &sich obsahujicich acetaldehyd,

ve kterych uz druhy den nebyl ion pelargonidinieletvan.

Tabulka 20: lonty a jejich fragmenty nalezené verka PY2 gimym nastikem

fragmentovany ion [m/z] pozorované fragmenty [m/z]
149,0284 121,0403 993,0455 65,0508
473,3220 267,1264 200,0674 131,9994 69,0705
556,8408 262,9174 244,8992 164,9341 142,9315
571,1713 539,1161 511,1620 473,3132 200,0634
121,0282 l
578,8304 382,8655 284,8944 266,9108 164,9480

Vzhledem ktomu, Ze redki smés neposkytla Zzadany ion v MS spektru, byl
vytvoren novy modelovy roztok v methanolickém ptedt, nyni jiz pimo s nadbytkem
kyseliny pyrohroznové (pouzité misto sodné soligtédy v kapitole 3.2.4). Tento
roztok byl po cca 20 dnech podroben UPLC analyze.z8le ovSsem nebyl nalezen 5-
latek

karboxypyranopelargonidin. Bylo vSak objevenoekalik separovanych
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absorbujicich ve viditelné oblasti spektra a byskany informace o iontech, které jsou
v nich obsazeny. Souhrn podava tabulka 21.

Tabulka 21: Absorbuijici latky separované a detekévdi UPLC/MS analyze vzorku
PY3

retertni ¢as piku [min] ionty piéitomné v piku [m/z]

3,88 745,1202458,2483 449,2381 292,1041
5,00 187,0651155,0408

5,10 309,0675287,0781

5,58 179,0379

5,76 417,0827

6,51 599,1569499,0777 327,0478 311,0739
6,85 323,0753

10,14 321,0590197,0505

Po dalSich 20 a 27 dnech byl roztok znovu gii@m pomoci UPLC/MS aifmym
nastikem. Ve vzorcich ziskanych &ma odiéry nebyl nalezen &kavany ion m/z 339.
Tento vysledek ukazuje, Ze pelargonidin (aglyko® shova vyrazé odliSre

od glykosylovanych anthokyanirstudovanych vadé pavodnich praci.

V piipact zamysSlené kondenzace pelargonidinu a kyseliny hpganové nebylo
dosaZzeno planovanéhoup&hu reakce. Bylo zjigho, Ze cyklizace neprobihd ani
pii pouziti sodné soli ani vifpad, Ze pouZijeme ifmo kyselinu pyrohroznovou.
Methanolicky roztok sice po 20 dnech vykazoval ojistvariabilitu ve slozeni
reprezentovanou mnozstvim absorbujicich &ain, detekovanych pomoci HPLC-
DAD, jiz po dalSich 20 dnech vSak tyto piky nebyhmzné za shodnych podminek
detekovat, jde tedy patfro pongrné labilni produkty vstupujici do naslednych reakci.
Rozklad pelargonidinu tedyigjm¢ probiha i zde, pouze jinym @gobem a vyrazh

pomaleji nez v fipadt acetaldehydu.
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5. Zaver:

Pelargonidin reaguje s acetonem v jeho silném radby methanolickém
prostedi za kvantitativni igmény na 5-methylpyranopelargonidin. Tento pyranodsriv
byl izolovan semipreparativni HPLC a v sasné dob jsou néifena NMR spektra této
latky a zkoumény mechanismy in-vitro biologickiemeny této slodeniny slogeniny
lidskymi jaternimi biikami na spolupracujicim pracovisti Katedry molekunidiologie
a genetiky, BF UP.

Bylo také zjiS¢no, Ze ve vodném prdstdi reaguje pelargonidin se &sn
epikatechinu a acetaldehydu za tvorbyistkového i pimého aduktu. Reakce vSak
probih& pouze v malém \ku. Krone toho se tyto vzniklé sl@eniny postupendasu
dale b’ rozpadaji a nebo kondenzuji za vzniku skgZith struktur. Ty vSak v této
praci nebyly identifikovany.

Pri studiu gimé reakce pelargonidinu s acetaldehydem bylosnji§tze nadbytek
acetaldehydu Zsobuje rychly rozklad pelargonidinu v réak snesi a nedochazi
ke vzniku éekavaného pyranoderivatu.

Ani v piipadt posledniho zkoumaného kondetidho cinidla — kyseliny
pyrohroznové — nedoSlo k cyklgai reakci, pi niz by vznikal Zadany derivat
pyranopelargonidinu. Kyselina pyrohroznovd neméletdatakové rozkladnééinky
na pelargonidin jako acetaldehyd.

V prabéhu experimerit bylo pouzito dvou iontovych zdnioja dvou hmotnostnich
analyzatoi v tadk raznych experimentalnich usf@mani (ESI-IT, ESI-QqTOF,
MALDI-QQTOF, HPLC/MS a UPLC/MS). Tyto metodiky pogky celou radu
zajimavych informaci o fb¢hu reakci souvisejicich s tvorbotetavanych fragment
Vedle toho byla ziskan&ada informaci o slaieninach, které vznikaji a/nebo jsou
piitomny v gislusnych reaknich snm&sich. Jejich detailni strukturu seradd pripadi
nepodéilo oswtlit pouze na zakladMS, MS/MS, pipadré MS" spekter. Do budoucna

bude nutné provést izolaci vybranych latek a jejomtitu dale potvrdit NMR analyzou.
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7. Pouzité zkratky:
angl. - anglicky
APCl — atmospheric pressure chemical ionisationerfibka ionizace za
atmosférického tlaku)
API — atmospheric pressure ionisation (ionizacatm@osférického tlaku)
APPI — atmospheric pressure photoionisation (foti@imce za atmosférického
tlaku)
CE - capillary electrophoresis (kapilarni elektréfza)
Cl — chemical ionisation (chemické ionizace)
Da — Dalton (jednotka molekulové hmotnosti)
DAD - diode array detector (detektor diodového pole
DESI — desorption electrospray ionisation (de&orponizace elektrosprejem)
DHB — kyselina 2,5-dihydroxybenzoova
DT - dithranol
El — electron ionisation (ionizace elektronem)
ESI — electrospray ionisation (ionizace elektrofmg
FT — Fourier transformation (Fourierova transforgjac
GPC - gel permeation chromatography (gelova pefmiefiromatografie)
HMF — 5-hydroxymethylfurfural
HPLC — high performance liquid chromatography (\s&inna kapalinova
chromatografie)
ICR — ion cyclotron resonance (iontova cyklotronosZonance)
IEC - ion-exchange chromatography (iort@ymeénna chromatografie)
IPC — ion-pair chromatography (ion-parovaci chrargedfie)
IT —ion trap (iontova past)
MALDI — matrix assisted laser desorption ionisat{taserova desotni ionizace
za (tasti matrice)
MEKC — miceléarni elektrokinetickd chromatografie
MS — mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
NCE — normalized collision energy (normalizovanéza energie)
NMR — nuklearni magnetick& rezonance
NP — normal phase (normalni faze)

PDA — photodiode array (detektor diodoveho pole)
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PESI — probe electrospray ionisation (sondova emezlektrosprejem)
PTFE - polytetrafluoethylen

RDA - retro-Diels-Alderovo gpeni

RP —reverse phase (obracené faze)

rpm — rotations per minute (&téy za minutu)

SDBS - sodium dodecylbenzensulphonate (dodecylbenfenat sodny)
SDS - sodium dodecylsuplhate (dodecylsulfat sodny)

TFA — trifluoroacetic acid (kyselina trifluoroctoya

THAP — 2',4°,6'-trihydroxyacetofenon

TIC — total ion current (celkovy iontovy proud)

TOF — time of flight (detektor doby letu)

XIC — extracted ion current (extrahovany iontovguyof)
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