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Seznam zKkratek

APCI - chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku

BER - borohydridova vyménna pryskyfice

BIRD - termalni aktivace

BTX - aromaticka rozpoustédla benzen, toluen a xylen
CA — koniferylakohol

CE - kolizni energie

CI - chemicka ionizace

CID - kolizné indukovana disociace

DART - piima analyza v realném Case

DESI — desorp¢ni elektrospre;j

DIBAL - diisobutyl aluminium hydrid

ECD - disociace zachytem elektronu

EI — elektronova ionizace

EPR - elektronova spinova rezonance

ESI — ionizace elektrosprejem

ETD - disociace pfenosem elektronu

FT - Fourierova transformace

GC/MS - plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie
HPLC - vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
ICR —iontova cyklotronova rezonance

IRPMD - mnohofotonova disociace cervenym zaifenim
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LiAlH, — tetrahydridohlinitan lithny

MALDI - laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice
MRM - sledovani mnohonasobné reakce

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
NaBH, — tetrahydridoboritan sodny

nESI — nanoelektrospre;j

NMR - nuklearni magneticka rezonance

OT - Orbitrap

Py-GC/MS - pyrolyza-plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie
Q - kvadrupdlovy analyzator

reTOF — analyzator doby letu s reflektronem

SA — sinapylalkohol

SBA-15 — Santa Barbara amorphous-15

SID - povrchové indukovana disociace

SIM - selektivni zaznam iontd

SRM - sledovani vybrané reakce

TIC - intenzita iontového proudu

TOF - analyzator doby letu

UV — ultrafialové zareni



1 Uvod
Monolignoly — p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol — jsou malé

organické molekuly, které jsou sekundarnimi metabolity rostlin. Patii mezi
fenylpropanoidy slouzici predevsim jako prekurzory dimernich lignand a polymerniho
ligninu. Protoze lignany a lignin maji mnoho zpiisobt vyuziti, vyzkum téchto sekundarnich
metaboliti se ubira predevSim timto smérem. V ramci teoretické prace byla proto

provedena reSerSe na téma monolignold, jejich metody analyzy a vyuZziti.

Zajem o monolignoly prameni predevsim z divodu, ze jsou zakladnimi stavebnimi
jednotkami ligninu, ktery mé vysoky potencial stat se zdrojem energie v budoucnosti.
V disledku ubyvajicich zasob fosilnich paliv mtze byt lignin vhodnou nahradou, jelikoz se
jedna o obnovitelny a Siroce rozsifeny biopolymer a jeho spalenim se uvolfiuje energie.
Lignin je mozné vyuzit také jako piimés do plastd, betont, polyuretana atd., ale jeho
primarni funkci je zpevnéni rostlinnych pletiv. Oxidacni dimery monolignoll, lignany,
zajistuji ochranu rostlin pred Skidci a patogeny a ziskavaji pozornost predevsim diky
svym biologickym vlastnostem, protoze nékteré slouCeniny ztéto skupiny vykazuji
protinddorové, protirakovinné, antivirové a antioxidani vlastnosti, a proto jsou
povazovany za slouceniny vedouci k novym 1écivym latkam. LepSim porozumeénim jejich

zéakladnim stavebnim jednotkam by mohla byt zlepSena prace se slozitéj§imi strukturami.

Vzhledem k vySe naznacené uziteCnosti ligninu a lignant jsme se v experimentalni
¢asti prace rozhodli prozkoumat jejich zakladni stavebni jednotky (monolignoly) pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie a urcit jejich fragmentacni produkty. Predpokladame,
ze fragmentacni produkty typické pro jednotlivé monolignoly by mohly slouzit k objasnéni
slozitéjSich struktur derivati monolignold a tato prace by mohla v budoucnu usnadnit

analyzu lignand i ligninu.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Monolignoly

Monolignoly fadime mezi fenylpropanoidy, které jsou S§iroce rozSifenymi
sekundarnimi metabolity rostlin. Jedna se o slouceniny s aromatickym jadrem, postrannim
fetézcem, tvofenym tfemi uhliky s dvojnou vazbou, zakon¢enym hydroxylovou funkéni
skupinou a hydroxylovymi ¢ methoxylovymi funkénimi skupinami navazanymi na

aromatické jadro .

Prakticky vyznam monolignola spociva ve faktu, Ze jsou prekurzory dimert téchto
slouCenin — lignant — které maji Siroké vyuziti diky svym chemickym a biologickym
vlastnostem shrnutymi napf. v praci Saleem a kol. * a ligninu, ktery je jednim z
nejrozsifenéjsich rostlinnych biopolymert a podili se na zpeviiovani bunécné stény. Mezi
monolignoly jsou obvykle fazeny nasledujici tfi alkoholy: p-kumarylalkohol,
koniferylalkohol a sinapylalkohol (Obr. 1) . Derivaty monolignolti mohou mit riizné

fyziologické & farmaceutické vyuziti %,

OH OH OH

MeO MeO OMe
OH OH OH
p-kumarylalkohol koniferylalkohol sinapylalkohol

Obr. 1: Struktury tfi alkohol bézné oznaCovanych jako monolignoly

2.1.1 Biosyntéza monolignolu

Zakladnimi vychozimi latkami pro biosyntézu monolignoli jsou aromatické
aminokyseliny L-fenylalanin a L-tyrosin. Ty v organismech vznikaji metabolickou drahou
kyseliny Sikimové. Biosyntetickda draha vSech monolignold (Obr. 2) zacina
L-fenylalaninem (1), ktery je deaminovan pomoci fenylalanin amonium lyazy (PAL) na

kyselinu skoficovou (2). Biosyntéza pokracuje hydroxylacnimi reakcemi na aromatickém
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jadre kyseliny skoficové nasledovanymi O-metylaci hydroxylovych skupin aromatického
jadra, za vzniku derivati kyseliny skoficové, jimiz jsou kyselina p-kumarova (3), kyselina
ferulova (5) a kyselina sinapova (6). Vychozi latkou miaze byt také L-tyrosin (4), z néhoz
deaminaci vznikéd kyselina p-kumarova. Redukci karboxylovych skupin vyse zminénych
kyselin pomoci koenzymu A vznikaji pfislu§né aldehydy, které jsou prostiednictvim
NADPH redukovany na alkoholické skupiny za vzniku jednotlivych monolignola
p-kumarylalkoholu (7), koniferylalkoholu (8) a sinapylalkoholu (9) [1.3.3]

COOH COOH COOH COOH

NH, = = NH,
PAL
—— —— ———
1 2
OH OH
3 4

'

COOH COOH
/ /
—_—
MeO MeO OMe
OH OH
5 ()
o) SCoA (@] SCoA O SCoA
R ~ ™~
= = =
OH OH OH

OH

OH OH
i MeO- i MeO \/E OMe
OH OH OH
7 8 9

Obr. 2: Biosynteticka draha monolignolu
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2.1.2 Synteticka priprava

K pfipravé 1 vyrobé monolignoli bylo vyvinuto mnoho metod, které
vyuzivaji relativné jednoduSe komercné dostupné materialy. Pro vyrobu monolignolt
v pramyslovém méfitku (v mnozstvich okolo 10-20 g ') Ize vyuZit se redukce estert
prislusnych monolignoll pomoci LiAlH4 (tetrahydridohlinitanu lithného), DIBAL
(diisobutyl aluminium hydridu) & NaBH, (tetrahydridoboritanu sodného), viz Obr. 3 17,

HSC\/O O OH
/ //
DIBAL
—_—
toluen, 0 °C
R R R R

OH OH

R=H, OCH_

Obr. 3: Redukce esterti monolignolt na pfislusny monolignol pomoci DIBALu

Vyse uvedena reakce na Obr. 3 poskytuje pomérné vysoky vytézek zadaného
produktu (77 % pro koniferylalkohol, 70 % pro sinapylalkohol a az 92 % pro
p-kumarylalkohol) ',

Pro laboratorni ptipravu monolignolli 1ze vyuzit jednoduché reduk¢ni reakce, ktera
spociva v redukci prislusnych komercné dostupnych aldehydid pomoci borohydridové
vyménné pryskyfice (BER) v methanolu na pfislusné alkoholy (Obr. 4). Oddéleni
alkoholl od ostatnich reakcnich latek je provadéno filtraci pres vatu a naslednym
odpatfenim rozpoustédla na rotacni odparce za vzniku zluté olejovité latky. Reakce ma
mnoho vyhod, z nichz je velmi podstatné, Ze tato pfiprava je celkové dvakrat az trikrat
levnéjsi, nez pfimy nakup monolignolu. Nejvétsi vyhodou je vSak pfiprava latky o vysoké
Cistot¢ (v pripad€ koniferylakoholu je nutno provést piecisténi pies SPE kolonku se
silikagelem a promyti ethylacetatem), jelikoz komercné dostupné monolignoly, predev§im
sinapylalkohol, mohou obsahovat produkty degradace. Vytézky reakce se v laboratornich
podminkach pohybuji mezi 60 a 75 %. Pokud chceme tuto reakci pouzit pro prumyslovou

(7]

vyrobu, vytézky jsou zpravidla mirn€ nizsi "
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H 0 0OH OH

o =
MNMe, BH,

Y

MeOH
R OCH, R OCH,4 R OCH;

OH OH OH
a R=H
b R=0CH,
Obr. 4: Redukce koniferylaldehydu a sinapylaldehydu pomoci BER !

Jak jiz bylo zminéno monolignoly slouzi k syntéze ligninu. Obracenim tohoto
procesu, tj. rozkladem ligninu, mizeme ziskat monolignoly a jejich derivaty. Vyuziti
vhodnych a ucinnych katalyzatora na bazi molybdenu nebo niklu: prace Xiao a kol. uvadi,
ze nizkonédkladovy katalyzator na béazi molybdenu s uhlikovymi nanotrubicemi
(MoOy/CNT) ma srovnatelné parametry (aktivita, znovupouziti a kompatibilita surovin)
jako katalyzatory na bazi drahych kova ™. Velmi vhodnym se jevi i dalsi katalyzator na
bazi molybdenu se syntetickym mezoporéznim materidlem SBA-15 (MoO,/SBA-15),
protoze ze srovnavanych katalyzatordi na bazi molybdenu ma nejvyssi vytézek
monolignold a jejich derivatd (43,4 %) a umoznuje vyuziti tj. degradaci dalSich

lignocelulozovych slozek (celuldzy a hemicelulozy) .

2.2 Vlastnosti a vyuziti monolignolu

K produkci monolignolt mize dochazet také pii spalovani dieva, které je jednim
z hojnych zdrojl Castic znecCistujicich zivotni prostfedi. Pfi jeho hofeni prevladaji emise
spojené¢ s pyrolyzou ligninu, pfiCemz az 45 % hmotnosti zplodin predstavuji

P

indikatory hotfeni dfeva. Mezi methoxyfenoly patii monolignol koniferylalkohol, ktery
muze byt vhodnym indikatorem, protoze se vyskytuje v ligninu ve vysoké koncentraci "',
Pyrolyza jednotlivych monolignolti poskytuje mnozstvi produkti, které mohou pomoci pfi
jejich identifikaci. V praci Harman-Ware a kol. byla provedena pyrolyza koniferylkoholu a
sinapylalkoholu pfi teploté 650 °C. Prace uvadi fadu produkti pyrolyzy (pyrolyzati) pro
oba dva lignoly, nejvyznamnéjSimi jsou pak koniferylferylaldehyd, vanilin a trans-
isoeugenol (pro koniferylalkohol) a (E)-2,6-dimethoxy-4-(1-propenyl)fenol, 4-hydroxy-
3,5dimethoxybenzaldehyd a canolol (pro sinapylalkohol). Pouziti vypoctu poméru ploch
vhodnych latek wvzniklych pfi pyrolyze ligninu lze vyuzit k ziskani poméru S:G

14



(syringyl:guajacyl) "), Byla studovana také (frakéni) pyrolyza p-kumarylalkoholu, a to
Asatryanem a kol., ktefi zjistili, ze pii nizSich teplotach (pod 500 °C) vznika prevazné
fenol a jeho derivaty (p-kresol, ethylfenol, propylfenol a propenylfenol), protoze reakce
probihaji predev§im na postrannim fetdzci "' P¥i teplotach nad 500 °C vznikaly pfi
pyrolyze p-kumarylalkoholu radikalové smeési s radikalem umisténym na kysliku, coz bylo

prokazano EPR spektroskopii 2.

Jako chemicka individua jsou monolignoly pomémeé toxickymi a nestabilnimi
latkami, a proto se stabilizuji glykosylaci hydroxylové skupiny navazané na benzenovém
jadie (glykosylace hydroxylové funkéni skupiny na postrannim fetézci je vzacna ') za
vzniku monolignolglykosidi. Tato netoxicka forma slouzi kuchovani a prepravé

[5: 14161 "y rostlinach se monolignoly akumuluji predeviim

monolignold v tkanich rostlin
v této stabilni netoxické formé, aby z nich v pfipadé potfeby mohl byt syntetizovan lignin.
U koniferinu (glukosidu koniferylalkoholu) nebyla prozatim pifimo prokazana jeho
konverze na lignany, ale bylo potvrzeno, Ze v burikach s rostouci koncentraci lignant klesa
koncentrace koniferinu a naopak. Z tohoto tvrzeni se lze domnivat, Ze se monolignoly

stabilizuji nejen ve formé glykosidd, ale i ve formé lignand .

Kromé hlavniho biologického tucelu (syntéza ligninu a lignani) je mozné
monolignoly vyuzit v oblasti pramyslu. Zde slouzi k vyrobé vonnych latek, které hraji
dilezitou ekonomickou roli v potravinaiském a kosmetickém primyslu. Jedna se naptiklad
o jednoduché latky jako eugenol, isoeugenol, chavikol a methylchavikol (Obr. 5). Eugenol
a 1soeugenol vznikaji acetylaci koniferylalkoholu a jeho naslednym reduktivnim Stépenim
pomoci eugenolsyntazy, resp. isoeugenolsyntzazy. Chavikol a jeho methylovany derivat

vznikaji redukei z esterd (p-kumaryl acetatu a p-kumaryl kumaratu) ',

HSCOU\&CHQ /@/VCHQ
HO HO

Eugenol Chavikol
HSCOWCH3 /@/\//’CHQ
HO H;CO
Isoeugenol Methylchavikol

Obr. 5: Struktury eugenolu, isoeugenolu, chavikolu a methylchavikolu
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Studie Konig a kol. se zabyva identifikaci metabolickych drah rozpustnych
fenylpropanoidii a ligninu. S ohledem na inhibici rdstu hub bylo zji§téno, ze vysoka
koncentrace koniferinu (glukosid koniferylalkoholu) zptsobuje vyssi odolnost pfi napadeni
dfeva houbami. Koniferin slouzi jako netoxicka forma koniferylakoholu, ktery je pfeménén
na kyselinu ferulovou inhibujici rist houby. Rostliny s vys$s$i koncentraci syringinu
(glukosid sinapylalkoholu) odolngj$i nejsou. Pii napadeni houbou se tento metabolizuje na
syringaresinol a malé mnozstvi kyseliny sinapové — ani jedna z té€chto slouCenin v§ak nema
inhibi¢ni ucinky. Antimykotické ucinky byly prozatim objeveny pouze u jediného derivatu

sinapylalkoholu, a to u sinapylglukézy "%,

2.3 Lignany

Lignany jsou hojn€ rozSifeny v rostlinné fisi; vznikaji oxidativni dimerizaci
monolignoli v urcitych polohach, coz je zplisobeno delokalizaci elektronu v rezonancnich
strukturach — viz Obr. 6. (polohy jsou vSak dulezité i v pfipadé ligninu). V rostlinach se
nachazeji ve vétsim mnozstvi nez monolignoly " a mohou se vyskytovat v glykosylované
i aglykonové forme. Jako lignany byly dfive oznaCovany dimery monolignoli spojené
vazbou C-C v polohéach 8-8" (Obr. 7A, Obr. 7C). Dimery s vazbou mezi jinymi uhliky
(napt. 8-3', 3-3") nebo spojené pies etherovou vazbu (napt. B-O-4) nazyvame neolignany.
Pozdgji bylo navrzeno, aby se terminem lignany nazyvaly vSechny sloucCeniny bez ohledu
na velikost (trimery — sesquilignany, tetramery — dilignany, ...) a spojeni mezi jednotkami
(8-8", 83", 8-0-4, ...). Mezi lignany radime i latky se strukturou difenylpentanu,
oznacované jako norlignany. Ty jsou charakteristické ztratou alespoil jednoho koncového

uhliku (propanového fetézce) v priibdhu biosyntézy !>,

OH OH OH OH OH
> s f > .
4 |
H*
" ;
MeO MeO MeQ MeQ MeO
OH o) o O 0

Obr. 6: Delokalizace elektronu v rezonan¢nich strukturach koniferylalkoholu
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OH OH OH

A B C

Obr. 7: Monolignoly oznacené Cisly, feckymi pismeny

Kwvili svym biologickym vlastnostem, jako jsou protirakovinové (podofylotoxin,
matairesinol, enterolakton, enterodiol), antimikrobialni (vitrofolal C), antimykotické
(pinoresinol), antivirové (trachelosid), protizanétlivé (pinoresinol, isolariciresinol) a
antioxidadni (sesamin, lariciresinol) uéinky pfitahuji velkou pozornost '»'7*8l. Stejné jako
monolignoly a jejich derivaty se i lignany mohou podilet na obrané rostlin proti
mikroorganismim "*. V minulosti bylo dfevo kryptomerie japonské, cypiisku tupolistého
a zeravu obrovského vyuzivano na stavbu obydli, protoze funguji jako pfirodni insekticidy

a domy z téchto dfevin nejsou napadany hmyzem "'/,

2.4 Lignin

Lignin je po celuléoze druhym nejrozsifen€jSim biopolymerem (pfiblizné 30 %
organického uhliku v biosféie) a nejvétsim prirodnim zdrojem aromatickych slougenin '*!
Nejcasteji se vyskytuje v sekundarni bunécné sténé rostlin (xylém a sklerenchym), které
propujcuje mechanickou podporu, tuhost a vodé€odolnost. Tyto vlastnosti umoziuji
transport vody a v ni rozpuiténych latek po celé rostling a rist rostliny do vysky .
Zaroven slouzi rostlin€ jako ochrana pred patogeny, bylozravci a hmyzem. Z chemického
hlediska je struktura ligninu tvofena mnoha rtizné€ spojenymi monolignoly, které pomoci

radikdlové polymerace tvofi zesitované struktury s molekulovymi hmotnostmi az

10 000 Da "' (kazdy z monomert disponuje vazebnou variabilitou pro propojeni s dalgimi
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monolignoly ¥ viz Obr. 8). Lignin je teoreticky tvofen pouze uhlikem, vodikem a
kyslikem, ale pii zvétravani nebo chemické degradaci se mize zanaset necistotami
(heteroatomy), které mohou zménit jeho fyzikaln&-chemické vlastnosti "\, Procentualni
zastoupeni ligninu v rostlinach a jeho slozeni je riznorodé. Napftiklad u stromu tvoii az
35 % hmotnosti susiny "% Odlisnosti mohou byt i v tvrdosti dfeva, obsah ligninu u
mé&kkych diev (jehli¢nany, z nejvétsi Gasti koniferylalkohol ") se pohybuje mezi 20 a
25 % a u tvrdych dfev (ovocné stromy, koniferylalkohol a sinapylalkohol *”) okolo 30 %.
V travinach je lignin tvofen prevazné p-kumarylalkoholem a vyskytuje se v nizkych

mnozstvich 2!,
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Obr. 8: Schéma vazeb v ligninu 1**

V disledku ubyvajicich zasob fosilnich paliv a velkého zastoupeni ligninu v pfirod€ je
lignin povazovan za mozny budouci zdroj energie. Degradacni produkty ligninu mohou
slouzit jako idealni nahrada toxickych fenolt v pramyslu. Nejvétsim zdrojem ligninu je

papirensky primysl pii vyrob& buniciny (1 000 000 tun/rok **!

). Ziskany lignin se vyuziva
pro zisk energie (jeho spalovanim) a jako zdroj chemikalii '**'. S rozvojem w&innych
degradacnich a extrakénich technik by mohl byt vyuzitelny jako biopalivo, protoze
obsahuje velky podil malych aromatickych molekul (Sesti- az deseti-uhlikatych). Vyhodou

biopaliva vyrobeného z ligninu by byly niZ8i obsahy dusiku, siry a sklenikovych plynd "',
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Vyborné zachytava volné radikaly, a proto slouzi jako pfirodni antioxidant. Lignin a jeho
derivaty mohou (zatim pouze in vitro) u lidi vykazovat antibiotické, protirakovinné a

U Lignin (neobsahujici siru) byl pfidavan do potravy zvifat a

antivirové ucinky
vykazoval probiotické ucinky. Ligninsulfonaty mohou byt pouzity k vychytavani
prachovych cCastic usazovani nerozpustnych castic nebo jako levnad pojiva ¢i chelatacni

>+ 24y U Yienin lze vyuzit i

slouceniny (vykazuji afinitu k nékterym kovim, napt. Fe
v zemédélstvi jako tzv. , material k zapouzdieni pesticidi“, jelikoz se jedna o biologicky
rozlozitelny pfirodni polymer s nizkou cenou (principem je postupné uvoliiovani pesticidu
s rozkladem ligninu) . Vhodnou vlastnosti se ukazala i absorpce UV zafeni, ktera
zvySuje biologickou ochranu pesticidu pfed UV zafenim. Pouziti zapouzdienych pesticida
snizuje zne&isténi Zivotniho prostiedi i diky zvySeni jejich G&innosti **!. V pramyslu se
lignin z divodu nizké ceny, obnovitelnosti a zlepSeni vlastnosti piidava napi. do
uhlikovych vlaken (pouze snizkou kvalitou), plastd (zlepSuje jejich biologickou
rozlozitelnost), fenolovych pryskyfic (snizuje jejich vyrobni cenu), epoxidovych pryskyfic
(zvySuje jejich tuhost a tepelné vlastnosti), polyuretanovych pén (pii zahfivani uvoliuje
péna méné tékavych slozek), betonu (natahuje do sebe vodu, ¢imz zvySuje jeho pevnost),
asfaltu (antioxidacni vlastnosti ligninu pfispivaji k pomalejsimu starnuti vozovky), atd.
Depolymerizaci ligninu ziskavame fadu nizkomolekularnich latek, napf. wvanilin,
dimethylsulfoxid, aktivni uhli, guajakol, atd., av§ak s rozvojem degradacnich technik by

v budoucnu mohl slouZit také jako zdroj BTX rozpoustédel, fenolu, chininu atd. ">,

2.4.1 Metody detekce

Jelikoz je lignin slozity pfirodni polymer s velkym komerénim potencialem, je
potieba hledat vhodné metody pro jeho analyzu ' Lignin je tvofen fenylpropanoidy
spojenymi primarné B-O-4 vazbami. Tyto monomerni jednotky se mohou spojovat i jinymi
typy C-C a C-O vazeb. Zarovern se muze lignin vazat na jiné polymery bunécné stény, coz

znemoziuje jeho izolaci bez soucasné zmény v jeho chemické struktufe.

K dikazu ligninu se nejCastéji pouzivaji vybarvovaci reakce, pii nichz jsou
vyuzivana jak organickd, tak anorganicka ¢inidla. NejpouzivanéjSim organickym ¢inidlem
pro dikaz ligninu je floroglucinol ve formé Wiesnerova Cinidla, tj. v roztoku s HCI (pfi

ce . . v v . N [26] s ,
pozitivni reakci pozorujeme zménu barvy z Cervené na zlutou) . V anorganické analyze
se Casto vyuziva Mdiuleho reakce pro rozliSeni tvrdého a mékkého dieva (v prvni fazi

reaguje vzorek s manganistanem draselnym a 3% kyselinou chlorovodikovou a v druhé
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fazi s koncentrovanym hydroxidem amonnym, pfi pozitivni reakci méni vzorek barvu ze
svétle hnédé na Cervenou pro tvrdé dfevo, resp. na tmavé hnédou pro mekké dievo).
Metody kvantifikace jsou zalozeny na gravimetrickych (napf. Klasonova metoda —
odstranéni rozpustnych casti ligninu kyselinou sirovou) a spektrofotometrickych metodach
(napt. acetylbromidovd metoda — rozpusténi ligninu v acetylbromidu/kyseliné octové

s naslednym spektrofotometrickym stanovenim) >,

2.4.2 Metody depolymerace

Lignin muze byt depolymerovan riznymi degradacnimi technikami.
Nejvyuzivanéjsi metodou degradace ligninu je thioacidolyza — reakce ligninu rozpusténého
v dioxanethanthiolu a diethyletheratu fluoridu boritého za kyselé katalyzy. Nejvétsi
vyhodou této metody je Sté€peni vice typu vazeb v ligninu a lze ji vyuzit k ur€eni kvantity,
procentudlniho zastoupeni a slozeni ligninu stanovenim vzniklych monomernich a
dimernich produktd plynové chromatografie (dimerni produkty az po odsifeni) **%.
Jednodussi metodou degradace je acidolyza (kysely rozklad), ktera probiha zahfivanim

[22

ligninu s HCI ve smé&si dioxanu s vodou (9:1, v:v) **. Problémem acidolyzy je degradace

uvolnénych sacharidi, metoda je proto vhodna zejména, pokud nevyzadujeme podrobnou

271 Analyticky vyuZitelna je

strukturalni analyzu ani pouziti nevodného rozpoustédla
vtomto ohledu také kapalinovd chromatografie, ktera umoziuje napf. detekci
parahydroxybenzaldehydu, vanilinu a syringaldehydu uvolnénych ze vzorku oxidaci
ligninu oxidem médnatym nebo nitrobenzenem. Procentualni zastoupeni jednotlivych

vzniklych latek odraZi procentualni zastoupeni monolignolovych podjednotek %%,

2.4.3 Metody analyzy
Tato prace se zabyva hmotnostni spektrometrii, ale lignin muze byt analyzovan i
pomoci jinych instrumentalnich metod, mezi které patii napt. nuklearni magneticka

s , : .22
rezonance, UV absorpce, infralervend spektrometrie nebo Ramanova spektrometrie >,

2.4.3.1 Pyrolyzni plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie (Py-GC/MS)

Analyza ligninu je obvykle zdlouhavy a Casové narocny ukol z divodu nutnosti
jeho chemické degradace a izolace vzniklych produkti. Tento problém je vSak odstranén
pfi pouziti pyrolyzy v kombinaci s GC/MS, protoze neni nutna izolace produktd a lignin se
rychle rozpada plsobenim tepla na vazbach snizkou energii. Pyrolyzou vznikaji
degradacni fragmenty v plynné fazi, které jsou analyzovany pomoci GC/MS. Techniku

pyrolyzy GC/MS vyuzili Harman-Ware a kol. k analyze slozeni ligninu — pfesnéji k urceni
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poméru S:G z ploch chromatografickych pikii markerti vzniklych pyrolyzou. Zjistili, ze
vybérem velkého mnozstvi vhodnych markerd se muzeme pfi vyhodnoceni pfiblizit
skuteCnému poméru S:G. Pro usnadnéni analyzy slozeni ligninu mohou byt sestrojeny

kalibragni kfivky, které vychazeji z poméru souétd ploch vybranych markert ',

2.43.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Pro vysoce presnou strukturalni analyzu ligninu lze vyuZit analyzu jeho 'H a °C
NMR spekter **. Signaly ligninu v °C NMR miizeme rozdélit do 3 skupin: 1) 200-165
ppm odpovidajici karbonylovym uhlikiim, 2) 165-100 ppm patfici aromatickym a
alkenovym uhlikim a 3) 100-10 ppm, zde patii alifatické uhliky **. Pfesn&j§i hodnoty

chemickych posunti ve spektrech 'H a *C NMR nalezneme v praci Ralph a kol. **.

2.4.3.3 Spektralni metody
Ligninové molekuly absorbuji UV zafeni, protoze obsahuji konjugovana
aromaticka jadra, ktera absorbuji UV zafeni zejména v oblasti okolo 280 nm (k absorpci

v této oblasti piispivaji také piitomné hydroxylové a etherové skupiny 2.

Pro analyzu ligninu pomoci FTIR je nejcastéji vyuzivana analyza vzorkd v pevné

formg ??

I Pokud neni ¢as na izolaci ligninu z roztoku, lze provést analyzu v roztoku.
Vhodnym rozpoustédlem pro tyto ucely, které ma pouze nizké signaly v oblasti okolo
1210 cm™ a v rozmezi 780 a 720 cm™, je chloroform. BIizsi informace o absorp&nich
pasech skupin obsazenych v ligninu (hydroxyl, karbonyl, karboxyl, methoxyl, aromaticka
C-H skupina a alifatickd C-H skupina) jsou uvedeny v praci Todorcius a kol., ktera se

] FTIR mbze pii analyze

zabyva analyzou ligninu ve slamé a travinach pomoci FTIR
ligninu v kombinaci s Ramanovou spektrometrii podat podrobnéjsi informace tykajici se
slozeni. Zejména monolignoly, které se nachazeji v ligninu v nizkych mnozstvich (< 5 %),
jsou Ramanovou spektrometrii 1épe detekovatelné diky konjugovanému systému vazeb.
Naptiklad Bock a Gierlinger se zaméfili na Ramanovu spektrometrii koniferylalkoholu,

jehoz pritomnost ve vzorku indikuje pfitomnost pasu v oblasti okolo 1660 cm™ P31,

2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je Casto vyuzivana a vSestranna instrumentalni metoda,
ktera patii mezi metody spektralni, a zaroven ji fadime mezi metody destrukéni s velmi
malou spotfebou vzorku (fadové okolo 1-100 pl/min). Je vyuzitelnd pro analyzu

neznamych vzorkd, jelikoz dokaze poskytnout informace o elementarnim slozeni, a
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struktufe analytt a izotopickych pomérech. Zaroveri je vyuzivana v kvantitativni analyze,
protoze dokaZe stanovit stopova (méné nez 10° g) i ultrastopova mnoZstvi (méné ne

1071 g) analytu (321,

Principem hmotnostni spektrometrie je prevedeni atomt ¢i molekul na ionty
v plynné fazi pomoci vhodné zvolené ionizacni techniky, nasledna separace téchto iontd
podle poméru hmotnosti ku naboji a zachyceni signalu ve formé tzv. hmotnostniho spektra.
Pomér hmotnosti a naboje je bezrozmeérné Cislo, které znacime jako m/z. Naboj obecné
uvadime jako nasobky elementarniho naboje e (1 e = 1,602177 - 107 C) a hmotnost
uvadime v nasobcich atomové hmotnostni jednotky u (1 u = 1,660540 - 10% kg). U
molekul se pouziva pro vyjadreni jejich molekulové hmotnosti jednotka dalton Da (1 Da =
1 u). Pro zjednoduseni v interpretaci jednotky m/z byla zavedena nova jednotka Thompson

Th (1 Th=1m/z=1,036426 - 10° kg C'") P>,

2.5.1 Instrumentace

Pfistroj, ve kterém probiha hmotnostné-spektrometrické méfeni, se nazyva
hmotnostni spektrometr (Obr. 9). Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada z tifi hlavnich
¢asti, kterymi jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzdtor a detektor. Dal§imi Castmi jsou
vakuovy systém, systém pro piivod vzorku, iontova optika a pfistroj na zpracovani signalu
(zpravidla pocitac). Nekteré c¢asti hmotnostniho spektrometru, zejména hmotnostni
analyzator a detektor, pracuji pod ,,vysokym* vakuem (10°-107 Pa) *? aby nedochazelo
ke kolizim analyzovanych ionti s kontaminanty. Zbylé Casti pfistroje mohou pracovat za

nizkého“ vakua (>107* Pa) nebo pfi atmosférickém tlaku.

Vakuum

Hmotnostni
Vstup vzorku lontovy zdroj i Detektor PC
analyzator

Obr. 9: Schéma hmotnostniho spektrometru

2.5.2 Iontovy zdroj
V iontovém zdroji ionizujeme castice analytu, aby vznikly ionty, které jsou dale

analyzovany. Jednotlivé ionizacni techniky se li§i zejména ve velikosti dodavané energie a

22



raznych fyzikalnich principech vyuzivanych pro zavedeni naboje na analyt. Vzorek pfi
dodani dostate¢né energie fragmentuje na mensi casti, tzv. fragmentové ionty. Vzhledem
k dodané energii rozliSujeme tzv. ,tvrdé“ a , mékké™ ionizacni techniky. Tvrdé ionizacni
techniky (elektronova ionizace — EI) dodavaji vice energie, a molekula tak ziska nadbytek
vnitini energie, coz vede k jeji bohaté fragmentaci. Naproti tomu mékké ionizacni techniky
(elektrosprej — ESI, chemické ionizace — CI, matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
— MALDI, chemicka ionizace za atmosférického tlaku — APCI a fotoionizace za
atmosférického tlaku — APPI) dodavaji vznikajicim iontim mensi mnoZzstvi energie, ty jsou
tak stabilnéj§i a maji mensi tendenci fragmentovat. Nékteré ionizacni techniky (EI, CI,
MALDI, ...) je mozno realizovat pouze za snizeného tlaku (tzv. vakuové ionizacni
techniky), jiné (ESI, APPI, APCI, ...) mohou pracovat za atmosférického tlaku, za kterého
pracuji 1 ionizacni techniky zalozené na piimé ionizaci vzorku (tzv. ambientni ionizacni
techniky, napf. desorpCni elektrosprej — DESI nebo pfima analyza v redlném cCase —
DART). Dalsim dulezitym parametrem je spravny vybér polaritniho médu, protoze vétSina
ionizacnich technik (vyjma EI) umoziiuje métfeni v kladném 1 zdporném modu; ochota
analytu k tvorbé kationtu ¢i aniontu vSak muze byt obecné rizna a souvisi s jeho
strukturou. Bazické slouCeniny (napf. aminy) ochotné vytvareji kationty, a proto je
detekujeme v pozitivnim moédu, zatimco kyselé latky (napf. alkoholy a karboxylové
kyseliny) ochotné tvoii anionty, které jsou detekovany v negativnim modu. Volba
ionizacni techniky muze byt zavisla také na skupenstvi vzorku ¢i jeho molekulové

hmotnosti 234,

2.5.2.1 Elektrosprejova ionizace (ESI)

Elektrosprejova ionizace, nékdy také elektrosprej (ES), patfi mezi nejCastéji
vyuzivané ionizacni zdroje, protoze jde o jednoduchou techniku, kterd umoziuje vysoce
citlivou analyzu a snadné spojeni s HPLC ™. Zaroveii se jedna se o mékkou ionizaéni
techniku, kterd je velmi Setrnd a nevytvaii témét zadné fragmenty. Elektrosprej slouzi

zejména kionizaci polarnich az iontovych latek .

Pivodné slouzila jako vhodna
ionizac¢ni technika k analyze proteind, ale zacala se uzivat i k analyze nizkomolekularnich
latek *¥'. Stejné jako vétsina ostatnich ionizaénich technik mézZe byt realizovana v kladném
nebo zaporném polaritnim modu (,ESI+, resp. ,,ESI-*) v zavislosti na polarité sprejovaci
kapilary % Ve spektru pak pro sledovany analyt pozorujeme ionty [M+H]*, respektive
[M-H]. Zaroveil mohou byt pozorovany adukty, napf. se sodikem, lithiem, draslikem,

stiibrem ¢i amoniakem v kladném modu. V zaporném modu se mohou tvofit chloridy,
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3237 Vyskyt aduktd ve spektru je asto nevyhodou, protoZe

mravenCany nebo octany
snizuji intenzitu prekurzorového iontu. Ale neni tomu tak vzdy, napf. stfibrné ionty
vykazuji k nenasycenym uhlovodikim ¢i aromatickym slouCeninam vyssi afinitu nez
vodik, a je tedy mozno vyuZit jejich pridavek pro kvantitativni prevedeni vSech iontl
analytu na [M+Ag]" formu, lithné kationty pak Ize vyuZit pfi urCovani struktury ligninu

diky elektrostatické interakci mezi kationtem lithia a ligninovymi monomery *%.

Elektrosprej funguje jako rozprasovac roztoku v elektrickém poli, pfi Cemz se
uvolfiyji velmi malé nabité kapicky analytu. V elektrospreji probihaji tfi zakladni procesy,
témi jsou 1) tvorba nabitych kapek, 2) redukce jejich velikosti a 3) produkce iontti v plynné

361 Analyt rozpustény ve vhodném polarnim rozpoustédle (napt. voda, methanol, atd.)

fazi
privadime pred vstup do hmotnostniho analyzatoru pomoci kovové kapilary, na kterou je
vlozeno vysoké napéti (fadoveé kV). Na konci této kapilary vznika silné elektrické pole o
vysoké intenzité (10° — 10° V-m™). Pii jeho dostatedné intenzité se zdeformuje povrch
kapaliny a vznikne tzv. Taylorav kuzel. Spicku Taylorova kuZele postupn& opoustdji malé
siln€ nabité kapicky. V dusledku pfebytku ionti se stejnym nabojem v kapce se vlivem
odpuzovani ionti se souhlasnym nabojem piekona pii odstrafiovani rozpoustédla

331 Kapka se deformuje a z jejiho

povrchové napéti iontu a dojde ke coulombické explozi
konce se uvolni mensi kapicky s nabojem, které pokracuji do vakuované Casti (trasa vede
pod uhlem, aby se minimalizovalo riziko zneCiSténi nebo wucpani systému
vétsimi/neionizovanymi &asticemi) *°.

Analyticky vyuzitelnou vlastnosti elektrospreje je produkce vicenasobné nabitych
iontd. Jejich pfitomnost umoziuje analyzovat vysokomolekularni latky (napf. proteiny)

pomoci analyzatori s omezenym hmotnostnim rozsahem #2243,

Byla vyvinuta rovnéz miniaturizovana forma elektrospreje, tzv. nanoelektrosprej
(nESI). Vyhoda této modifikace tkvi v mensi spotiebé vzorku (tj. v fadech 10 nl/min oproti

ul-ml/min u elektrospreje) a snizené tvorb& adukté %,

2.5.2.2 DalSi druhy iontovych zdroju

Hmotnostni spektrometrie v soucasnosti disponuje celou fadou iontovych zdroju,
které jsou vyuzivany v zavislosti na chemickych vlastnostech vzorku tak, abychom docilili
co nejlep§iho signalu. Elektronova ionizace (EI), patfici mezi tvrdé iontové zdroje, se Casto

vyuziva ve spojeni s plynovou chromatografii (GC) pro analyzu plynnych molekul. Princip
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EI spociva v ionizaci analytu pomoci proudu elektront s vysokou energii, ¢imz zarovef
dochazi k fragmentaci molekularniho iontu (nemusi tedy vibec dojit k jeho zaznamenani
ve spektru). Velkym pifinosem EI je také vysoka reprodukovatelnost naméfenych spekter,
kterd umoziiuje porovnavat naméfena data s tidaji v knihovnach spekter. Mékkou ioniza¢ni
technikou zalozenou na stejném principu jako EI je chemicka ionizace (CI). Rozdilem
mezi nimi je pfitomnost reakéniho plynu (napf. methan ¢i amoniak) v iontovém zdroji.
Molekuly tohoto plynu jsou ionizovany vysokoenergetickymi elektrony dfive nez
molekuly analytu, které jsou ionizovany az nasledné interakci s reakénim plynem %)
Dalsi skupinou iontovych zdroju jsou laserové-desorpéni techniky vyuzivajici laserového
paprsku, ktery po dopadu na vzorek emituje ionty. Jejich nejznaméj§im zastupcem je
technika MALDI (matrici asistovana laserova desorpce/ionizace), ktera vyuziva tzv.
,matrici“, pomocnou latku (napf. dithranol, 2,5-dihydroxybenzoova kyselina, kyselina
pikolinova, ...) absorbujici energii z laseru. Ionizace nasledné probiha nejcastéji prenosem
H" z matrice na analyt bud pied desorpci, nebo v plynné fazi. MALDI je vhodna technika
k analyze biomolekul, obecné latek labilnich a fragmentujicich pfi pouziti jinych iontovych

1351 Nekteré mekké techniky mohou byt realizovany jiz za atmosférického tlaku —

zdroja
patii mezi n¢ diive popsana elektrosprejova ionizace (ESI), dale chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Jejich
aplikovatelnost zavisi na polarité analyzovanych molekul: k ionizaci polarnich molekul
pouzivame piednostné ESI, pro stfedné polarni molekuly APCI a pro nepolarni molekuly
APPI. APCI je zalozena na koronovém vyboji na jehle za vytvafeni kyselych kationtd
rozpoustédla, které protonuji analyt. APPI ma stejnou konstrukci jako APCIL, rozdilem je
pouziti vybojky (produkujici fotony) namisto jehly skorénovym vybojem; ionizaci
pomocné latky, ktera sekundarné ionizuje analyt (tzv. dopantu), pak zajistuji generované

fotony [42:33]

2.5.3 Hmotnostni analyzator

Ziontového zdroje mifi do hmotnostniho analyzatoru ionty v plynné fazi, které
musi byt pfed vstupem do detektoru rozdéleny podle svého m/z, coz probihd praveé
v hmotnostnim analyzatoru. VSechny hmotnostni analyzatory oddé€luji ionty podle m/z za
vysokého vakua s vyuzitim elektrického nebo magnetického pole. Podle zptsobu déleni
iontl délime analyzatory na skenujici, pruletové a iontové pasti. Skenujici analyzatory
funguji na principu selektivniho propousténi iontll s pfedem danou m/z hodnotou. Do této

skupiny fadime kvadrupolovy analyzator a magneticky sektorovy analyzator. Naproti tomu
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pruletové analyzatory rozdé€luji ionty na zakladé jejich rozdilné doby letu k detektoru.
Posledni skupinu, iontové pasti, charakterizuje zadrzovani iontd v pastech pomoci napéti a
jejich nasledna analyza, jelikoz zaroven funguji i jako detektor. Do této skupiny patii

[32-33.35] Diulezitym parametrem

iontova past, Orbitrap a iontova cyklotronova rezonance
hmotnostnich analyzatort je jejich rozliSeni, podle kterého se analyzatory déli na vysoko-
rozliSovaci (analyzator doby letu, Orbitrap, iontova cyklotronova rezonance) a nizko-
rozliSovaci (kvadrupol, iontova past). Problém spociva v rozliSeni iontd s podobnymi m/z
(napt. CO™ a CoH4", viz Obr. 10). Nizko-rozliSovaci kvadrupél ma pfiblizné jednotkové
rozliSeni (viz Obr. 10a), oproti tomu vysoko-rozliSovaci analyzator doby letu dokaze urcit
m/z iontl s presnosti az na Ctyfi desetinna mista (viz Obr. 10b). S ohledem na

experimentalni cast této prace se detailn€ji budeme zabyvat pouze kvadrupdlovym

analyzatorem a analyzatorem doby letu.

a) CO" a CH4" b) CO* CoH4*

J

] !
28 27,9994 28,0312

Obr. 10: Rozliseni iontt s podobnymi m/z

2.53.1 Kvadrupolovy analyzator (Quadrupole, Q)
Pravdépodobné nejrozsifenéj§im analyzatorem ve hmotnostni spektrometrii je
analyzator kvadrupdlovy (Obr. 11), protoze ma nizké pofizovaci naklady. Konstrukci tvori

ctyfi kruhové nebo hyperbolické kovové tyCe (dokonale rovnobézné s trajektorii
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prochazejicich iontil), na kterych pisobi vysokofrekvencni stfidavé a stejnosmérné napéti.
Na protilehlych ty¢ich je vzdy aplikovano napéti stejné polarity, na sousednich je polarita
opacna. Zménou velikosti stejnosmeérného napéti a amplitudy stfidavého napéti
ovlivilujeme propustnost ionti o konkrétnim poméru m/z stiedem kvadrupolu. Ostatni
ionty budou ve stejném okamziku vychyleny, neprojdou k detektoru a budou zachyceny na

ty€ich kvadrupélu.

Kvadrupolovy analyzator 1ze pouzit ve dvou modech. Prvnim z nich je skenovaci
mod, ve kterém se postupné méni napé€ti na tyCich, a proto muzeme v kratkych casovych
intervalech méfit Siroky rozsah hodnot m/z. Dal§i moznosti je tzv. SIM (single ion
monitoring) méd, kdy kvadrupdl po celou dobu analyzy propousti pouze ionty o zvolené
hodnoté m/z. Vyhodou SIM je vyssi citlivost nez u skenovactho modu, proto jej

vyuzivame zejména ke kvantifikaci 3341,

Ionty s nestabilni trajektorii

Lonty @ ® _ )\_T- Tonty se stabilni trajektorii
onty ~ @@= Y
Iontovy' Zdroj — —— - —) < - -, = > Detektor
® )
Q ——
[35]

Obr. 11: Kvadrupolovy analyzator

2.5.3.2 Analyzator doby letu (Time of flight, TOF)

Analyzator doby letu (Obr. 12a) rozliSuje jednotlivé ionty na zaklad€ rozdila
vjejich praletu vakuovanou letovou trubici. Analyzator pracuje v rezimu kratkych
iontovych pulzi urychlenych elektrickym polem. Zméfenim Casu, za ktery ion piekona
drahu mezi jeho zdrojem a detektorem, mizeme jednoduse spocitat jeho pomér m/z.
Vyhodou analyzatoru doby letu je jeho vysokd rozliSovaci schopnost, teoreticky
neomezeny hmotnostni rozsah (pfi spojeni s meékkou ionizacni technikou) a velmi rychlé

méreni.

Pokud chceme zvysit rozliSeni TOF analyzatoru, mizeme pouzit variantu pristroje
s reflektronem (reTOF, Obr. 12b). Prodlouzenim drahy letu iontu ziskame vyssi hodnoty
doby letu, a tim zpfesnéni hodnoty m/z. Zaroven se eliminuje rozdil dodanych kinetickych
energii pomoci priniku do reflektronu, ¢imz se vyrovna draha iontd o stejné m/z a riznych

kinetickych energiich 234!,
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a)

letova trubice

pulzni
zdrojionth ——— "~ """ TTTTToTTmommosmmems I detektor
letova trubice
pulzni ry
zdrojiontd — T TTTTTTTTTTTTTTTTOo=S :\ reflektron

.--""\‘-

-

detektor N\~~~

Obr. 12: Analyzator doby letu

2.5.3.3 Dalsi druhy analyzatoru

Existuje mnoho dalsich typti hmotnostnich analyzatoru, které se lisi svymi meéficimi
charakteristikami (viz Tab. I). Pro kazdou analyzu miZze byt vhodny jiny analyzator, ale
predevsim rozhoduje cena, a proto na poli hmotnostnich analyzatord dominuje kvadrupol.
Analyzatory typu iontové pasti funguji na podobném principu jako kvadrupdl. Na koncich
jsou vsak opatieny elektrodami, které umoziiuji zadrzovat ionty uvnitf analyzatoru.
Nejlepsim analyzatorem, co se tyCe rozliSovaci schopnosti, je iontova cyklotronova
rezonance (ICR). Ionty zde obihaji po kruhovych drahach, nasledné jsou vybuzeny
energetickym pulzem, ¢imz dojde ke zmeéné poloméru jejich obézné drahy. Detekci
proudu, ktery se vytvari pruletem iontll v dosahu detekcnich desek v zavislosti na cCase,
ziskavame pomoci Fourierovy transformace (FT) tihlové frekvence, které jsou typické pro
ionty o urcité m/z. Jednodussi a levnéjsi variantou s mirné horsimi parametry je Orbitrap.
Ionty obihaji okolo vietenové elektrody a vytvareji proud na vnéjSich elektrodach. Stejné

jako u ICR zde pouzivame FT a z mé&feného proudu ziskavame hmotnostni spektrum 2.
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Tab. I: Vybrané parametry hmotnostnich analyzatort

[42]

Hmotnostni | RozliSovaci | Spravnost | Horni limit | Rychlost | Lineéarni Cena

analyzator schopnost (ppm) | rozsahu m/z (Hz) dynamicky
(x10%) (x10%) rozsah

Q 3-5 >5 2-3 2-10 10°-10° nizka

IT 4-20 >5 4-6 2-10 10*-10° | stfedni

TOF 10-60 1-5 10-20 10-50 10*-10° | stfedni

Orbitrap 100-240 3-5 4 1-5 5x10° vysoka

FT-ICR 1000-10000 0,3-1 4-10 0,5-2 10° vysoka

2.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) nazyvame metodu vicestupiiové
hmotnostni analyzy. Ve spojeni s mékkymi ionizanimi technikami (ionty nefragmentuji
ve zdroji) nam umoziuje provadét fragmentacni analyzu prekurzorového iontu, ¢imz
ziskame bliz§i informace o jeho struktufe. Fragmentacni spektra pomahaji pfi studiu
fyzikalné-chemickych vlastnosti analyzovanych latek, jako jsou napf. léCiva, proteiny,
nukleové kyseliny atd. ¥, Rozlisujeme dva typy uspoiadani MS/MS analyzy — v prostoru
a v Case. Pfi analyze v prostoru vyuzivame nejcastéji zapojeni dvou analyzatoru za sebou
(dvoustupiiova analyza), mezi nimiz se nachéazi kolizni cela, ve které dochéazi k
fragmentaci. Prvni analyzator slouzi k izolaci prekurzorového iontu, ktery v kolizni cele
obdrzi energii vhodné zvolenou aktivaéni metodou (CID, IRMPD, ...) za vzniku
produktovych (neboli fragmentovych) iontl, které jsou nasledné€ separovany pomoci
druhého analyzatoru. Usporadani v prostoru umoziiuje i vicestupiovou analyzu (prakticky
pouze Ctyfstupnovou kvali postupnému poklesu signalu), se kterou ale roste cena a
slozitost pfistroje. Provadéni méfeni v ¢ase probiha pouze vjednom analyzatoru na
principu iontové pasti (IT, OT, FTICR), ve kterém probihaji vSechny ukony a mizeme

)4 v . v I3 ’ 44
dosahnout az osmistupiiové analyzy '*Y,

avSak muazeme provadét pouze méfeni
7 . o 2 7 % 7 0 v 7 v 7 % 7
produktovych iontd *? na rozdil od méfeni v prostoru, kde miZeme provadét také méfeni

neutralnich ztrat.

2.6.1 Iontova aktivace (fragmenta¢ni mechanismy)
Podle doby Zzivotnosti mizeme rozdélit ionty, které chceme fragmentovat, do tfi
skupin: 1) stabilni s zivotnosti vétsi nez 10° s, které jsou detekovany drive, nez dojde k
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e, ee

zdroji, a jsme tak schopni analyzovat pouze jejich fragmenty, a 3) metastabilni ionty se
sttedni zivotnosti, spontanné fragmentujici mezi iontovym zdrojem a detektorem
(pravdépodobnost tohoto jevu je okolo 1 % **)). K fragmentaci viak mtze dochazet také
pomoci tzv. iontové aktivace. K té dochédzi zvySenim vnitini energie iontu pii interakci
s jinou castici nebo pohlcenim elektromagnetického zafeni. Cilem iontové aktivace je
zvysit pravdépodobnost fragmentace prekurzorového iontu, coz vede k lepSimu pochopeni
struktury slouGeniny *!. V souasnosti je znamo nékolik fragmentadnich mechanismd,

které jsou popsany nize.

2.6.1.1 Kolizné indukovana disociace (CID)

Jedna se o nejCastéji pouzivanou kolizni techniku v MS/MS. Fragmentace je
zaloZena na srazkach iontii s molekulami inertniho kolizniho plynu (dusik, argon, helium).
Pti kolizi dochazi ke zvySovani vnitini energie prekurzorového iontu, kterd vyvola rozpad
Castice s daleko vyssi pravdépodobnosti nez u metastabilnich ionti. CID probiha ve dvou
krocich, protoze rychlost aktivace je obecné tfadové vyssi nez rychlost disociace. Po
nepruzné srazce s plynem tedy dochazi k rychlé konverzi transla¢ni energie na vnitini
energii, ktera se rozprostfe po vSech vazbach se stejnou pravdépodobnosti a uvede ion do
excitovaného stavu. Pokud by dosSlo ke srazce pruzné, ionty by pouze zménily smér

[44]

letu V druhé casti procesu nastava disociace nejslabSich vazeb (v dasledku

[33,43]

predpokladané rovnomémé distribuce energie) Maximalni mnozstvi energie

pfenesené srazkou muze ovlivnit kineticka a wvnitini energie obou kolidujicich castic,

pii¢emz roli hraje také jejich chemické slozeni a hmotnost **!.

Podle mnozstvi dodané energie rozliSujeme vysokoenergetickou aktivaci a

321 U vysokoenergetické aktivace se mira dodavané energie

nizkoenergetickou aktivaci
pohybuje v jednotkach keV. Probiha pouze v sektorovych, TOF nebo hybridnich
analyzatorech. Kolizni plyn, nejcastéji helium pfivadéné ve formé molekularniho paprsku,
predava iontim velké mnozstvi energie, ¢imz dochazi k jejich rozsahlé fragmentaci.
Vysoké mnozstvi energie piedurcuje, ze zména koliznich podminek (tlak teplota, kolizni
plyn) nema téméf zadny vliv, a proto jsou vznikla fragmentacni spektra vysoce

3231 Nizkoenergeticka aktivace s kolizni energii (CE) mezi 1 a 100 eV

reprodukovatelna
probiha na pfistrojich typu QqQ, iontovych pastech (IT, FT-ICR) a hybridnich pfistrojich

(napt. QqTOF). Kolizni cela je naplnéna inertnim koliznim plynem, obvykle dusikem nebo
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argonem, a vicenasobnymi srazkami v ni dojde k iontové aktivaci. Velkou roli hraje volba
koliznich podminek (tlak, hmotnost kolizniho plynu), které ovliviiuji pocet srazek. Vyuziti

tato technika nachazi napt. ve farmacii, kde napomaha k identifikaci metabolitd 16&iv P>+,

2.6.1.2 Ostatni druhy iontové aktivace

Kromé CID bylo vyvinuto né€kolik dalSich technik s vlastnimi jedine¢nymi
vlastnostmi. Jednotlivé metody iontové aktivace se li§i zejména v mnozstvi dodavané
energie a nasledné mife fragmentace prekurzorového iontu. Povrchové indukovana
disociace (SID — surface induced dissociation) vyuziva k fragmentaci srazky iontu
s povrchem pod thlem 45°. Oproti CID je SID ucinn&jsi pii prenosu energie ) ale mize
dochazet k rozprasovani Castic na povrchu terCe, reakcim iontd s povrchem terce ¢i
neutralizaci naboje iontd *Y. Jako povrch se uZivaji kovy nebo oxidy kovi (zlato, kiemik)

pokryté tenkou vrstvickou organickych latek (napf. alkylthiold) 2.

Multifotonova
disociace infracervenym zafenim (IRMPD — infrared multiphoton dissociation) a termalni
aktivace (BIRD — blackbody infrared radiative dissociation) vyuzivaji aktivaci fotony. U
IRMPD proniké laserovy paprsek infracerveného zafeni do ICR nebo IT cely a ionty
absorbuji jeho energii, dokud nedojde k jejich fragmentaci. Stejn€¢ probihd excitace u
BIRD, kde vsak zafeni vychazi ze zahtatych stén cely *Y. Disociace zachytem elektronu
(ECD - electron capture dissociation) a disociace prenosem elektronu (ETD — electron
transfer dissociation) slouzi predev§im k aktivaci vicenasobné nabitych iontl, které

1431y za tvorby iontl

v pfipadé ECD interaguji s nizkoenergetickymi elektrony (<0,2 eV
s lichym po&tem elektronti. Cast iontu, ktera obsahuje neparovy elektron, diky piebytku
energie fragmentuje. Stejného principu se vyuziva u ETD, pouze elektrony jsou v tomto
pfipadé generovany reakci vicenasobné nabitych kationtd s anionty, které slouzi jako

44 Jako posledni zmifime

donory elektroni (anthracen, fluoranthen, azulen atd.)
samovolnou fragmentaci metastabilnich iontd za zdrojem (PSD — post source decay),
kterou lze pozorovat v MALDI-reTOF. VSechny popsané metody jsou porovnany v Tab.

IL
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Tab. II: Srovnani iontovych aktivaci

Aktivaéni | Hodnoty Hmotnostni
‘ Vyhody a nevyhody (srovnani s CID)
metoda | energii spektrometr
tandemovy TOF,
CID vysoké
sektor
QqQ, IT, QqTOF,
CID nizké 1
QqIT, FTICR
tandemovy TOF, Dostupnost na mnoha pfistrojich. Efektivné)si
SID vysokeé ‘ ‘ ‘
reTOF konverze energie. Pii analyze na FTICR dosahuje
SID nizké QqQ, IT, FTICR lepSiho rozliSeni.
Neselektivni metoda s dobfe definovanym
mnozstvim dodavané energie se srovnatelnou
IRMPD nizké FTICR, IT ucinnosti. U FTICR rychlej§i méfeni. Nevyhodou je
vysoka cena a nejednoduchost urceni fragmentacni
cesty bohata fragmentacni spektra
Charakterizace fragmentacnich drah diky zji§téni
BIRD | nizké FTICR, IT ‘ o ‘ ‘
prahovych energii. BIRD je nejpomalejsi technika.
ECD nizké FTICR Disociace biomolekul na mnoha mistech, energie
neni na vSech vazbach stejna, takze metoda ma
ETD nizké IT ' )
odlisné zptisoby fragmentace.
Velmi citliva technika umoziujici studium
PSD nizké reTOF

metastabilnich iontu.

2.6.2 Trojity kvadrupél (QqQ)

Trojity kvadrupol se stal velmi oblibenou variantou analyzatoru vzhledem

x [33]

k reprodukovatelnym hmotnostnim spektrim (vysoka citlivost) a nizké pofizovaci cené .

Jak jiz nazev napovida, jde o spojeni tii kvadrupoli v rezimu MS/MS v prostoru, kdy dva

kvadrupdly funguji jako analyzatory (Q1, Q2) a mezi nimi se nachazi treti, slouzici jako

kolizni cela (q). Do négj je pfivadén kolizni plyn (napf. dusik, argon), ktery se srazi s ionty

pfivadénymi z Q1 a pfedava jim energii, ktera zpusobuje jejich nasledny rozpad. Jelikoz

QqQ disponuje dvéma analyzatory, miizeme skenovat ve Ctyfech modech:
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1) Snimani produktovych ionta — skenujeme vSechny fragmentové ionty, které vznikly
po fragmentaci v kolizni cele z pfedem definovaného prekurzorového iontu. Tento maod
slouzi hlavné k ziskani podrobnéjsich informaci o prekurzorovém iontu (napt. Cetnost
fragmentd) 2.

2) Snimani prekurzorovych iontu — opatny mod k modu prvnimu, skenujeme
prekurzory, ze kterych se po fragmentaci uvoliluje produkt o vybrané hodnoté m/z.
Mod nachazi vyuziti napf. u latek se stejnou funkéni skupinou ' nebo k hledani
potencialnich prekurzort k vyrob& konkrétnich slou¢enin 2.

3) Snimani neutralnich ztrat — spociva ve snimani vSech prekurzora a produktu lisicich
se mezi sebou o ur¢itou nominalni hodnotu m/z zplsobenou ztratou neutralniho
fragmentu. Mizeme tak urcit, o jakou skupinu latek se jedna (napf. nitrolatky odstépuji
NO, skupinu). Vyuziti nachazi tento mod i pii screeningu metabolickych chorob /.

4) Snimani vybrané reakce (SRM - selected ion monitoring) — soustfedi se pouze na
jednu fragmentacni reakci (tzv. pfechod). Oba analyzatory jsou nastaveny na konkrétni
hodnotu m/z, tedy neprobiha skenovani. Vyhodou tohoto modu je vysoka citlivost a
rychlost analyzy. V literatufe 1ze najit 1 oznaceni MRM (multiple reaction monitoring),

coZ je v podstaté vice SRM udalosti v jedné analyze P04,

2.6.3 Kvadrupdl — analyzator doby letu (Q-TOF)

Jedna se o jednoduché hybridni spojeni kvadrupdlového analyzatoru, kolizni cely a
analyzatoru doby letu. Velkou vyhodou systému Q-TOF je vysoka rychlost a presnost
meéfeni a vysoka rozliSovaci schopnost. Zatimco trojity kvadrupolovy analyzator nachazi
nejCastéji uplatnéni v kvantitativni analyze, Q-TOF se nejvice pouziva pro strukturalni

33421 - Q-TOF pracuje v modu

analyzu, protoze umoziuje vysoce piesné meéfeni m/z
snimani produktovych iontd: kvadrupol slouzi k selekci prekurzorového iontu, ktery je
nasledné fragmentovan, a vzniklé produktové ionty analyzujeme s vysokym rozliSenim
pomoci TOFu. Tento hybridni analyzator pouzili napt. Banoub a kol. k objasnéni struktury

ligninu 4,
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Methanol (HPLC - gradient grade, Fisher Scientific, UK), deionizovana voda
(Millipore, Francie), p-kumarylalkohol (99%, Phytolab, Némecko), koniferylalkohol (98%,
Sigma-Aldrich, Némecko), sinapylalkohol (technical grade — 80%, Sigma-Aldrich,

Neémecko)

3.2 Instrumentalni vybaveni

K analyze vzorkl byl pouzit hmotnostni spektrometr Q-TOF Premier (Waters, UK)
s iontovym zdrojem ESI v negativnim moddu. Pro pfivod vzorku byl pouzit ultraucinny
kapalinovy chromatograf Acquity UPLC H-Class (Waters, UK) s tlakovym rozsahem
0-1034,2 bar a s PDA detektorem s rozsahem vinovych délek 190-500 nm.

3.3 Priprava vzorki

Zasobni roztoky standardii p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkoholu
o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny rozpusténim pfislusnych standardii ve smési
MeOH:H,0 4:1 (v:v). Pracovni roztoky standardd o nizsich koncentracich byly pfipraveny
fedénim vyse uvedenych roztoki standardi smési MeOH:H,O 4:1 (v:v).

3.4 Podminky hmotnostné-spektrometrickych méreni

Optimalizované parametry hmotnostniho spektrometru, pfi kterych byla provadéna
MS analyza a tandemova hmotnostné-spektrometricka analyza, jsou zaznamenany
v Tab. III. Vzdy byl sledovan stejny pocet skenti (oblast piku ve FIA), ze kterych byla
tvofena kombinovana spektra. Jednalo se o signal ze skent 45-123 (tj. ¢as 0,38—1,03 min),
od kterych byl odeCten signal pozadi ze skent 23—44 a 131-154 (tj. Casy 0,19-0,37 min a
1,10-1,29 min). Vybrany ¢asovy usek odpovida oblasti piku analytu ve FIA analyze a
odecitany signal pak predstavuje okoli tohoto piku.
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Tab. III: Optimalizované parametry hmotnostniho spektrometru pro MS analyzy a

tandemové hmotnostné-spektrometrické analyzy

Parametr Hodnota
Capillary voltage [kV] 2,0
Sampling cone [V] 20,0
Extraction cone [V] 4,0
Source temperature [°C] 120
Desolvation temperature [°C] 400
Cone gas flow [I/hod] 0

Desolvation gas flow [I/hod] 600

Trap collision energy [eV] 5-60
Trap gas flow [ml/min] 1,5
Rychlost prutoku mobilni faze [pl/min] 100
4:1

Slozeni mobilni faze MeOH:H,O [v:v]
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4 Diskuze a vysledky

Cilem prace byla optimalizace parametrii iontového zdroje pro ziskani co nejvyssi
intenzity pseudomolekularnich ionti p-kumarylalkoholu ([M-H] = 149), koniferylalkoholu
([IM-H]" = 179) a sinapylalkoholu ([M-H]" = 209), které byly nasledné podrobeny
tandemovému hmotnostné-spektrometrickému meéfeni. Z namétenych koliznich spekter
byly ureny fragmentacni produkty prekurzorového iontu ziskané pii pouziti rtiznych
hodnot kolizni energie. Pro optimalizaci parametri iontového zdroje bylo pouzito méteni
v MS modu (s vyuzitim TOF analyzatoru) a pro zisk tandemové-hmotnostnich spekter pak
MS/MS meéfeni s vyuzitim kombinace QqTOF. Pti vSech analyzach byl jako iontovy zdroj
pouzit ESI v negativnim modu, jelikoz fenoly/alkoholy jsou v tomto modu obecné 1épe

detekovatelné 1%,

4.1 Optimalizace parametru iontového zdroje

Optimalizace parametri iontového zdroje (sampling cone, extraction cone)
spocivala ve zmén¢ parametrd po predem urcenych krocich za ti¢elem nalezeni podminek
poskytujicich: (1) co nejvyssi intenzitu prekurzorového iontu, (2) co nejvyssi relativni
pomér intenzity pikd prekurzorovych iontd p-kumarylalkoholu (m/z 149),
koniferylakoholu (m/z 179) a sinapylalkoholu (m/z 209) vGa¢i sumé vsech
kvantifikovanych iontd v jejich spektrech (vCetn€ jejich fragmentacnich produkti) a (3) co

nejvy$si relativni hodnotu intenzity celkového iontového proudu.

4.1.1 Optimalizace napéti na sampling cone

Jako prvni byl testovan vliv zmény napéti na sampling cone. Na grafech (Obr. 13—
15) je postupné pro vSechny tfi zkoumané monolignoly znazornéna zmeéna intenzity
prekurzorového iontu a dal§ich vyznamnych iontd z MS spektra v zavislosti na ménicim se
napéti na sampling cone v rozsahu 0-90 V a krocich po 10 V. Vzdy byly cilené¢ méfeny
stejné poCty skenu, aby data Sla mezi sebou porovnavat. Priloha i, Tab. I-III obsahuji
hodnotu intenzity prekurzorovych iontd, relativni pomér intenzity prekurzorového iontu
vuci sumé intenzity pikd iontl ve spektru a relativni pomeér intenzity iontového proudu
vuéi sumé iontovych proudd pii sampling cone v rozsahu 0-90 V pro jednotlivé analyty

(p-kumarylalkohol, koniferylakohol a sinapylalkohol).

Graf na Obr. 13a reflektuje absolutni intenzitu signalu jednotlivych iontd, avSak

hodnoty mohou podléhat chybé vzniklé kolisanim celkového signalu hmotnostniho
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analyzatoru, proto byl ze stejnych dat zkonstruovan rovnéz graf s hodnotami relativnich

intenzit poukazujici zejména na poméry sledovanych ionti (Obr. 13b).
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Obr. 13: a) absolutni a b) relativni intenzity vybranych iontt pii MS analyze roztoku
standardu p-kumarylalkoholu (prekurzorovy iont m/z 149) v zavislosti na zméné napéti na

sampling cone; prekurzorovy iont je vyznacen tucné

Jako optimalni hodnota sampling cone bylo zvoleno 20 V, jelikoz prekurzorovy
iont (m/z 149) pfi této hodnoté vykazoval nejvys$si hodnotu absolutni intenzity a tfeti
nejvyssi relativni pomér intenzity vi¢i sumé iontl ve spektru. Zaroven toto meéfeni

vykazovalo i celkové vysokou hodnotu intenzity iontového proudu. Pfi pouziti hodnot
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sampling cone v rozmezi 60-90 V vyrazné klesala celkova intenzita iontového proudu —
tento trend je viditelné reflektovan v grafech absolutni intenzity vSech analyzovanych

monolignold.

18000

a)
16000

14000 \
12000 \
10000 A\

8000 M m/z 161

6000 / \\\\\ m/z 164

4000 \\ \\ e m/z 179
NN

2000

m/z 146

Intenzita

O 1 T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Sampling cone [V]

70

c

60

50

40 \ —m/z 146
\ \ ——m/z 164
20

—1/7 179

Relativni intenzita [%]

10

O T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sampling cone [V]

Obr. 14: a) absolutni a b) relativni intenzity vybranych iont pfi MS analyze roztoku
standardu koniferylalkoholu (prekurzorovy iont m/z 179) v zavislosti na zméné napéti na

sampling cone; prekurzorovy iont je vyznacen tucné

Jako optimélni hodnota sampling cone bylo zvoleno 20 V. Prestoze pfi této hodnoté
nemél prekurzorovy iont (m/z 179) nejvyssi intenzitu, naméfené spektrum dosahlo

jednoznaéné nejvyssi hodnoty celkové intenzity iontového proudu. Na rozdil od
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p-kumarylalkoholu ma koniferylalkohol optima vsech vedlejsich sledovanych iontt
v rozmezi sampling cone 10-20 V, coz odpovida optimu prekurzorového iontu. Relativni
intenzity vSech iontll jsou proto v tomto rozmezi pomerné stabilni a nelze jednoduse ziskat

vyssi vytézek prekurzoru na ukor ostatnich iontd.
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Obr. 15: a) absolutni a b) relativni intenzity vybranych iontt pii MS analyze roztoku
standardu sinapylalkoholu (prekurzorovy iont m/z 209) v zavislosti na zmén¢ napéti na

sampling cone; prekurzorovy iont je vyznacen tucné

Stejné jako u predchozich alkoholl byla u sinapylalkoholu vybrana hodnota

sampling cone 20 V, a to z divodu nejvyssi absolutni intenzity prekurzorového iontu (m/z
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209) a vysokého relativniho pomeéru intenzity prekurzorového iontu vuc¢i ostatnim
pfitomnym iontim pii této hodnoté. Pfi srovnani grafi (Obr. 13-15) MS analyzy
standardd vSech tii alkoholii nalezneme odlisnost u koniferylalkoholu, protoze vsechny
pozorované ionty maji optimum v podobné oblasti hodnot sampling cone jako
prekurzorovy iont (m/z 179). Podobny trend sleduje i1 sinapylalkohol, avSak jeden ze
sledovanych iontt (m/z 179) preferuje vyssi hodnotu. Jelikoz se pravdépodobné jedna o
ion vznikly tzv. in-source fragmentaci (kdy prekurzor fragmentuje pfimo v iontovém
zdroji) odpovidajici ztrat€ dvou methylovych radikalt (viz kapitola 4.4), predpokladame,
ze k jeho vzniku je potieba vyssi energie, ktera maze byt poskytnuta mj. pravé nastavenim
sampling cone. U p-kumarylalkoholu se optima jednotlivych iont odlisuji vice, coz mize
souviset s mechanismem vzniku pozorovanych iontd, u nichz predpokladame puvod

v in-source fragmentaci.

Na zékladé ziskanych dat byl vybran rozsah hodnot, v némz byly dosazeny nejlepsi
vysledky (s ohledem na absolutni intenzitu prekurzorového iontu, relativni intenzitu
prekurzorového iontu vici vSem iontim ve spektru a celkovou hodnotu iontového proudu
v méfeni) a vném byla provedena dalsi dvé opakovani méfeni. Jednalo se o hodnoty
sampling cone 10—40 V pro vSechny tfi zkoumané monolignoly (vysledky jsou shrnuty

v Tab. IV-VI).

Tab. IV: Intenzita signalu p-kumarylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty sampling

cone
Sampling cone Intenzita iontu m/z 149 Relativni pomér Relativni intenzita
[\ [counts]” [%]” [%]”
10 16490 +403 29,35 0,50 13,12 +0,16
20 21051 +263 26,21 0,11 25,53 +0,40
30 12242 +380 15,46 +0,20 30,05 +0,55
40 1862 +172 2,84 +0,15 31,30 40,71

1 ;. . , . 2 v . . , . o v v . .
! Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ) Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; * Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérenich

(sampling cone 10-40 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi
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Tab. V: Intenzita signalu koniferylalkoholu v z&vislosti na nastaveni hodnoty sampling

cone
Sampling cone Intenzita iontu m/z 179 Relativni pomér Relativni intenzita
[V] [counts]" [%]” [%]”
10 9083 +4954 29,59 10,46 6,85 19,26
20 10188 +3176 24,89 10,68 19,60 +10,87
30 4830 +319 15,33 +0,18 24,57 1,30
40 760 £140 3,96 0,27 29,40 15,25

1 7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .

' Absolutni intenzita prekurzorového iontu; " Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

v . o 3 v ; . . . 4, o v v ve v vy ,
vsech iontl ve spektru; ' Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech méfenich

(sampling cone 10-40 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi

Tab. VI: Intenzita signalu sinapylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty sampling

cone
Sampling cone Intenzita iontu m/z 209 Relativni pomér Relativni intenzita
[V] [counts]" [%]” [%]”
10 2324 +1024 39,39 +1,50 8,76 +0,41
20 4622 +1709 36,87 +0,76 22,89 10,87
30 3957 £1399 25,50 +0,62 32,25 +2,15
40 1022 +380 7,94 +0,19 36,10 +1,70

1 7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .

" Absolutni intenzita prekurzorového iontu; T Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

v . o 3 v ; . . . 4, o v v ve v vy ,
vsech iontl ve spektru; ' Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech méfenich

(sampling cone 10-40 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi

Na zékladé naméfenych hodnot celkového iontového proudu, absolutni intenzity
prekurzorového iontu a poméru intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit vSech
iontd ve spektru (uvedenych v Tab. IV=VI) byla jako optimalni pro vSechny tii alkoholy
vybrana hodnota sampling cone 20 V. Zaroveti byl bran zietel na pomérné §Siroké kroky
(po 10 V), ale zuZeni kroku by pravdépodobné nevedlo k velkému zvySeni vytézka

prekurzort.

4.1.2 Optimalizace napéti na extraction cone

Druhym optimalizovanym parametrem byla hodnota napéti na extraction cone.
Pocatecni méteni byla provedena v celém rozsahu stroje (tj. 0—10 V) s kroky po 1 V. Na
grafech (Obr. 16-18) je postupné pro vSechny tfi zkoumané monolignoly znazornéna
zmeéna intenzity prekurzorového iontu a dalSich iontd z MS spektra vzniklych degradaci

p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylakoholu v zavislosti na ménicim se napéti
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na extraction cone v rozsahu 0—10 V a krocich po 1 V. Hodnoty jsou shrnuty v Priloze ii —

Tab. I-1I1.
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Obr. 16: a) absolutni a b) relativni intenzity vybranych iontd pii MS analyze roztoku
standardu p-kumarylalkoholu (prekurzorovy iont m/z 149) v zavislosti na zméné napéti na

extraction cone; prekurzorovy iont je vyznacen tucné
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Obr. 17: a) absolutni a b) relativni intenzity vybranych iontl pii MS analyze roztoku
standardu koniferylalkoholu (prekurzorovy iont m/z 179) v zavislosti na zméné napéti na

extraction cone; prekurzorovy iont je vyznacen tucné
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Obr. 18: a) absolutni a b) relativni intenzity vybranych iontl pii MS analyze roztoku
standardu sinapylalkoholu (prekurzorovy iont m/z 209) v zavislosti na zmén¢ napéti na

extraction cone; prekurzorovy iont je vyznacen tucné

Pfi optimalni hodnoté sampling cone (20 V) neovliviiuji hodnoty extraction cone
signal vyznamnym zpusobem, ale i pfesto ma optimalizace tohoto parametru smysl. U
p-kumarylalkoholu a koniferylalkoholu lze vypozorovat, ze ionty s niz§imi hodnotami m/z
maji hodnoty optim posunuty smérem kvyS§im hodnotdm extraction cone. U
sinapylalkoholu tuto tendenci vykazuje opét iont s m/z 179, ale vSechny ostatni sledované
ionty maji optima témeét shodna s prekurzorem (m/z 209). Na zéaklad¢ ziskanych dat byla

provedena dalsi dvé opakovani métfeni pro hodnoty extraction cone v rozsahu 3 — 6 V pro
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p-kumarylalkohol a koniferylalkohol (shrnuto v Tab. VII a VIII) a 4 — 6 V pro

sinapylalkohol (shrnuto v Tab. IX). Pro sinapylalkohol neni uvedeno opakovani pro

hodnotu 3 V z divodu poklesu maxima intenzity prekurzorového iontu o vice nez 10 %.

Tab. VII: Intenzita signalu p-kumarylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty

extraction cone

Extraction cone

Intenzita iontu m/z 149

Relativni pomér

Relativni intenzita

vl [counts]” [%)? (%)
3 21743 £161 25,92 £0,24 20,29 +£0,05
4 22206 £362 25,20 £0,51 20,88 £0,53
5 22064 +116 24,30 0,66 22,35 +0,04
6 20974 £384 23,11 £0,30 22,07 £0,94

7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .
Y Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ) Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech méfenich

(extraction cone 3-6 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi

Tab. VIII: Intenzita signalu koniferylalkoholu v z&vislosti na nastaveni hodnoty extraction

cone

Extraction cone

Intenzita iontu m/z 179

Relativni pomér

Relativni intenzita

vl [counts]” [%)? (%)
3 11091 +473 29,91 0,28 18,95 +0,60
4 11717 +353 28,65 +0,10 22,05 +0,93
5 11189 +711 27,54 £0,31 21,56 £0,31
6 10558 +686 25,88 £+0,12 22,14 £0,23

7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .
T Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ' Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech méfenich

(extraction cone 3-6 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi

Tab. IX: Intenzita signalu sinapylalkoholu v zé&vislosti na nastaveni hodnoty extraction

cone

Extraction cone

Intenzita iontu m/z 209

Relativni pomér

Relativni intenzita

vl [counts]” [%]? [%]?
4 8047 +111 35,41 £0,40 31,91 £0,19
5 8236 +299 34,44 +0,26 33,35 +0,09
6 8106 244 33,11 £0,51 34,74 £0,28

1 7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .
T Absolutni intenzita prekurzorového iontu; T Pomeér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech méfenich

(extraction cone 4-6 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi




Na zékladé naméfenych hodnot celkového iontového proudu, absolutni intenzity
prekurzorového iontu a pomeéru intenzity prekurzorového iontu vic¢i sumé intenzit vSech
iontt ve spektru (uvedenych v Tab. VII — IX) byla pro vSechny tii alkoholy vybrana jako
optimalni hodnota extraction cone 4 V. Pro ilustraci je na Obr. 19 porovnan rozdil vzhledu
hmotnostniho spektra koniferylalkoholu ve skenovacim MS moédu pfi méfeni za
neoptimalizovanych — vychozich — podminek stroje (parametry neuvadény) a
optimalizovanych (viz kapitola 3.4) podminek. Ztohoto porovnani vyplyva, ze bez
dikladné pocatecni optimalizace parametri iontového zdroje miZzeme zbyteCné ztracet

signal analytu — nekdy az do té miry, ze cilovy iont se stdvd pouze minoritni slozkou

spektra.
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Obr. 19: Rozdil hmotnostnich spekter koniferylalkoholu pfi méteni a) za

neoptimalizovanych podminek a b) optimalizovanych podminek

4.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie p-kumarylalkoholu

Za podminek nastaveni iontového zdroje uvedenych v kapitole 3.4 v Tab. III bylo
nasledné na stejném pfistroji provedeno MS/MS méfeni, pfi némz byl na kvadrupolu
izolovan prekurzorovy iont [M-H]  sm/z 149, ktery byl nasledné fragmentovan pii
hodnotach kolizni energie v rozmezi 5-60 eV (v krocich po 5 eV). Intenzity produkti se
podstatné lisi v zavislosti na mife dodavané kolizni energie (Obr. 20). Fragmentacni
produkty, které se nam podafilo identifikovat, jsou shrnuty v Tab. X. Jejich intenzity jsou

pak uvedeny v Priloze iii — Tab. I a znazornény na Obr. 21.
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Obr. 20: Tandemova hmotnostni spektra prekurzorového iontu p-kumarylalkoholu (m/z

149) pti (a) CE=10¢eV a (b) CE=40 eV

Z prezentovanych spekter (Obr. 20) vyplyva, Ze s naristem CE kompletné mizi
signal prekurzorového iontu (m/z 149) a vzristaji vytézky iont s niz§imi hodnotami m/z.

Tento trend detailnéji popisuji Priloha iii — Tab. I a grafy na Obr. 21.

Tab. X: Identifikované fragmentacni produkty p-kumarylalkoholu

Fragmentacni Experimentalni Teoreticka Absolutni chyba Struktura
produkt m/z m/z [mDa] iontu
A 149,0948 149,0603 -34,5 [M-H]
B 132,0931 132,0531 -40,0 [M-H-OH]™
C 131,0773 131,0453 -32,0 [M-H-H,0]
D 103,0855 103,0503 -35,2 [M-H-CO-OH]™
E 102,0766 102,0425 -34,1 [M-H-CO-H,0]
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Obr. 21: a) absolutni a b) relativni intenzity fragmentacnich produkti p-kumarylalkoholu

v zavislosti na dodavané CE

V grafu nejsou zobrazeny vy$Si hodnoty kolizni energie (45-60 eV), prestoze
prislusnd meéfeni byla provedena, protoze ziskanad kolizni spektra jiz poskytovala pfilis
slaby signal. Hodnoty v grafu (Obr. 21b) odpovidaji poméru hodnoty intenzity daného
iontu vici sumé vsech iontll v daném spektru. Graf s relativnimi hodnotami je uveden pro
lepsi priblizeni poméru vznikajicich ionti, protoze celkova intenzita iontového proudu

s rostoucimi hodnotami CE klesala, jak 1ze vidét v grafu na Obr. 21a.
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Naméfend data naznaCuji, ze pifi dodani kolizni energie v rozmezi 5-10eV
odstépuje p-kumarylalkohol molekulu vody (za vzniku iontu C) a hydroxylovy radikal
(iont B). Pfi pouziti vyssi kolizni energie (15-30 eV) se odstépuje krome vody také oxid
uhelnaty (za vzniku iontu E), ktery se odstépuje také s hydroxylovym radikalem (iont D).
Zajimavosti je, ze odStépeni oxidu uhelnatého je vzdy vazano na jinou ztratu a v zadném
z naméfenych spekter nebyl pozorovan vyznamny pik odpovidajici iontu [M-H-CO]" (t;.
m/z 121). Dle o¢ekéavani lezi optimum pro ionty s niz§imi hodnotami m/z v oblasti vysSich
CE (pro jejich vznik je potfeba prerusit vice vazeb, k Cemuz je potieba dodat vice energie).
Pouziti vysSich hodnot kolizni energie (tj. 35-60 eV) jiz podstatné snizuje celkovou
intenzitu spektra. Ve spektrech jsme pozorovali i dalsi ionty, ale z divodu nizké intenzity a

vysoké odchylky od spravné hmoty nebylo mozné spolehlivé urcit jejich identitu.

4.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie koniferylalkoholu

Stejnym  postupem byl analyzovan také koniferylalkohol: izolovan byl
prekurzorovy iont [M-H]" s m/z 179, ktery byl nasledné fragmentovan s vyuzitim kolizni
energie v rozmezi 5-60 eV (v krocich po 5 eV). I u n¢j se poméry intenzit produktt lisi
v zavislosti na mife dodavané kolizni energie (Obr. 22). Zaroven se nam podafilo
identifikovat velké mnozstvi fragmentacnich produktd, které jsou shrnuty v Tab. XI
(oproti p-kumarylalkoholu obsahuje struktura koniferylalkoholu vice substituentd, a proto
ma vétsi variabilitu pii fragmentaci). Intenzity téchto produktt jsou pak uvedeny v Priloze

iii — Tab. II a znazornény na Obr. 23.
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Obr. 22: Tandemova hmotnostni spektra prekurzorového iontu koniferyalkoholu (m/z 179)

pii (a) CE=10eV a(b) CE=40eV

Také v tomto piipad€ s naristem CE kompletné mizi signal prekurzorového iontu
(m/z 179) a vytézky se posouvaji k iontim s nizsimi hodnotami m/z (viz Obr. 22). Tento

trend detailné&ji popisuji Priloha iii — Tab. II a grafy na Obr. 23.

Tab. XI: Identifikované fragmentacni produkty koniferylalkoholu

Fragmentacni Experimentalni | Teoreticka | Absolutni chyba .
produkt m/z m/z [mDa] Struktura iontu

A 179,0701 179,0708 -0,7 [M-H]
B 164,0489 164,0474 1,5 [M-H-CHse]"
o 163,0391 163,0396 -0,5 [M-H-CH,]
D 162,0654 162,0636 1,8 [M-H-OHe]"
E 161,0618 161,0558 6,0 [M-H-H,0]
F 147,0430 147,0402 2,8 [M-H-CHze-OHe]
G 146,0381 146,0324 5,7 [M-H-CH;e-H,0]™
H 145,0277 145,0246 3,1 [M-H-CH,4-H,0
| 117,0325 117,0252 7,3 [M-H-OHe-CH3ze-CH,=0]
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Obr. 23: a) absolutni a b) relativni intenzity fragmentacnich produkti koniferylalkoholu

v zavislosti na dodavané CE

V grafu nejsou zobrazeny vyssi hodnoty kolizni energie (45-60 eV), prestoze
prislusnd meéfeni byla provedena, protoze ziskana kolizni spektra jiz poskytovala pfili§
slaby signal. Hodnoty v grafu (Obr. 23b) odpovidaji poméru hodnoty intenzity daného
iontu vici sumé vsech iontll v daném spektru. Graf s relativnimi hodnotami je uveden pro
lepsi priblizeni poméru vznikajicich ionti, protoze celkova intenzita iontového proudu

s rostoucimi hodnotami CE klesala.
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Z naméfenych udaju vyplyva, ze prekurzorovy iont koniferylakoholu pfi
dodéni nizké kolizni energie (v rozmezi 5-15 eV) odstépuje zejména vodu (za vzniku
fragmentového iontu E); jedna se o stejny rozsah, pii némz dochazi k analogické ztrat€ i u
p-kumarylalkoholu. Navic v tomto rozsahu dochézi i k odstépeni methylového radikalu (za
vzniku iontu B) — tyto ztraty se také kombinuji za vzniku iontu G. V mensi mife probiha
také radikalové S§tépeni hydroxylové skupiny (iont D) a methanu (iont C). Pfi vySsi
dodavané kolizni energii (2045 eV) se muze prekurzor ztracet ketenovou skupinu
spolené s hydroxylovym a methylovym radikalem za vzniku iontu I (pro tento iont se
nabizi 1 kombinace ztrat vody, methanu a oxidu uhelnatého, avsak pro detailn€j§i ovéteni
mechanismu by bylo potfeba méfit na pristroji, ktery zvladne vicestupiovou analyzu) a
vodu s methanem (H). Pfi kolizni energii v rozpéti 50-60 eV byla jiz celkova intenzita
MS/MS spektra piili§ slaba a nepodatilo se ndm detekovat témét zadné ionty. Zaroveni
nebyla za zadnych podminek pozorovana ztrata oxidu uhelnatého ani v kombinaci s jinymi
ztratami, a proto nemizeme optima fragmentu vzniklych odstépenim oxidu uhelnatého

porovnat s p-kumarylalkoholem.

4.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie sinapylalkoholu

Ve stejném provedeni jako u predchozich alkohola byl izolovan prekurzorovy iont
[M-H]" sm/z 209, ktery byl nasledné fragmentovan pii hodnotach kolizni energie
v rozmezi 5-60 eV (v krocich po 5 eV). Intenzity produktd se podstatné lisi v zavislosti na
mife dodavané kolizni energie (Obr. 24). Identifikované fragmentové ionty jsou shrnuty
v Tab. XII a jejich intenzity jsou uvedeny v Priloze iii — Tab. III a znazornény na Obr.

25.
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Obr. 24: Tandemova hmotnostni spektra prekurzorového iontu sinapylalkoholu (m/z 209)

pii (a) CE=10eV a(b) CE=40eV

S narastem CE kompletn€ mizi signal prekurzorového iontu (m/z 209) a vytézky se

posouvaji k iontdm s niz§imi hodnotami m/z (viz Obr. 24). Tento trend detailng&ji popisuji

Priloha iii — Tab. III a grafy na Obr. 25.

Tab. XII: Identifikované fragmentacni produkty sinapylalkoholu

Fragmentacni | Experimentalni | Teoreticka | Absolutni chyba .
produkt m/z m/z [mDa] Struktura iontu

A 209,0809 209,0814 -0,5 [M-H]
B 194,0599 194,0580 1,9 [M-H-CH,]™
C 191,0699 191,0664 3,5 [M-H-H,0]
D 179,0356 179,0346 1,0 [M-H-2CHgze]
E 176,0465 176,0430 3,5 [M-H-CH;e-H,0]"
F 161,0243 161,0196 4,7 [M-H-2CHze-H,0]
G 151,0383 151,0352 3,1 [M-H-2CHje-COY
H 133,0276 133,0202 7,4 [M-H-2CHze-CO-H,0]
| 121,0297 121,0202 9,5 [M-H-eOCH;-¢CHCHCH,0OH]
J 93,0340 93,0208 13,2 [M-H-eOCH;3-CO-¢CHCHCH,0OH]
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Obr. 25: a) absolutni a b) relativni intenzity fragmentacnich produkta sinapylalkoholu

v zavislosti na dodavané CE

V grafu nejsou zobrazeny vyssi hodnoty kolizni energie (45-60 eV), prestoze byly
provedeny, protoze ziskana kolizni spektra jiz poskytovala pfili§ slaby signal. Hodnoty
v grafu (Obr. 25b) odpovidaji poméru hodnoty intenzity daného iontu vici sumé vsech
iontl v daném spektru. Graf s relativnimi hodnotami je uveden pro lepsi pfiblizeni poméru
vznikajicich iontd, protoze celkova intenzita iontového proudu s rostoucimi hodnotami CE

klesala.
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Na zakladé naméfenych dat mizeme usuzovat, ze pii dodani nizké kolizni energie
(5-15 eV) fragmentuje sinapylalkohol podobné jako koniferylalkohol: odstépuje molekulu
vody (za vzniku iontu C) a methylovy radikal (za vzniku iontu B), poptipadé opét dochazi
k obéma témto ztratdm ve sledu za sebou (za vzniku iontu E). NejvétSim rozdilem ve
fragmentaCnim chovani sinapylalkoholu oproti koniferylakoholu je pfitomnost
fragmentového iontu vzniklého odstépenim dvou methylovych radikalt (D) v jeho spektru.
Tento iont se objevuje ve spektrech ziskanych s pouzitim kolizni energie v rozmezi 10-35
eV spolu s ionty odpovidajicimi dal§imu naslednému odstépeni molekuly vody (iont F),
oxidu uhelnatého (G) nebo obou téchto molekul (H) ziontu D. Zajimavym vysledkem
meéfeni je podobny prubéh iontd D a F v grafu relativnich intenzit. Méfeni s vyuZzitim
kolizni energie v rozmezi 25-30 eV poskytuje maximalni intenzitu pro ionty I (odstépeni
methoxy skupiny a postranniho fet€zce — nami navrhovana struktura je zobrazena na Obr.
26a) a J (odstépeni methoxylové skupiny, postranniho fetézce a oxidu uhelnatého — nami
navrhovana struktura je zobrazena na Obr. 26b). SkuteCnost struktur na Obr. 26 bude
pravdépodobné jina vzhledem k tomu, ze u koniferylalkoholu pozorovany nebyly, i1 kdyz
by teoreticky pozorovany byt mély. Ur€eni jejich presné struktury se v budoucnu muzeme

vvvvvv

celkovou intenzitu spektra.

a) b)

H,C—o0 0

Obr. 26: Navrzené struktury iontt a) iont I a b) iont J

4.5 Spole¢né znaky a rozdily ve fragmentaci zkoumanych monolignolu
Vsechny ti1 alkoholy odstépuji vodu/hydroxyl, pfiCemz maxima relativni intenzity
piislusnych fragmentovych iontl jsou pozorovana pii pouziti CE v rozmezi 5-15 eV.
Vyjimkou je sinapylalkohol, u né¢hoz iont se ztratou m/z 17 (experimentalni hodnota m/z
192,0452) podle vypoctené absolutni chyby neodpovida ztraté hydroxylového radikalu
(teoretickda hodnota m/z 192,0742 s absolutni chybou -29,0 mDa), ale vzniku oxida¢niho
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produktu prekurzorového iontu se soucasnou ztratou methylového radikalu (teoreticka
hodnota m/z 192,0424 sabsolutni chybou 2,8 mDa, pficemz absolutni chyba
prekurzorového iontu Cini -0,5 mDa). Pii stejné kolizni energii byla pozorovana ztrata
methylového radikalu  u  koniferylalkoholu a sinapylalkoholu, ne vSak u
p-kumarylalkoholu. Logickym vysvétlenim tohoto rozdilu je, ze pivodcem této ztraty je
substituovand methoxylova skupina, ktera u p-kumarylalkoholu chybi. Rozdilem
v tandemovych hmotnostnich spektrech koniferylalkoholu a sinapylalkoholu byla
pfitomnost fragmentového iontu vzniklého ztratou dvou methylovych radikali — tento iont
vznika pouze Sté€penim sinapylalkoholu, protoze ten oproti koniferylalkoholu obsahuje
jednu methoxy skupinu navic. Tato atypicka ztrata (30 Da) by mohla byt charakteristicka
pro slouceniny s vice methoxylovymi skupinami. V podobném duchu bychom mohli
oCekavat ionty [M-H-3CHj¢]” & [M-H-4CHje], za predpokladu systému s dostatkem
substituovanych methoxylovych skupin. Pfi pouziti koliznich energii vysSich nez 35 eV
jsme u zadného ze zkoumanych analytti nezaznamenali dostateCny celkovy iontovy proud

pro interpretaci vzniklého spektra.

U zadného z alkohold nebyla pozorovana ztrata samotného oxidu uhelnatého (tj.
pritomnost iontu [M-H-COY"), pfestoze u jinych fenolickych latek (napt. epikatechinu) se
odpovidajici fragment &asto objevuje hned jako prvni ztrata ! Tento fakt mZe souviset
s pouzitim negativniho modu iontového zdroje, protoze tato ztrata je typicky pozorovana v
modu pozitivnim. V nas§i praci byla ztrata oxidu uhelnatého pozorovana u vSech tii

alkoholt — vzdy ale pouze v kombinaci s jinymi ztratami.
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S Zavér

Tato bakalaf'ska prace se vénuje hmotnostné-spektrometrické analyze monolignola.
Teoreticka Cast shrnuje biosyntézu, pfipravu a vlastnosti monolignoll a sloucenin, které se
znich skladaji — lignand a ligninu. Popsana je rovné€z hmotnostni spektrometrie jako
instrumentalni  analytickd  technika vyuzita v experimentadlni ¢asti  k analyze
p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkoholu. Detailnéji je rozebirano zejména

jeji tandemové usporadani, které umoziuje méfeni fragmentacnich spekter.

Cilem experimentalni Casti byla optimalizace parametrd hmotnostniho
spektrometru pro ziskani vysokého signalu prekurzorovych ionti monolignolt. Za vhodné
optimalizovanych podminek byly separovany prekurzorové ionty p-kumarylalkoholu (m/z
149), koniferylalkoholu (m/z 179) a sinapylalkoholu (m/z 209), kterym byla nasledné
dodana kolizni energie v rozmezi 5-60 eV za ucelem jejich fragmentace. Pro vSechny tii
alkoholy byla jiz pfi nizkych hodnotach CE pozorovéana typicka ztrata vody/hydroxylu a
pro monolignoly se substituovanou methoxylovou skupinou typicka ztrata methylového
radikalu. Pfi vysSich hodnotach CE se uvoliiuji vSechny methylové radikély z pfitomnych
methoxylovych substituentti, coz mize byt zajimavym poznavacim znakem jednotlivych
monolignoli (pfipadné i jejich oligomerl) v pozorovanych tandemovych hmotnostnich

spektrech.

Jelikoz jsou monolignoly, dle provedené reSerSe, malo prozkoumanymi
molekulami, fragmentaéni spektra a produktové ionty, které poskytuji p-kumarylalkohol,

koniferylalkohol a sinapylalkohol, by mohly pomoci pii dalsim studiu téchto latek.
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7 Prilohy

Priloha i — Zavislost signalu na napéti na sampling cone

Tab. I: Intenzita signalu p-kumarylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty na sampling

cone
Sampling cone Intenzita iontu m/z 149 Relativni pomér Relativni intenzita
vl [counts]” [%]” [%]”
0 1357 31,12 0,30
10 16273 29,84 7,07
20 20965 26,30 13,49
30 11708 15,18 15,54
40 1624 2,62 17,01
50 290 0,58 15,57
60 134 0,60 11,60
70 136 1,72 8,39
80 179 3,59 7,21
90 69 3,61 3,83

Y Absolutni intenzita prekurzorového iontu; 7 pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit
vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérfenich
(sampling cone 0—90 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi; vybrana hodnota sampling cone je

vyznacena Sedé
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Tab. II: Intenzita signalu koniferylalkoholu v zéavislosti na nastaveni hodnoty na sampling

cone

Sampling cone

Intenzita iontu m/z 179

Relativni pomér

Relativni intenzita

[v] [counts] [%)? [%]°
0 391 44,03 0,17
10 16087 29,48 8,16
20 14617 25,82 14,30
30 4495 15,58 9,41
40 573 3,60 9,05
50 184 1,99 6,92
60 176 4,98 4,89
70 190 9,69 5,82
80 190 12,27 3,05
90 151 9,51 3,91

1 7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .
! Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ) Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérfenich

(sampling cone 0—90 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi; vybrana hodnota sampling cone je

vyznacena Sedé

Tab. III: Intenzita signalu sinapylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty na sampling

cone

Sampling cone

Intenzita iontu m/z 209

Relativni pomér

Relativni intenzita

vl [counts] ¥ (%) (%)
0 21 42,86 0,05
10 961 37,33 3,32
20 2372 35,80 9,36
30 2144 24,70 13,93
40 508 8,13 13,53
50 312 4,92 15,50
60 275 6,99 14,03
70 278 8,27 11,48
80 244 7,88 9,74
90 242 7,75 9,08

1 7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .
" Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ' Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérfenich

(sampling cone 0—90 V); udaje odpovidaji méreni se tfemi opakovanimi; vybrana hodnota sampling cone je

vyznacena Sedé
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Priloha ii — Zavislost signalu na napéti na extraction cone

Tab. I: Intenzita signalu p-kumarylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty na

extraction cone

Extraction cone Intenzita iontu m/z 149 Relativni pomér Relativni intenzita
vl [counts] " [%]” [%]”
0 113 25,80 0,14
1 9524 30,03 4,38
2 18058 26,87 6,94
3 21736 25,64 10,97
4 21706 25,92 11,67
5 21902 25,24 12,15
6 20450 23,53 12,50
7 18592 22,26 11,67
8 17133 19,62 9,57
9 14162 17,92 10,99
10 12740 15,63 9,02

Y Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ? pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit
vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérfenich
(extraction cone 0—10 V); Udaje odpovidaji méfeni se tfemi opakovanimi; vybrana hodnota extraction cone

je vyznacena Sedé

Tab. II: Intenzita signalu kumarylalkoholu v zavislosti na nastaveni hodnoty na extraction

cone
Extraction cone Intenzita iontu m/z 179 Relativni pomér Relativni intenzita
vl [counts] " [%]” [%]”
0 26 55,32 0,02
1 4799 36,28 2,99
2 8921 31,10 8,00
3 10507 30,30 9,27
4 11320 28,79 11,57
5 11528 27,66 10,78
6 10592 26,02 11,33
7 9763 24,32 12,24
8 9036 22,31 11,39
9 7682 20,05 10,60
10 6474 18,02 11,81

Y Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ? pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit
vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérfenich
(extraction cone 0—10 V); Udaje odpovidaji méfeni se tfemi opakovanimi; vybrana hodnota extraction cone

je vyznacena Sedé
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Tab. III: Intenzita signalu sinapylalkoholu v z&vislosti na nastaveni hodnoty na extraction

cone

Extraction cone

Intenzita iontu m/z 209

Relativni pomér

Relativni intenzita

vl [counts] " [%)? (%)
(] 8 21,62 0,06
1 3033 41,32 3,24
2 6174 37,65 7,43
3 7464 36,44 10,03
4 7938 35,92 10,97
5 8658 34,79 11,47
6 8435 33,83 11,91
7 7886 32,28 11,97
8 7135 31,34 11,19
9 6676 28,84 11,19
10 5823 26,52 10,53

7. . , . 2 v _ . . , . o v v . .
Y Absolutni intenzita prekurzorového iontu; ' Pomér intenzity prekurzorového iontu vici sumé intenzit

vsech iontl ve spektru; 3 Pomér celkové intenzity iontového proudu (TIC) vici sumé TIC pfi vSech mérfenich

(extraction cone 0—10 V); Udaje odpovidaji méfeni se tfemi opakovanimi; vybrana hodnota extraction cone

je vyznacena Sedé
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Priloha iii — Intenzity vybranych iont v MS/MS spektrech zkoumanych monolignola

Tab. I: Intenzity fragmentacnich produktii p-kumarylalkoholu v zavislosti na

dodavané CE
Kolizni energie [eV] A B ¢ b E
m/z 149 m/z 132 m/z 131 m/z 103 m/z 102

5 23165 4923 27232 1851 153
10 9516 5206 28121 3858 739
15 754 2705 17454 4494 1053
20 23 700 5897 3178 1168
25 1 0 1193 1179 564
30 0 0 228 334 190
35 0 0 32 85 51
40 0 0 5 18 10
45 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0
55 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0

Tab. II: Intenzity fragmentacnich produktl koniferylalkoholu v zavislosti na dodavané CE

Kolizni energie A B ¢ D E F G H !
[eV] m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z
179 164 163 162 161 147 146 145 117
5 7287 | 2787 0 315 2623 403 2950 0 0
10 2643 | 3554 250 208 1663 834 4862 128 0
15 166 2429 460 29 300 768 3830 315 0
20 0 0 0 2 19 532 1578 527 44
25 0 77 80 0 0 242 385 462 94
30 0 0 13 0 0 57 95 280 133
35 0 0 0 0 0 9 0 94 81
40 0 0 0 0 0 0 0 25 36
45 0 0 0 0 0 0 0 6 19
50 0 0 0 0 0 0 0 6 5
55 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Tab. III: Intenzity fragmentacnich produktt sinapylalkoholu v zavislosti na dodavané CE

67




Kolizni energie A B ¢ D E F G H ! !
(V) m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z | m/z
209 194 191 179 176 161 151 133 121 93
5 6882 | 2534 | 682 184 705 122 7 1 0 0
10 3548 | 3707 758 2508 | 1468 | 1266 122 13 4 2
15 293 2080 189 4452 872 2741 | 1073 187 89 27
20 5 341 5 3483 158 2218 | 2144 527 373 245
25 0 14 1 1428 10 1052 | 1838 754 618 492
30 0 0 0 330 0 313 909 609 504 | 507
35 0 0 0 38 0 68 281 307 213 | 288
40 0 0 0 3 0 7 53 110 54 114
45 0 0 0 0 0 1 4 29 20 36
50 0 0 0 0 0 0 3 7 1 8
55 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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