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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva studiem fragmentacnich reakci pelargonidinu pfi jeho kolizi
indukované disociaci v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. Byla provedena interpretace
hmotnostnich spekter tohoto analytu a nasledné srovnani takto navrzenych fragmentacnich
cest s vysledky kvantové-chemickych vypocti. Z provedenych experimentii a vypocitanych
hodnot energii vyplyva, ze pfi fragmentaci pelargonidinu dochédzi predevSim ke ztratdm
malych neutralnich molekul, jako jsou oxid uhelnaty, voda a keten, zatimco retro Diels-
Alderovo S$tépeni benzenového kruhu je u tohoto anthokyanidinu minoritnim jevem.
Kvantové-chemické vypocty naznacuji, ze preferenéni pozice jsou shodné pro odstépeni vody
I oxidu uhelnatého a nachazeji se na A- a C-kruhu. Zatimco ztrata CO je termodynamicky

fizeny proces, Stépeni H20 je fizeno kineticky.

Kli¢ova slova: pelargonidin, anthokyaniny, anthokyanidiny, CID-MS, ESI, fragmentace,

vypocetni chemie, DFT

SUMMARY

This master thesis deals with the study of fragmentation mechanisms of pelargonidin
submitted to collision induced dissociation in a collision cell of mass spectrometer. The mass
spectra of analyte were interpreted and proposed fragmentation reactions were compared
with results of quantum chemical calculations. Based on the experimental and theoretical
outcomes the most probable fragmentation pathways of pelargonidin were established.
The preference of losses of small neutral molecules (carbon monoxide, water, ethenone) was
shown, while the retro Diels-Alder cleavage of aromatic ring seems to be minor phenomenon.
Quantum chemical calculations suggest the preferable positions of water and carbon
monoxide cleavage are the same and they are situated in A- and C-ring. While the loss of CO

is thermodynamically driven process, the loss of H20 is kinetically driven action.

Keywords: pelargonidin, anthocyanins, anthocyanidins, CID-MS, ESI, fragmentation,
computational chemistry, DFT
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1 UVOD

Pelargonidin patii mezi anthokyanidiny, polyfenolické latky, jez jsou zédkladnim strukturnim
motivem anthokyaninovych barviv a dodavaji kvétim a plodim rostlin charakteristické
zbarveni. Vzhledem K nejniz§imu pocétu hydroxoskupin navazanych na flavyliovy skelet
(pouze jedna hydroxylova skupina pfipojena k B-kruhu) jej lze povazovat za zakladni
anthokyanidin. Tento fakt z n¢j ¢ini vhodny objekt vyzkumu typickych fragmentaénich
mechanisml, jimz podléhaji anthokyaniny v kolizni cele hmotnostniho spektrometru.
Z tohoto divodu byl v této diplomové praci vybran pelargonidin k podrobnému vyzkumu,
zabyvajicimu se jeho chovanim pifi kolizi indukované disociaci a nahliZzejicimu
na hmotnostné-spektrometrické principy pohledem metod vypocetni chemie. Nejvétsi
pozornost byla v této praci vénovana studiu preferencnich pozic ztraty malych neutralnich
molekul z iontu prekurzoru, pficemz tyto fragmentacni jevy byly zkoumany jak
experimentalné, tak za vyuziti ab initio metod vypocetni chemie. Poodhaleni principt
typickych fragmenta¢nich cest pelargonidinu umozni predikci chovéani anthokyaninti pfi jejich

analyze s vyuzitim hmotnostni spektrometrie a snadnéjsi identifikaci jejich fragmentacnich

spekter.™]



2 TEORETICKA CAST
2.1 Anthokyaniny a jejich derivaty

2.1.1 Vyskyt a vlastnosti anthokyaninu

Anthokyaniny jsou pfirodni polyfenolickd barviva, vyskytujici se v rostlinnych organech,
predevsim v kvétech a plodech, jimz dodavaji zbarveni v Sirokém rozmezi barev od zluté
az po fialovou. Jejich oznaceni bylo poprvé pouzito némeckym lékarnikem L. C. Marquartem
ve spojitosti s modrym kvétenstvim chrpy (Centaurea)? a vzniklo spojenim feckych vyrazi
anthos (kvétina) a kyanos (modry). Jsou to barevné slouceniny patiici mezi flavonoidy.
Zakladni strukturni motiv, ktery maji spolecny 1 s dal$imi rostlinnymi barvivy,

napt. chalkony, flavony a flavanoly, je uveden na Obrazku 1a (Ce¢C3Cs uhlikova kostra).

Zikladni CC;3Cg struktura

la
Chalkony Flavony
OH 0]
1
2
3
0]

Anthokyanidiny

Anthokyanidin R, R,
Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Cyanidin OH H
Malvidin OCH;  OCH;
Petunidin OCH; OH
Delphinidin OH OH

Obrazek 1: Flavonoidni barviva. 1a: zakladni struktura a od ni odvozené slouceniny, 1b: struktura flavyliového
kationtu a jeji &islovant, tabulka v piirodé b&znych anthokyanidint®!



Specificky je pro né centralni heterocyklicky kruh, tvotici 2-fenylbenzopyrylium neboli
flavylium. Zékladni strukturu anthokyanint a jeji Cislovani ukazuje Obrazek 1b. Oznaceni
skeletu jako CeC3Cs vychazi ze struktury, kterou tvoii 2 benzenova jadra (kruhy A a B)
spojena tfemi alifatickymi uhliky. Pokud tyto uhliky vytvofi cyklus, jako je tomu
u anthokyanint, je tento nov¢é vznikly kruh oznaCovan jako C. V piirodé nalézame
anthokyaninova barviva pfevazné¢ ve formé glykosidi, pricemz ke glykosylaci dochazi
preferencné v polohach 3, 5 a 7. Cukerna ¢ast mize byt dale acylovana riiznymi organickymi
kyselinami. Hydrolyticky se pak tyto latky rozkladaji na piislusny aglykon (anthokyanidin)
acukr (deglykosylace). Anthokyanidiny jsou labiln¢jsi a méné rozpustné ve vodé

nez anthokyaniny a volné se Vv piirodé téméf nevyskytuji.[¥

Jednotlivé anthokyanidiny se 1isi stupném a typem substituce flavyliového skeletu, tj. poc¢tem
hydroxy- a methoxy- skupin navazanych na aromatické uhliky v polohach 3> a 5°.
Tyto rozdily jsou diivodem pro rGznorodost barevnych odstinii anthokyaninovych barviv.
Systém osmi konjugovanych, snadno excitovatelnych dvojnych vazeb ve struktufe
anthokyanidinii mad za nasledek absorpci svétla molekulou vrozmezi 465 az 550 nm
ve viditelné oblasti a slaby absorp¢ni pas mezi 270 a 280 nm v UV-oblasti spektra. Substituce
aromatického systému pak zplsobuje posun absorpéniho maxima a tim zménu barevného
odstinu. Vlivem hydroxylace resp. methoxylace aromatického systému dochazi
k bathochromnimu posunu Amax, pficemz -OCH3s skupina puisobi vyraznéj§i posun smérem
K vyssim vinovym délkdm nez skupina -OH.P! Pfimou souvislost mezi poctem hydroxy-

a methoxyskupin a zbarvenim anthokyanidinu ilustruje také Tabulka I.

Diky velké strukturni variabilité sacharidii a organickych kyselin a moznych kombinaci jejich
substituce na anthokyanidinovy skelet existuje velké mnozstvi téchto latek - je znamo vice
nez 600 riznych piirodnich anthokyaninii.l® Nejbéznéjsi piirodni anthokyaninova barviva
jsou tvofena pouze Sesti anthokyanidiny, které se vyskytuji v pletivech vyssich rostlin (jejich
souhrn a struktury podavaji Tabulka I a Obrazek 1).[81 Procentualné nejzastoupengjsim
anthokyanidinem v ovoci a zeleniné je kyanidin, ktery se, na rozdil od pelargonidinu
¢i delfinidinu, naléza nejen v plodech a kvétech, aleiv Cervené zbarvenych listech fady

rostlin.[”



Tabulka I: Nejb&zngjsi anthokyanidiny vyskytujici se v pletivech vyssich rostlin["1?

vypoctena —

A hl kyt
nazev zkratka | hodnota " | zbarveni | obsah* aval vyskyt
m/z [nm] v plodech rostlin

Pelargonidin | Pg 271,0601 520 Sarlatova | 12 % hrozny, jahody,
fedkvicky, Cervené
fazole, kukufice

Peonidin Pn 301,0707 532 ruda 12 % hrozny, tfe$né,
bortvky, brusinky,
Svestky

Kyanidin Cy 287,0550 535 nachova | 50 % hrozny, jahody,
ostruziny, rebarbora,
Cerny rybiz, tfeSne,
brusinky, ¢erny bez,
Svestky, hrozny,
maliny, boriivky,
dervené zeli a cibule,
kukufice

Malvidin Mv 331,0812 542 purpurova | 7 % hrozny, bortivky

Petunidin Pt 317,0656 543 purpurova | 7 % hrozny, bortvky,
plody Sichy a vlochyné

Delfinidin Dp 303,0499 546 purpurova | 12 % hrozny, bortivky,
cerny rybiz

“procentualni zastoupeni jednotlivych anthokyanidinti (vztaZeno k sumé vSech anthokyanidinfi ve zkoumaném
vzorku ovoce) ve vybraném ovoci a zelening podle Konga a kol. 2003

Anthokyaninova barviva jsou piirozenou soucasti lidské stravy, nebot’ jsou obsazena
Vv barevnych plodech a potravinach znich vyrobenych. V bobulovitém ovoci se jejich
koncentrace pohybuje od jednotek az po stovky mg na 100 g &erstvych plodi.*?
Diky vizualné pfitazlivému zbarveni je smés anthokyaninli v extraktu ze slupek hroznl
pouzivana jako aditivum v potravinaiském primyslu (barvivo E163).[2¥1 Rada studii z let

-----

invitro prokazaly inhibici ristu rakovinnych bun¢k vlivem plsobeni anthokyanint,



epidemiologické studie na lidech viak tento zavér nepotvrdily.[B1428l Na zakladé vyzkumi

z let 2005 a 2009 se piedpoklada, Ze tyto latky také snizuji riziko obezity a diabetu. [t~

Mechanismy jejich piisobeni jsou Casto spojovany s antioxidacni aktivitou obecné vlastni
fenolickym latkam.??) Schopnost anthokyanintl zachycovat volné radikaly vychazi z jejich
ochoty poskytovat elektron a vodikovy atom z volné -OH skupiny. Antioxida¢ni kapacita
klesa s druhem substituentu ve sméru: -OH > -OCH3 >> -H, a tudiz také s druhem aglykonu

v pofadi: Dp > Pt > Mv = Cy > Pn > Pg.[21]
2.1.2 Reaktivita

Anthokyaniny jsou reaktivni slouceniny, podléhajici strukturnim zméndm, jez jsou ovlivnény
teplotou, svétlem, pfitomnosti vzduchu nebo zménami pH roztoku.*?? Ve vodném prostiedi
mohou anthokyanidiny a potazmo i anthokyaniny existovat v zavislosti na pH ve Ctyfech
moznych strukturnich formach. Cerveny flavyliovy kationt AH" je staly pouze v kyselych
roztocich (pH < 2) a se zvysujicim se pH odstépuje proton za vzniku modré chinonové baze
A.IZ Anthokyaniny také podléhaji nukleofilni adici vody na uhlik C2 (a to jak ve formé
chinonové baze, tak i kationtu) za vzniku hemiacetalové formy B pifesmykujici na chalkon B'

(Obrazek 2).[24l Rovnovéhu mezi témito reakcemi popisuje rovnice:

AH® Ty A0 4B 1)

Obrizek 2: Strukturni zmény anthokyaninti v zavislosti na pH?!

Druh a pocet substituentt na aglykonu ovliviiuje nejen zbarveni, ale i reaktivitu anthokyanint.
Zatimco se zvySujicim se poctem hydroxylovych skupin stabilita téchto sloucenin klesa,
se vzrustajici methoxylaci se naopak molekula stabilizuje, protoze dochazi k blokaci
reaktivnich -OH skupin. Rozdily v reaktivité¢ jednotlivych anthokyanini lze pfii¢itat také
riznym cukernym jednotkdm navazanym na anthokyanidin. Studium chovani slozitéji

substituovanych nativnich anthokyanini je vsak stale pfedmétem vyzkumu.l!



Anthokyaniny mohou byt bud’ pfeménény na bezbarvé ¢i hnédé, ¢asto nerozpustné, produkty,
nebo mohou tvofit adukty smalymi molekulami a jinymi piirodnimi barvivy. Castym
procesem probihajicim napiiklad v ¢erveném vin¢ je reakce anthokyaninu s pyrohroznovou
kyselinou. Takto vznika napi. 5-karboxypyranomalvidin-3-glukosid, znamy téz jako
s flavanoly (Casto prostfednictvim acetaldehydu vznikajiciho oxidaci ethanolu). S t¢mi muze
dochazet také k intermolekularni kopigmentaci anthokyaninli (tvorbé slabého komplexu
s puvodné bezbarvou latkou, tzv. kopigmentem, napi. flavanolem), jez vede obecné
ke stabilizaci anthokyaninti — vznikajici barviva jsou naptiklad odolna vuci pusobeni oxidu
sifi¢itého, ktery s volnymi anthokyaniny reaguje za vzniku bezbarvého produktu (tzv. béleni
anthokyanovych barviv). Zaroven také dochdzi k bathochromnimu posunu, prohloubeni
a zintenzivnéni odstinu, takze tato barviva odvozena od anthokyaninii mohou byt

i modr4.[26:27]

2.1.3 Pelargonidinin

Pelargonidin, molekula, ktera byla studovana v této praci, je nejjednodussim ze Sesti bézn¢ se
vyskytujicich anthokyanidint, nebot’ B-kruh v jeho struktufe neni substituovan v polohach
3’a 5’ (viz Obrazek 1b). V pfirodé jej nalézame mj. ve forme¢ 3-O-glukosidu (callistephin,
dominantni anthokyanin v jahodach!®®l, zkracené Pg-3-Glu), 3,5-O-diglukosidu (pelargonin,
charakteristicky pro kvéty rostlin rodu Pelargonium®l), triglukosidu (pfitomného
v &ervenych bramborach®) a 3-soforosid-5-glukosidu (hlavni anthokyanin v fedkvi¢kach®H).
neZ ostatni aglykony z Tabulky 1.2l Ve srovnani s dosud studovanymi anthokyanidiny ma
vSak zdaroven nejvysSi biodostupnost. Také jeho metabolismus v gastrointestindlnim traktu
Clovéka a nasledna urinalni exkrece probihaji rychle. Po poziti ovoce s obsahem Pg-3-Glu lze
v moc¢i nalézt jeho metabolity (pfislusné glukoronidy a sulfat) spolu se stopovym mnozstvim
ptivodniho anthokyaninu a jeho aglykonu.!?®! Pelargonidin je také ze znamych anthokyanidind
nejstabiln€j§i v neutralnim pH. Ackoliv je flavyliovy kation pelargonidinu (ptevladajici
pfi pH <2) jeho nejstabilngjsi formou, i u né& v kyselém prostiredi dochdzi s casem

k odbarvovani za vzniku hemiacetalu.[33



2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. ,,Mass Spectrometry) je moderni instrumentalni
analytickou technikou. Na zacatku procesu analyzy je molekulam analytu udélen naboj
neékterou z ionizacnich technik. Takto vzniklé nabité Castice jsou rozdéleny na zaklade
pom¢éru jejich hmotnosti ku naboji (m/z) v hmotnostnim analyzatoru a nasledn¢ detekovany
(zachyceny vhodnym detektorem). Vystupem této metody je hmotnostni spektrum, které je
zdznamem cetnosti iontd dopadajicich na detektor v zavislosti na jejich hodnotach m/z.
Hmotnostni spektrum je siln€ ovlivnéno podminkami ionizace i typem hmotnostniho

analyzatoru, a tudiz neni fyzikalni vlastnosti molekuly.4

Za zakladatele MS je povazovan britsky fyzik J. J. Thomson, ktery se zabyval vyzkumem
elektrického vyboje v plynech za snizeného tlaku a v r. 1910 zkonstruoval tzv. parabolovy
spektrograf. V tomto pfistroji byla zkoumana latka bombardovana elektrony za vzniku kladné
nabitych iontl, jez byly déle urychlovany a prochazely elektrickym a magnetickym polem,
V nichZ zakfivovaly svou drahu podle poméru m/z. Detekce probihala jednoduSe vizualizaci
iont dopadajicich na fotografickou desku, na niz se tvofily série parabolickych kiivek

odpovidajicich jednotlivym fragmentiim dané molekuly.[%!

Dnesni hmotnostni spektrometry sestavaji ze tii zakladnich ¢asti — iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru ptipojeného k zatizeni pro zpracovani signalu (pocitac).

Zjednodusené schéma hmotnostniho spektrometru ukazuje Obrazek 3.1

vstup iontovy hmotnostni detektor
vzorku - zdroj — analyzitor .
-1 -9

vakuum 10 -10" Pa ‘

zesilovad

vakuova
vyvéva ‘
Zpracovani
signalu

Obrazek 3: Schéma instrumentalniho uspofadani hmotnostniho spektrometru pii ionizaci za snizeného tlaku



Problematika iontovych zdroji i hmotnostnich analyzatort bude dale diskutovana

Vv samostatnych kapitolach 2.2.1 a 2.2.2.

Detektory jsou v soucasnosti obecné zalozeny na principu elektronového nasobice. Vyjimkou
jsou hmotnostni analyzatory typu iontové cyklotronové rezonance (ICR) a orbitrap, u nichz
dochazi k detekci iontlh na zéklad¢ frekvence jejich pohybu v elektrickém poli. Je-li pouzit
elektronovy ndsobi¢, miize byt tento zapojen ve dvou odlisSnych uspofadanich -
jednokanalové — zaznamenava postupny dopad elektrond v jednom misté a byva vyuzit
U pfistroji s kvadrupolem ¢i sektorovym hmotnostnim analyzatorem — nebo multikanaloveé —
diive v podobé fotografické desky, dnes jako pole osazené soustavou elektronovych nasobicl

(sbér ionth se odehrava simultanné po celé plose detektoru).7)

2.2.1 Tontové zdroje

Iontovy zdroj je zafizeni generujici z molekul analytu nabité Castice v plynném skupenstvi.
Ty mohou byt nabity jak kladné, tak zaporné - podle zvoleného ionizaéniho modu. Princip
ionizace se u jednotlivych ionizacnich technik lisi, obecné je vSak zaloZen na pfenosu naboje
pfi interakci molekul analytu s elektrony nebo pii ion-molekulovych reakcich s ionty
pomocného plynu, kapaliny ¢i pevné matrice. lonizace probihd bud’ za sniZzeného tlaku,
nebo za atmosférického tlaku. Za snizeného tlaku pracuje elektronova a chemicka ionizace
(El, z angl. ,,Electron Impact“, a CI, z angl. ,,Chemical Ionization“). Snizeny tlak umoznuje
vznik urychlenych volnych elektront a jejich pfeZzivani po dobu nezbytnou pro interakci
s analyty ajejich ionizaci. Stfedni volna draha molekul je pfi ionizaci za sniZzené¢ho tlaku
dostate¢n¢ dlouha na to, aby dochéazelo pouze k monomolekuldrnim reakcim (kolize se
sténami iontového zdroje). Pfi ionizaci analytu se vSak mohou uplatiiovat také srazky
s molekulami v okoli a tvorba ionti mtize probihat i bez pouziti elektronti a za atmosférického

tlaku (API z angl. ,,Atmospheric Pressure lonization®).

V dnes$ni dobé dokaZeme UspéSné ionizovat vzorky vSech skupenstvi. Jiz zminéné EI a CI
probihaji v plynné fazi, pfi API dochazi k ionizaci molekul z roztoku - mezi API techniky
patfi napf. ionizace elektrosprejem, (ESI, z angl. ,,Electrospray lonization®), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI, z angl. ,,Atmospheric Pressure Chemical
Ionization®), a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI, z angl. ,,Atmospheric Pressure

Photoionization*) a pro pevné vzorky je vhodnd metoda desorpce laserem za asistence



matrice (MALDI, z angl. ,Matrix Assisted Laser Desorption lonization®), desorpce
elektrosprejem (DESI, z angl. ,.Desorption Electrospray Ionization*) nebo spektrometrie
sekundarnich iontt (SIMS, z angl. ,,Secondary Ions Mass Spectrometry*).38 Pro ugely této

prace bude podrobnéji popsan pouze princip ionizace elektrosprejem.

2.2.1.1 lonizace elektrosprejem

Za otce ionizacni techniky ESI lze povazovat Malcolma Dolea, ktery vr. 1968 pfisel
s myslenkou vyuziti elektrospreje (do té doby pouzivaného k nanaseni lakl v automobilovém
pramyslu). V 80. letech 20. stoleti na Doletiv vyzkum navazal John Fenn, ktery tuto techniku
zdokonalil a uvedl do analytické praxe. Za rozvoj ESI byla J. Fennovi v r. 2002 udélena

Nobelova cena za chemii.[*!

Princip ionizace elektrosprejem spoc¢iva ve zmlzeni roztoku analytu za jeho soucasné ionizace
a nasledném odpafeni takto vzniklych nabitych Castic do plynné faze. Pisobeni silného
elektrického pole vytvofeného mezi zmlzovaci kapilarou zapojenou do elektrického obvodu
a protilehlou elektrodou vede k vytvofeni vrstvy shodné nabitych iontti na $picce kapilary,
odpuzovani iontil se stejnym nabojem a k rozptylu nabitych kapi¢ek do prostoru. Schéma

elektrospreje ukazuje Obrazek 4.

Proces ionizace pii1 ESI Ize rozdélit do Etyt po sobé jdoucich krokti: 1) vznik nabitych kapicek
roztoku analytu na SpiCce sprejovaci kapilary a jejich uvolnéni do prostoru, 2) odpatrovani
rozpoustédla z povrchu téchto kapi¢ek a opakované zmenSovani jejich velikosti, vyvolané
elektrostatickymi silami (coulombicka exploze), 3) pfechod iontii z malych, vysoce nabitych
kapek do plynné faze, 4) sekundarni ion-molekulové reakce analytu s ¢asticemi v plynné fazi,
a to jak za atmosférického tlaku, tak pti prechodu do evakuovanych ¢asti hmotnostniho

spektrometru.

Chovani kapek uvolnénych z povrchu kapaliny popisuje Rayleighova rovnice. Vyjadiuje
podminky, za kterych elektrostatické odpuzovani iontd o stejném ndboji prevysi povrchové
nap¢ti kapaliny a dochazi ke coulombické explozi - nabité kapicky prestavaji byt stabilni,

pokud jejich naboj a primér dosahnou kritickych hodnot.

Mechanismus piechodu iont z malych siln€ nabitych kapek do plynné faze se snazi objasnit

dv¢ teorie — model zbytkového ndboje (charged residue model), ktery navrhl M. Dole,



amyslenka iontového vyparovdani (ion evaporation model), se kterou pfisli Iribarne
a Thomson. Model zbytkového néboje predpoklada, ze ndboj zlstava lokalizovan v ptivodni
kapce az do uplného odpafeni rozpoustédla.*¥ Model iontového vypafovani je platny
pro ziedéné roztoky tvofici siln¢ nabité kapky — vyhovi-li tyto Rayleighové podmince,

dochazi k jejich explozi, pfi¢emz nové vytvorené Eastice jsou nositeli naboje.[*!
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Obrazek 4: Schéma uspotadani a principu ESI v kladném ionizaénim modu

Instrumentalni uspofadani ESI sestava z ptivodu vzorku do nebulizéru (primér zmlZovaci
kapilary se obvykle pohybuje v fadu desetin mm), kde mize byt vzorek dopovan pomocnou
kapalinou (sheath liquid). Kuzel zmlzeného roztoku je usmériiovan pomocnym plynem
k protielektrod¢, mezi niZz a nebulizérem je napéti obvykle v fadu jednotek kV. Vzijemna
pozice nebulizéru a otvoru pro vstup iontii do hmotnostniho analyzatoru je optimalizovana
tak, aby byl eliminovan vstup neutrdlnich ¢astic a kapalnych necistot do evakuované ¢asti
spektrometru. Vzorek pro ESI byva rozpustén v poldrnim rozpoustédle (napt. methanol),
do kterého se pridava tékavy elektrolyt, slouZzici jako pufr a napomahajici ionizaci molekul

analytu.[*?
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2.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je viazen za iontovy zdroj a jeho tkolem je rozdé¢lit prolétajici nabité
¢astice podle poméru m/z. V pocatcich vyvoje MS byly k tomuto Gcelu vyuzivany vyhradné
sektorové pfistroje, separujici ionty na zakladé rozdilného chovani v elektrickém
a/nebo magnetickém poli. Nejéastéj$im instrumentalnim feSenim téchto pfistroju je
kombinace elektromagnetu o kruhové vyse¢i a radidlné vklddaného elektrického pole,
pficemz rozliSujeme dva zékladni konstrukcni systémy této dvojité fokusace — uspotadani
podle Mattaucha-Herzoga a Nier-Johnsonovu geometrii. S ménici se intenzitou magnetického
pole a vkladanym napétim vstupuji do Stérbiny detektoru postupné ionty s riznym pomérem
m/z.13 Protoze drahu letu iontii uréuje piisobeni statickych poli, jsou tyto typy analyzatort

také n€kdy nazyvany statickymi.

Soucésti moderni MS se staly tzv. analyzatory dynamické, v nichz je trajektorie prolétajicich
iontl determinovdna frekvenci vkladaného stfidavého napéti a tim generovaného
radiofrekvenéniho pole.*) Hojné¢ vyuzivanymi zastupci této skupiny analyzatorii jsou
napt. kvadrupdlovy analyzator (QMF, z angl. ,,Quadrupole Mass Filter), iontova past (QIT,
z angl. ,,Quadrupole lon Trap*), iontova cyklotronova rezonance (ICR, z angl. ,,lon Cyclotron
Resonance”) nebo orbitrap. Do samostatné skupiny hmotnostnich analyzatori patii praletovy

analyzator (TOF, z angl. ,,Time Of Flight*).

At uz pievod molekul analytu do podoby nabitych ¢astic probiha za sniZzeného,
¢i za atmosférického tlaku, v dalSich ¢astech pfistroje je tfeba zajistit iontim volnou drdhu
letu tak, aby na jejich cesté¢ ziontového zdroje az k detektoru nedochdzelo ke srazkam
S jinymi molekulami v plynné fazi. Za timto ucelem je prostor hmotnostniho analyzatoru
evakuovan na hodnotu tlaku az 10° Pa. Vyjimkou je cilené sraZzeni analytu s molekulami
kolizniho plynu provadéné predevsim v tzv. kolizni cele za ucelem zisku fragmentli analytu.

Problematice kolizi indukované disociace se vénuje kapitola 2.2.4.[%

V nésledujicich dvou podkapitoldch budou podrobnéji popsany analyzatory, které byly

vyuZity v experimentalni ¢asti této prace.
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2.2.2.1 Kvadrupdlovy analyzator a iontova past

V 60. letech byl do praxe uveden kvadrupdlovy analyzator, jehoz nizké vyrobni néklady
a jednoduchost ovladani zapficinily, Ze se zanedlouho stal pouzivanéjSim, nez klasické
sektorové piistroje. QMF je tvofen Ctyfmi rovnobéznymi kovovymi tyCemi idealné
eliptického tvaru?, znichz vzdy dvé protilehlé maji shodnou polaritu a jsou pfipojeny
ke zdroji napéti se stejnosmérnou i stiidavou slozkou. Kombinace frekvence sttidavé slozky
a hodnoty stejnosmérné slozky napéti zajistuje vyber iontli s charakteristickym pomérem m/z.
Castice, které dané podmince nevyhovuji, jsou odchyleny ze své drahy letu a vybiji se

na ty¢ich QMF.[%]

Na stejném principu jako QMF je zaloZena také iontova past. Jedna se o kvadrupdlovy filtr
tvotfeny prstencovou stifedovou elektrodou (namisto prvni dvojice elektrod) a dvéma
koncovymi elektrodami (nahrazuji druhou dvojici elektrod). Zatimco QMF je schopen
fokusovat svazek nabitych ¢astic pouze ve sméru dvou os, bez vlivu na jeho pohyb soubézny
s ty¢emi analyzatoru, QIT ovliviiuje pohyb iontl ve vSech tifech moznych dimenzich, ¢imz
umoznuje zadrzet je v daném prostoru po delsi casovy usek. Ve stiedu QIT jsou nejprve
akumulovany ionty v Sirokém rozmezi m/z, a poté jsou radiofrekvenénim napétim o urcité
frekvenci vypuzovéany céstice charakteristického poméru m/z, jez opousti past a jsou
sméfovany na detektor. Stabilita ionti v QIT je zvySovana chlazenim a cely prostor je
vyplnén lehkym inertnim plynem (helium), ktery snizuje kinetickou energii ¢astic a pomaha je
udrzovat ve stiedu pasti.[%! Tonty, opoust&jici prostor pasti, jsou obvykle detekovany pomoci
elektronovych nasobi¢d ruznych konstrukci. Za rozvoj QIT techniky byli vr. 1989
vyznamenani Nobelovou cenou némecti védci Hans G. Dehmelt a Wolfgang Paul. QMF i QIT
jsou Siroce rozSifenymi soucastmi hmotnostnich spektrometrii, jejich nevyhodou je vsak
relativné nizké rozliSeni (R = nékolik tisic), a tyto techniky tudiZ nedovoluji métfeni presné

hmoty s vysokym rozlisenim (HRMS, z angl. ,,High-Resolution Mass Spectrometry*).[*"]

2.2.2.2 Priletovy analyzator

Prtletovy analyzator (nebo také ,analyzator doby letu”) je zafizenim, které nepatii

ani do jedné z dosud jmenovanych skupin hmotnostnich analyzatorti — jeho principem neni

Idealni hyperbolické pole je aproximovano polem ¢tyt ty¢i kruhového prifezu.
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rozliSovani iontl podle m/z na zéklad¢ rizného chovani ve statickém ¢i dynamickém poli,
ale je zalozen na méfeni doby letu nabitych ¢astic od jejich vzniku viontovém zdroji

po dopad na detektor. Schéma TOF je ukazano na Obrazku 5.

Urychlovaci
elektroda Detektor

Svazek I l

iontu I I I l l

Tontova
optika

Reflektron

Priuletova trubice

Obriazek 5: Schéma instrumentace TOF v ortogonalnim uspoiadéanil*é]

Poté, co je vSem iontim udé€lena urychlovaci elektrodou stejna kinetickd energie Ex, prochazi
Castice smérem k detektoru, pii¢emz jejich rychlost se 1isi podle poméru m/z. Urychlovaci
elektroda a detektor mohou byt vzajemné v linearnim nebo ortogonalnim uspofadani a mize
mezi né byt viazen reflektron, elektrostatické iontové zrcadlo, které slouzi ke kompenzaci
odchylek v Ex dodané ¢asticim se shodnym m/z. Detekce iontd probihd nejcastéji pomoci
mikrokanalové desti¢ky s kratkou ¢asovou konstantou.B”l Vzhledem k tomu, Ze vzdalenost
mezi iontovym zdrojem a detektorem se v piipadé TOF pohybuje mezi 1-2 m, zvySuje

se U tohoto typu hmotnostniho analyzatoru pravdépodobnost srazek iontll s neutradlnimi
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¢asticemi. Z tohoto divodu jsou u TOF naroky na vakuum vys$$i, nez u vSech vyse
zminovanych hmotnostnich analyzatord. Dal$im problémem byva nizké rozliSeni u linearnich
TOF zatizeni (R =~ 1000), u ortogonaln¢ usporddanych pristroji s reflektronem vsak lze
dosahnout zna¢né uzsich pikl, a méfit tak s vysokym rozliSenim (v HRMS moédu). Vyhodami
TOF analyzatoru jsou jeho univerzalnost (v principu umoznuje prilet iontd s neomezenou
hodnotou m/z, ¢imz se stdva nejvhodnéjSim pro spojeni s MALDI) a rychlost méfeni
(skenovani tadové v ns je prednosti predevSim pifi spojeni s nékterou ze separacnich

technik).[s]

2.2.3 Hmotnostni spektrometrie anthokyanint

Nejrozsitenéj§i hmotnostné spektrometrickou technikou pro analyzu anthokyanint
(a flavonoidnich latek obecng€) je bezesporu API-MS, kterd poskytuje analytickému
chemikovi dvé vyhody: 1) ionizace za atmosférického tlaku je kompatibilni s kapalinovou
chromatografii (HPLC, z angl. ,,High Performance Liquid Chromatography), umoziujici
separaci netékavych sloZzek vzorku, jakymi jsou i anthokyaninové barviva, pfed vlastnim MS
experimentem a 2) m¢kké ionizacni techniky dovoluji bez nadmémé fragmentace ionizovat
I pomérné vysokomolekularni latky, mezi néz patii mj. glykosylované a acylované
anthokyanidiny a jejich kondenza¢ni produkty. Prace publikované v poslednich 15 letech
zminuji pfedevS§im vyuziti ESI-MS pfi strukturni analyze anthokyaninovych barviv. Méné

Zasto jsou vyuzivany APCl a MALDI ionizace.[?!

K analyze anthokyanini spojenymi technikami HPLC-MS lze pfistupovat vice rlznymi
zpiisoby. Rutinni kvalitativni analyzu lze provadét pomoci kombinace jednostupniové MS
na jednodussim hmotnostnim analyzatoru, vybaveném napt. QMF, (a piip. pomoci simultanni
UV-VIS detekce) a srovnani ziskanych retencnich dat se standardy. Analyzu sloZitych smési,
jejichz slozky nejsou pifesné¢ znamy, lze s vyhodou realizovat za pouziti vicestupiiové
(tandemové) MS/MS, resp. MS" na tandemovych piistrojich (Q-TOF, QIT, ICR ¢&i orbitrap).
Tento postup Casto umozni strukturni analyzu neznamé slozky vzorku ibez nutnosti
srovnavani retenCnich dat. Zatimco prvni piistup je omezen na identifikaci anthokyanint,
jejichz standardy jsou dostupné a piesné retenéni Casy tudiz znamy, je-li pouzita MS", Ize
z pomérit intenzit signalli jednotlivych dcefinych iontd usuzovat, o ktery z moZnych
izomernich flavonoidi se jedna. Timto postupem je odliSitelny napt. pelargonidin

od apigeninu (flavon) a genisteinu (isoflavon), jez maji shodnou hodnotu m/z = 271,0606,
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a lze tak provadét necilenou analyzu anthokyaninovych barviv ve slozitych realnych vzorcich.
Tento postup poskytuje rozligeni izomernich slouenin se stejnym elementarnim slozenim. !
U izobari (latky s riznym elementarnim slozenim, ale blizkou monoisotopickou hmotnosti),
jez neni mozné rozliSit ani za pouziti vicestupnové MS, se stava feSenim meéfeni presné
a spravné hodnoty m/z na vysokorozlidujicich pfistrojich (HRMS). Casto je také vyuzivana
kombinace né€kolika vySe zminénych pfistupt a identifikace sloucenin probihd na zakladé

srovnavani retencnich Casti, zaznamenanych pii HPLC, a MS a MS/MS spekter ziskanych
ESl-MS.[5’11’26’27’50]

2.2.4 Kolizi indukovana disociace

Pti EI je ionizace vzorku zaloZena na stfetu molekul analytu s vysokoenergetickymi elektrony
(E ~ 70 eV). Takovéto srazky vyvolavaji obvykle vznik ion-radikdlové c&astice [M]*
nebo [M]™*, ktera je vysoce nestabilni a prakticky okamzité¢ se rozpadd za vzniku fady
fragmentovych iontll. Vysledkem je bohaté fragmentacni spektrum, v némz muze zcela
chybét signal pivodniho molekulového iontu [M]™. Diky tomuto faktu je EI povaZovéana
za tzv. tvrdou ionizacni techniku. VétSina ostatnich ioniza¢nich technik umoziuje vyvolavat
tzv. mekké ioniza¢ni udalosti, zaloZené na interakci molekul analytu s ionty pomocné latky
(plynu, kapaliny ¢i pevné matrice), a vést tak k tvorbé stabilnich (pseudo)molekulovych iontt
[M+H]* nebo [M-H]". Ve spektru jsou pak signaly téchto &astic (iontl) zfetelné, Casto
dominantni, a k fragmentaci prakticky nedochdzi. To usnadiluje wurceni hmoty
pseudomolekulového iontu, a tudiz elementarniho slozeni analytu. Pro studium struktury je
potom potieba MS analyzu doplnit vhodnym koliznim experimentem poskytujicim

v dostate¢ném vytézku charakteristické fragmenty.[7]

Jiz zminovany nositel Nobelovy ceny J. J. Thomson si pii svych experimentech
S parabolovym spektrografem povSimnul na fotografické desce signall, odpovidajicich
iontim se stejnym m/z, ale liSicim se rychlosti, s niz na desku dopadaji. Vysvétlenim tohoto
jevu je, ze zatimco nékteré ionty setrvavaji po celou dobu svého zivota (tj. od chvile ionizace
az po dopad na detektor) v nezménéné podobg, jina ¢ast téchto iontl vznikla z plivodné vetsi
molekuly v pribéhu MS experimentu; takze ackoliv se nelisi hodnotou m/z, rychlost, kterou
se pohybuji, je o to nizsi, o¢ déle tyto ionty setrvaly v podobé pivodni molekuly. Intenzita
signalu, jehoz plivodcem je tento typ iontll, se zvySuje se stoupajicim tlakem uvnitf

spektrometru. Z toho lze vyvozovat, ze vznik takovychto fragmentovych ionti je podminén
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ptitomnosti dalSich Castic v prostoru, s nimiz se mohou molekuly stfetnout (molekuly plynu
ptitomného v prostoru analyzatoru). Tento jev je nazyvan ,kolizi indukovand disociace*

(CID, z angl. ,,Collision-Induced Disociation*).[5%

V praxi se CID uskutecnuje v kolizni cele, jez mize byt zadroveit hmotnostnim analyzatorem
(napt. QIT, ICR). Procesii, vyvolavajicich fragmentaci ionti analytu je né€kolik, vzdy vsak
pfinich dochazi k pfemén¢ kinetické energie na vnitini energii molekuly analytu, coz vede
k jejimu rozpadu (disociaci). Tento proces je obecné dvoufazovy; v prvnim (rychlej$im)
kroku je molekula aktivovéna a vznikd metastabilni ion, v druhém se tato vysokoenergeticka
Castice rozpadd na fragmenty. NejpouzivanéjSim zplsobem aktivace molekul je stiet
s koliznim plynem, obvykle He, N2 nebo Ar. Dal$imi moznostmi jsou pak srazka s povrchem,
fotodisociace nebo zachyt elektronu, v plynné fazi mize byt analyt aktivovan také pomoci

zafeni z infracervené oblasti svétla (IRMPD, z angl. ,.Infrared Multiphoton Dissociation®).

vvvvvv

nizkoenergeticka CID, pii niZ kolizni energie nepiekraduje 60 eV.[5%

CID se stava ve spojeni s mékkymi ioniza¢nimi technikami U¢innym nastrojem pro tvorbu
fragmentaénich spekter. Z hlediska jejich reprodukovatelnosti je vSak zapotiebi rozliSovat,
v jaké casti hmotnostniho spektrometru k fragmentaci iontli dochazi. Zatimco spektra
vznikajici pti EI-MS jsou dobie reprodukovatelna a mechanismy fragmentaénich reakci pti El
jsou dikladné prozkoumany, pfi ionizaci mékkymi ionizacnimi technikami s naslednou CID
muze dochézet k celé fadé ion-molekulovych reakei, znesnadiiujicich interpretaci vyslednych
spekter. Velmi Casto se pfi interpretaci fragmentacnich procesti pouziva porovnavani spekter
s databazemi a predikce fragmentacnich d&ji pomoci specidlnich programi simulujicich
fragmentace pomoci fragmentacnich pravidel a analogii se znamymi strukturami. Simulace
vSak Casto trpi nadhodnocovanim poctu moznych fragmentacnich cest. Vzhledem k tomu,
ze znam¢é mechanismy fragmentace vychazeji primarné z EI ionizace, je spravny popis
procestt probihajicich pfi ionizaci mékkymi ioniza¢nimi technikami a nasledné CID stale

problematicky a vyzkum v této oblasti zdaleka neni ukongeny.[

K fragmentaci pfi CID dochazi obecné Stépenim nejslabSich vazeb v molekule
a/nebo za vzniku nejstabilngjsich produktii. Takovéto fragmentacni udalosti generuji vzdy ion
a neutralni c¢astici (pozorovanou ve spektru jako rozdil mezi signaly iontu prekurzoru

a odpovidajiciho fragmentu. Vytézek fragmentti (efektivita procesu jejich vzniku a doba jejich
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pfezivani) je pfimo spojen s moznosti stabilizace vznikajici struktury. Tak naptiklad eliminaci
vody dochézi ke vzniku nasobné vazby (zvyseni konjugovanosti systému) nebo vzniku cyklu
v molekule. Procesy pii CID probihaji v fadech mili- az mikrosekund, coz umoziuje také

presmyky v molekule, jsou-li energeticky preferovany.[®l

2.2.5 Chovani anthokyaninovych barviv v kolizni cele hmotnostniho spektrometru

Vzhled fragmentacnich spekter anthokyanini je dan pfedev§im kombinaci dvou
nejvyrazngjSich strukturnich ryst téchto sloucenin — pifitomnosti flavonoidniho skeletu a jeho
glykosylaci.®® Protoze O-glykosidova vazba je relativné kiehka, dochazi pfi CID snadno
K jejimu $té€peni. Ve spektrech anthokyanini Ize potom nalézt piky, jejichz m/z odpovida
ztraté¢ jedné ¢i vice cukernych jednotek (napf. ztrata odpovidajici Ciselné¢ dehydratované
glukose). Ve spektrech jsou obvykle také patrné charakteristické série nc¢kolika fragmentl

s velkym m/z (riizné neutralni ztraty z cukerné &asti iontu prekurzoru).>

Flavyliovy kation anthokyaninli je stabilni a pifi pouziti mékkych ionizac¢nich technik
vykazuje pouze slabou fragmentaci, takze v ESI-MS spektrech (v pozitivnim modu) dominuje
intenzivni molekulovy ion aglykonu M*. Béhem fragmentace flavyliového skeletu po jeho
kolizi indukované aktivaci dochazi ke ztratam malych neutralnich molekul, jako jsou H2O,
CO a méné Casto i k od3tépeni vodikového radikalu.®® U methoxylovanych anthokyanidini
je mozno pozorovat také odsStépeni methanu a methylového radikalu (*CHs). Odstépeni
radikalu je, pokud uvazime kolizni aktivaci malymi energiemi, na prvni pohled piekvapivé,
ale u flavonoidnich latek pomérné hojné. Divodem je moznost stabilizace vznikajiciho iontu
s lichym poctem elektronii jejich delokalizaci na aromatickém skeletu molekuly. Dal§im
procesem pozorovanym u methoxylovanych anthokyanini je pfimé odStépeni methanolu.
Oliveira a kol. pozorovali taktéz od§tépeni hydroxylovych radikald za vzniku [M-OH]**

jont(. %9

Plsobenim vyssi kolizni energie mtize dochazet k zaniku nékolika vazeb v C-kruhu v pribéhu
jednoho fragmenta¢niho procesu. Tento proces je oznaCovan jako retro-Diels-Alderovo
Stépeni (RDA). Nejcastéjsi je v piipadé flavyliového kationtu vznik fragmenti [*?B]* (ten
mize dale fragmentovat na [*?B-CO]"), [*?A]", piipadné resonanéné stabilizovaného [*2A]*".
Vedle toho jsou pozorovany i §tépeni ostatnich vazeb tvoiicich heterocyklus (napt. [“A]").

Pomér jednotlivych RDA fragmentd je dan chemickym okolim C-kruhu. Tyto procesy jsou
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pro jednotlivé flavonoidni struktury charakteristické, a tudiz jsou klicové pro jejich
identifikaci. U anthokyanint je vedle RDA procesl ¢asto pozorovana i ztrata celého B-kruhu.
U latek flavonoidni povahy bylo prokazano, ze pravdépodobnost tohoto typu fragmentace
souvisi se stupném hydroxylace B-kruhu. Napft. u flavonii s dvéma a vice hydroxyskupinami
na B-kruhu dochéazi snadnéji k jeho odstépeni (Spolu suhlikem z C-kruhu) a vzniku
produktovych iontl typu [*?A]* nebo [*?B]*.% Obrazek 6 shrnuje nomenklaturu typickych

fragmentaénich reakci anthokyanidini.[”]

Ackoliv jsou anthokyaninova barviva nej€astéji studovana v kladném modu ESI-MS, mize
pfinaset pouziti zaporného modu pii CID uzite¢né strukturni informace napomahajici snadné
identifikaci anthokyanini a, jak jiz bylo uvedeno dfive, jejich odliseni od jinych polyfenolt se
shodnym elementarnim sloZzenim, a tudiZ i shodnou hodnotou m/z. Fragmentaci a méfenim
v zaporném modu ESI tak lze rozliSit napi. delfinidin-3-O-glukosid od quercetin-3-O-
glukosidu, coz je pfi pouziti CID v kladném modu problematické. Ackoliv se obé latky
v kladném moédu vyznacuji stejnou hodnotou piesné hmoty (m/z = 465,1028), jejich
fragmentacni spektra v zaporném modu se 1i8i intenzitami signald 1 pfitomnosti nékterych

pika. 158l

Obrazek 6: Znaceni fragmentovych iontli vznikajicich §tépenim vazeb uhlik-uhlik v C-kruhu flavyliového
kationtu; velkd pismena popisuji, ktery z benzenovych kruhti je zdkladem fragmentu, ¢islice oddélené ¢arkou
oznaduji vazby kruhu C, k jejichz §tépeni doglol®
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2.3 Vypocetni chemie

2.3.1 Uvod do kvantové chemie

Vypocetni chemie je jednim z rychle se rozvijejicich védnich obori, umoznujici atomisticky
pohled na rozmanité chemické problémy. Jeji rozvoj je umoznén zejména diky prudkému
zvySovani vypocetni rychlosti soucasnych pocitaci a vypocetnich klastr a pomémné dobré
dostupnosti spolehlivych softwarovych nastroji. Obecné schéma postupu pii aplikaci
vypocetni chemie znazoriiuje Obrazek 7. Teoretické zaklady algoritmi, implementovanych
do takovychto pocitacovych programu slouzicich k simulaci chemickych pochodu, vychazeji
piedevsim z poznatkii kvantové chemie. Jejich tiloha je pfitom dvoji: interpretace a predikce
chovani zkoumanych castic v mikrosvété. Chovani objektl na atomarni a molekulové tirovni
je znacn€ odlisné od chovani ndm divérné zndmého makrosvéta. Pti popisu vlastnosti
zakladnich stavebnich jednotek hmoty (tj. atomii a molekul) selhdvaji zdkony klasické
mechaniky a ke slovu se dostavaji jiné principy. Ty nelze odvodit z klasickych fyzikalnich
postulatd, jejich platnost je vSak ovéfitelnd srovnanim vysledki kvantovych vypoctl
se zavery vychazejicimi z experimentu. Kvantovd mechanika umoznuje dobrou aproximaci
procest probihajicich v mikrosvété a pomaha tak stimulovat dalsi cilené experimenty vedouci

k detailnimu pochopeni studovaného dgje.[¢"]

Teorie
Experimentalni I Vypocetni
' chemie |
Experiment Model
[ |
"vsledky Vypocet

|
Data

L Zavér — |

Obrazek 7: Srovnani pracovniho postupu experimentalni a vypocetni chemie

Chceme-li realisticky popsat chovani molekuly pii chemickém procesu, musime zohlednit,
Ze je tvofena atomy s uréitym poctem elektronti, a zaméfit se tedy v dusledku na popis

molekulovych orbitali téchto elektronti (zkracené¢ MO). Popis MO lze ziskat aplikaci teorie
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MO-LCAO, ktera tika, ze MO jsou linearni kombinaci orbitalii atomovych (zkracené¢ AO).
Klasickd fyzika rozliSuje dva zakladni objekty, castici a vinu. Elektron je objekt, jenz se
nepodobd ani vIné ani Castici v pravém slova smyslu (podobné lze nahlizet i na dalsi
mikroc¢astice). Proto musel byt navrzen novy, kvantové-chemicky systém popisu Castic
mikrosvéta, jehoz autorem je E. Schrodinger.[®t Ten pfifadil kazdému objektu vinovou funkci
Y, veli¢inu, charakterizujici casové nezavisly stav Castice. Ze zdkona o zachovani energie

vyplyva, ze energie kazdého objektu je dana souctem jeho kinetické a potencialni energie:
E=E, +E, (2)

Fyzikéalni veli¢iny systému lze také v klasické fyzice vyjadfit pomoci jeho soufadnic
a hybnosti. Energie hmotného bodu je tedy zavisla na jeho hybnosti p a trajektorii pohybu

X, jez shrnuje Hamiltonova funkce H:
E=H(p,x) (3)

Zrovnic (3) a (4) lze ziskat Schrodingerovu vinovou rovnici, kterd je zékladem kvantoveé-

chemického popisu MO (nejednd se o klasické matematické odvozeni):
E¥Y = HY¥Y 4)

kde H je operator Hamiltonovy funkce, tzv. hamiltonian. Tato rovnice vyjadfuje zavislost
vlnové funkce na prostorovych soufadnicich ¢astice (elektronu). Druhd mocnina vlnové

funkce ¥ pak udava hustotu pravdépodobnosti vyskytu elektronu v daném prostoru.[®?

S vyjimkou nékolika nejjednodussich systémut neni Schrodingerova rovnice fesitelna exaktné
a musime se spokojit s jejim pfibliznym feSenim. K tomu ndm dopomahd fada matematickych
aproximaci. Prvni znich, Born-Oppenheimerova, zjednodusuje vypocet celkového
hamiltonianu. Ten by v exaktnim vyjadieni zahrnoval pfispévky vSech kinetickych
I potencidlnich energii daného elektronu a jadra atomu, zptisobené jejich vzajemnou interakci.
Born-Oppenheimerova  aproximace zanedbavd operator kinetické energie jadra,
nebot’ uvazuje, ze to je vzhledem k pohybu elektronu nehybné. Dal§im zjednodusSenim je
uvaha, zakladajici se na faktu, ze vétSina molekul obsahuje sudy pocet elektrond, a tudiz je
Vjejim zékladnim energetickém stavu jeji celkovy spin roven nule. Takovyto systém

se oznacuje jako systém s uzavienymi slupkami, a jak vyplyva z podminky sudého poctu
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elektront, neni aplikovatelny na radikélové ¢astice. Na zaklad¢ obou zminénych aproximaci
lze vytvotit soustavu Hartree-Fockovych rovnic, kterou vsak opét nelze pro bézny systém
fesit. Z tohoto ditvodu nastupuje iteracni zpiisob feSeni, jenZ mj. neuvazuje vSechny interakce
jednotlivych elektronti, ale ptfedpoklada, ze kazdy elektron je obklopen pouze silovym polem,
tvofenym ostatnimi elektrony systému. Tento postup pii feSeni Hartree-Fockovych rovnic
se nazyva metoda konzistentniho pole, (zkracené SCF, z anglického ,,Self-Consistent Field*)
nékdy téZ Hartree-Fockova metoda (zkracend HF).[%]

2.3.2 Metody vypocetni chemie

Nejpouzivangjsi vypocetni metody lze rozdélit do tii velkych skupin: metody ab initio
(,,od pocatku®), semiempirické a empirické metody. Metody ab initio jsou bud’ zaloZzeny
najiz zminéné teorii SCF, nebo vyuZivaji k vypoltu energie systému jiny pfistup,
napt. studium elektronové hustoty systému, které bude diskutovdno pozdéji. Aproximace
vlastni v8em ab initio metodam je zavedeni tzv. bazi, které zastupuji samotné vinové funkce
elektroni. Tyto baze funguji na principu MO-LCAO a jsou Souhrnem Slaterovych
nebo Gaussovych funkci, reprezentujicich AO jednotlivych elektrontt v molekule. Slaterovy
atomové orbitaly 1ze vytvofit linearni kombinaci dvou aZ Sesti orbital Gaussovych (jinak téz
obvykle pise do kulatych zavorek, takze napt. vyraz (9s 5p) znaci, ze se jedna o bazi sloZzenou
29 gaussovskych AO typu sa5 gaussidni typu p. V hranatych zavorkach nalezneme
informaci o poctu a typu pouzitych Slaterovych AO. Zna¢nou nevyhodou ab initio ptistupu je
nutnost vypoctu integraltl vSech téchto funkci, ¢imz se zvySuje ¢asova i softwarova naro¢nost
metody. Naproti tomu semiempirické metody zavadéji fadu aproximaci vedouci ke snizeni
poctu téchto integralli, navic se nékteré z nich nepocitaji, ale dosazuji se za n¢ urcité¢ hodnoty
tak, aby vysledek vypoctu odpovidal experimentilni skutecnosti. U empirickych metod
dokonce k vypoctu integrali nedochazi vibec, nebot' jsou piinich misto jednotlivych
gaussianli pouzivana pifedem stanovena Ccisla. Diky témto zjednodusenim jsou jak
semiempirické, tak empirické vypocetni metody Casoveé i vypoctoveé jednodussi, nez metody

ab initio.[5%

Jednou z prvnich vyvinutych semiempirickych metod je metoda CNDO (z angl. ,,Complete
Neglect of Differential Overlap®), ktera pti vypoctech zohlediiuje pouze valen¢ni elektrony

V systému, a navic zanedbavd piekryvové integraly, tj. nezohlednuje vzajemné repulze
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elektrontd. Jeji obménou je INDO (z angl. , Intermediate Neglect of Differential Overlap®),

jez pouziva prekryvovy integral elektronti téhoz atomu a tim zpfesiiuje vypodet.[s]

Specialnim piipadem ab initio metody je vypocet zalozeny na teorii funkcionalu hustoty
(zkratka DFT, z anglického ,,Density Functional Theory*). Tato teorie vychazi z myslenky,
7e existuje vztah mezi energii systému v zakladnim stavu Eo a jeho elektronovou hustotou po,
kterou lze odvodit ze struktury MO. Pii DFT vypoctech nedochazi k sestrojeni vinovych
funkei systému, ale jeho energie je zde pocitana jako funkce elektronové hustoty molekuly.
Na rozdil od HF metody, jejimz vysledkem je energeticka hodnota nazyvana Hartree-Fockova
limita Enr, se DFT pokousi nalézt pfesnou hodnotu celkové energie Eo. Mezi témito dvéma

Cisly je vztah:

Eor =Eo —Epe (5)

Korelaéni energie Exor zahrnuje coulombické repulze elektront a nabyva zapornych hodnot,

nebot’ Eo i Enr < 0 a zaroveti [Eo| > |Enr|.[64]

Ptestoze korelacni energie ziskand pomoci DFT je vysoce pfesnd, jeji vypocet opét vyzaduje
jistou aproximaci, jiZ je dosaZeno pouzitim tzv. hybridniho funkcionalu. Ten zahrnuje jak
Hartree-Fockovu limitu, tak energii ziskanou empiricky nebo ab initio, a dobie popisuje
napt. délky vazeb v systému nebo jeho vibra¢ni frekvence. Jednim z obvyklych funkcionalt je
B3LYP, jehoz pojmenovani vychazi ze jmen jeho tvurci — jedna se o kombinaci
tiiparametrového Beckeho funkcionalu® s funkciondlem vyvinutym Leem, Yangem

a Parrem. 8]

Vycet nekterych metod vypocetni chemie a jejich vlastnosti shrnuje Tabulka II.

Tabulka I1: Piehled vybranych metod pouzivanych ve vypoéetni chemiil®

metody ab initio semiempirické empirické
priklady metod | HF, IEPA, DFT CNDO (INDO/MINDO), EHT, HMO
AM1
vyhody piesnost mensi vypocetni narocnost, vypocetné
nez u metod ab initio nejméné narocné
nevyhody Casova a vypocetni | dopousti se vice chyb nepiesné
naroc¢nost
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2.3.3 Pouziti kvantové-chemickych metod pri studiu anthokyaninii

Tak, jak zacinaji kvantové-chemické vypocetni metody nalézat uplatnéni ve stdle vice
védnich disciplindch, lze v poslednich padesati letech sledovat také jejich pouziti ve vyzkumu
chemie flavonoidnich latek a konkrétnd i anthokyanind.[1 Jiz vroce 1965 vyuzili Boyd
a Singer empirickou metodu HMO (Hiickelova metoda molekulovych orbitalt) pii studiu soli
2-fenylbenzopyrylia a hledani souvislosti mezi jejich energii v zakladnim stavu
a experimentalng uréenym absorpénim maximem v UV-VIS oblasti.[% V devadesatych letech
vétSimu poctu védeckych skupin, zaCaly Siroce uplatiiovat semiempirické metody, jako je
napt. AMI1 (zanglického ,,Austin Method*), kterd dokézala osvétlit vyznam substituce
flavyliového kationtu, ale nedovedla piesn¢ popsat konjugovany m-elektronovy systém této

-----

anthokyanini metoda DFT, konkrétné jeji modifikace, pouzivajici hybridni funkciondly,

tj. kombinaci jednoduché funkce elektronové hustoty a jeji prvni i vyssi derivace.[54

Jednou z dulezitych informaci, jiz je mozné ziskat pomoci kvantové-chemickych vypocta, je
preference molekuly z hlediska jeji geometrie. Energeticky uptednostiiované jsou konformery
(tj. geometrické izomery, jeZ se mohou ménit jeden v druhy pouhou rotaci kolem jednoduché
v n¢kolika riznych podobach. Tym K. Sakaty pouzil ke studiu molekuly pelargonidinu
metodu zalozenou na DFT a hybridnim funkcionalu B3LYP. Studie uvadi, ze je energeticky
preferovano planarni uspofadani flavyliového kationtu této molekuly v plynné fazi,
tzn. dihedralni (torzni) thel mezi B-kruhem a C-kruhem pelargonidinu se blizi 180°.
Ke stejnému zaveéru dospéli také daldi autofi, ktefi tento postulat rozsifili i na zbyvajicich
pét piirodnd se vyskytujicich anthokyanidind.['®"?  Pfi studiu elektronové hustoty
pelargonidinu metodou QTAIM (z anglického ,,Quantum Theory of Atoms in Molecules®)
byla zéaroveinl lokalizovana vodikova vazba, spojujici kruhy B a C, jeZz by mohla byt

vysvétlenim pro preferenci planarniho uspofddani molekuly v jejim zédkladnim stavu.[™!]

Provedené DFT vypocty jsou piesné pii popisu molekul anthokyaninl v plynné fazi.
Pro zohlednéni interakci ¢astic v roztoku je zapotiebi DFT rozsifit o model rozpoustédla.
Tenmiize byt bud explicitni (modely jednotlivych molekul rozpoustédla zasazené

do bezprostfedniho okoli studované molekuly) nebo implicitni (solvent je reprezentovan
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homogennim dielektrikem, jez obklopuje molekuly studované latky). Jedna z metod,
vyuzivajicich tento postup (implicitni model rozpoustédla), je PCM (z anglického
,Polarizable Continuum Model®“). Pfi jejim pouziti lze piedpovidat zmény struktury
anthokyaninl v zavislosti na pH (srovnanim jejich Gibbsovych energii ziskanych pfi vypoctu)
nebo urcit pKa zkoumané latky. Slabinou tohoto pfistupu je zanedbani zmén v rozpoustédle

v zévislosti na &ase, nebot’ spoéteny hamiltonian je ¢asové nezavisly.[67 7

Kromé zékladniho stavu molekul anthokyaninl lze pomoci ab initio metod studovat také
jejich excitované stavy.l®”] Takovyto vyzkum byl také souéasti jiz zmiiované prace K. Sakaty,
v niz byly metodou SE-CI (z anglického ,,Single Excitation-Configuration Interaction®)
poditany excitaéni energie pelargonidinu, kyanidinu a delfinidinu.®® Podobna prace byla
provedena také za pouziti semiempirické metody ZINDO (metoda vychazejici z INDO
po obméné Michaelem Zernerem!®), vniz byly zvypodtenych excitaénich energii
vyvozovany hodnoty Amax (vInové délky elektromagnetického zéfeni, které jsou molekulami
maximalné absorbovéany). Tyto vysledky byly srovnavany s experimentdlné ziskanymi

v

molekul se ziskané Amax nejvice rozchéazely s experimentalnimi daty u pelargonidinu.[’

Vzhledem ktomu, ze anthokyaniny jsou pfirodnimi barvivy s absorpénimi maximy
ve viditelné oblasti svétla, stoji v popiedi zajmu chemikt in silico ur€ovani jejich Amax
asrovnavani vypocitanych hodnot s experimentilné ziskanymi daty. Freitas a jeho tym
srovnavali vysledky semiempirickych metod (INDO a AM1) a DFT v kombinaci s PCM
pti hledani absorpéniho maxima osmnacti riznych soli flavylia. Zatimco DFT metoda méla
tendence hodnoty Amax obecné podhodnocovat, metoda INDO byla ptesné pii vypoctech Amax

flavyliového kationtu. Na druhou stranu ale selhavala pii popisu chinonové baze.[™

Kromé vyse zminénych ptikladi pouziti vypocetnich metod pii studiu vlastnosti volnych
anthokyanint byly kvantové-chemické metody vyuzity také pro ucely vyzkumu produktl
kopigmentace a komplexace anthokyaninovych barviv a s nimi spojenych nekovalentnich
interakci. Pti hledani optimalni geometrie nekovalentnich komplexti anthokyaninovych barviv
neni presnost klasické DFT metody dostatecna, proto byly vyvinuty dal§i specialni
funkcionaly, zahrnujici disperzni sily, jez jsou soucdsti van der Waalsovych interakci.
Nekovalentni komplexy je mozno zkoumat také s ohledem na jejich spektralni vlastnosti.

Diky RSH funkciondlu (z angl. ,,Range-Separated Hybrid*) Ize na zadkladé¢ DFT predikovat také
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velikost posunu absorpéniho maxima v UV-VIS oblasti pro vznikly komplex ve srovnani

s piivodnim anthokyaninem. "7l

2.3.4 Vypocetni chemie ve vyzkumu fragmentac¢nich procesi

Pro interpretaci fragmentacnich spekter ziskanych pii CID experimentu je vyuzivano tady
postupil, které jsou Casto obsazeny ve specializovaném software. Zpusoby (pocitacového)
vyhodnocovani MS spekter 1ze obecné rozdelit do nékolika skupin: predikce fragmentacnich
spekter na zékladé fragmentacnich pravidel, kombinatoricky ptistup, predikce molekulového
»otisku prstu“ (z anglického ,,molecular fingerprint“) a interpretace na zakladé metod
vypocetni chemie. Prvni tfi jmenované postupy jsou zaloZzeny na rozsahlych databéazich
a vyzaduji tak manudlni tvorbu zdkladnich algoritmd, s jejichz pomoci jsou fragmentacni
spektra generovana nebo prifazena k uréit¢é molekule ¢i skupiné latek. Na zaklade
fragmentac¢nich pravidel funguji programy Mass Frontier (Thermo Scientific, San Jose, CA,
USA), ACD/MS Fragmenter (Advanced Chemistry Labs, Toronto, Kanada) a dalsi.
Ty vyvozuji mechanismy S$tépeni dané molekuly z algoritmu pro reakce v EI a zaroven
prohledavaji databazi spekter prejatych z relevantni literatury. Pfi kombinatorickém pfistupu
jsou automaticky generovany veskeré fragmenty vznikajici pii Sté€peni vSech vazeb
v molekule (¢imz ovSem dochazi k nadhodnocovani poctu realnych fragmentacnich cest).
Kompetitivni modelovani fragmentacnich spekter kombinuje oba ptedchozi postupy —
na zéklad¢ fragmentacnich pravidel vysvétluje pouze signaly skutecné nalezené ve spektru.
Predikce molekulového ,,otisku prstu vychdzi z manualné sestavenych fragmentacnich
schémat, jez byly experimentaln& ovéfeny pro jednotlivé skupiny latek.U’”] Tyto piistupy
(narozdil od kvantové chemickych vypoétl) nevychazeji piimo z termodynamickych dat
vztahujicich se ke studovanym fragmenta¢nim dé&jam, ani neberou v potaz MO a jejich vliv

na (de)protonaci molekuly, a v disledku tedy na §tépeni vazeb pii CID.I"®

Naproti tomu metody vypocetni chemie umoziuji zpiesnit a racionalizovat mozné
fragmentacni cesty, nebot’ postihuji chovani molekul az na subatomarni irovni (tzn. vlastnosti
vychézejici z povahy AO). Pfi vypoctech navic nemusi byt pouzivany metody, zohlediujici
vliv rozpoustédla, nebot’ procesy doprovazejici CID se odehravaji v plynné fazi ve vakuu
(prostor kolizni cely) nebo v prostfedi, kde se tlak méni od atmosférického aZ po vysokeé
vakuum (atmosféricky nebo vakuovy iontovy zdroj a Casti iontové optiky pied a za kolizni

celou). Jednim z moznych postupli dobfe popisujicich naptiklad proces ESI je srovnavani
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energii molekuly pfi jeji protonizaci na rtiznych atomech (atomy uhliku a heteroatomy
pfitomné ve skeletu molekuly) a sledovani zmén v délce vazeb a vazebnych Ghlti mezi atomy

tvoficimi jednotlivé vazby.[l

V oblasti fragmentaci jsou vyuzivany jak semiempirické, tak ab initio metody. Napiiklad
Holman se svym tymem ve své praci vyuzil metodu AM1 k piedbézné optimalizaci 3D
struktury 4-benzensulfinyl-3-methylfenylaminu, aby nasledné pocital protonovou afinitu
této latky v plynné fazi za pouziti DFT a funkcionalu B3LYP.["®) Metody AM1 a DFT
(B3LYP) také zminuji P. Wright, A. Alex a F. Pullen ve spojitosti se studiem fragmentac¢nich
cest patnacti vybranych latek, jakozto zastupcl riznych skupin analyti zkoumanych pomoci
CID-MS. Své tivahy o misté preferované protonizace molekul zaklddali na prodluzovani
vazby mezi protonizovanym heteroatomem a sousednim uhlikem ($té€peni vazeb uhlik-uhlik
nebylo pfi experimentech pozorovano, a tudiz nebylo brano v potaz). Obé pouzité kvantove-
chemické metody spély ke shodnym vysledkiim, ztohoto divodu upfednostnili autofi
semiempirickou metodu AMI, jeZ je vypoletnd méné naro¢na.%¥l Také vyzkumnici
z Lisabonské univerzity zalozili svou praci na semiempirickych metodach. Z jejich studie
vyplyva, Zze semiempirické metody neposkytuji tak piesné hodnoty protonovych afinit
vybranych aminokyselin, jaké dokazi generovat metody ab initio. Pro posouzeni preferenci

protonizaénich mist jsou vSak dostatené spravné.8%

Védeckd skupina Patricie Wright ovéfovala shodu DFT (B3LYP) vypocti s CID-MS
experimentem na pestré Skale latek, od jednoduchych fenold, kortizonu a reserpinu
az po 1é¢iva a jejich metabolity.53788L821 \/ praci, zabyvajici se fragmentaci sulfoxidi, bylo

provedeno také srovnani metod na bazi DFT s HF metodou. !

Studii, zabyvajici se fragmentaci pelargonidin-3,5-diglukosidu a kyanidin-3,5-diglukosidu
Vv kolizni cele hmotnostniho spektrometru a pouZzivajici zaroven k osvétleni pravdépodobnych
fragmenta¢nich cest kvantové-chemické vypocty, publikovali J. Barnes a K. Schug.
Zkoumane¢ anthokyaniny byly extrahovany z okvétnich listka riizi, separovany pomoci HPLC
a analyzovany za pouziti ESI-QIT-TOF-MS. Paralelné s experimentalnimi pokusy, na jejichz
zaklad¢ byla provedena interpretace stépeni vazeb uhlik-uhlik uvniti C-kruhu aglykonu, byly
tyto procesy zkoumény DFT/B3LYP metodou. Nejpravdépodobnéjsi produkty

cv w7

vypoétin.[B Obdobny piistup zvolili také Kurka a kol., ktefi zkoumali fragmentaci molekuly
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5-methylpyranopelargonidinu pfi CID v ESI-QqTOF-MS (tj. dvojity kvadrupdl spojeny
S prilletovym analyzatorem). Experimentidlné ziskanid data byla v této praci srovndvana
s Gibbsovymi energiemi ziskanymi metodou DFT/B3LYP, jez pomohly odhalit energeticky
preferované piesuny vodiku v rdmci molekuly a mista pravdépodobného stépeni vody a oxidu

uhelnatého. [}
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni
Pro hmotnostné-spektrometrické studium pelargonidinu byly pouzity tyto pfistroje:

- hmotnostni spektrometr Synapt G2-S (Waters, Millford, USA) vybaveny
elektrosprejem, kvadrupdlem pro selekci iontt, dvéma koliznimi celami, celou
pro méfeni iontové mobility a analyzatorem doby letu v ortogondlnim uspotadani

a s ESI jako iontovym zdrojem

- hmotnostni spektrometr LCQ Deca (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

s elektrosprejem a analyzatorem na principu iontové pasti

3.2 Chemikalie

V praktické ¢asti diplomové prace byly vyuzity nasledujici chemikalie: pelargonidin-chlorid
purum, methanol (>99,9 %), deuterovany methanol (99,8 % D), kyselina mravenci
pro MS (~98 %); vse od Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Postupy kvantové-chemickych vypoctia

Veskeré kvantové-chemické vypolty vtéto praci byly provedeny za pomoci software
Gaussian 09 (Gaussian, Inc., Wallingford, USA). Jako metoda byla pouzita DFT
s funkcionalem B3LYP a sadou bazi 6-311+G(2d,p). V ne€kolika ptipadech byl vypocetni Cas
nutny k dosazeni vysledku zkracen ptedzpracovanim vypoctu za pouziti semiempirické
metody AM1 (rovnéz v programu Gaussian 09), nebo silového pole MMFF94 v programu
Avogadro 1.1.1 (GNU General Public License). Optimalizace geometrie molekuly probihala
na zaklad¢ hledani lokalniho minima (energetické minimum, zkracené¢ OPT) nebo sedlového
bodu (tranzitni stav, zkracené TS) na ploSe potencidlni energie. Zaroven byla pifi kazdém
vypoctu provadéna analyza frekvenci — vykazovala-li optimalizovana molekula pfesné jednu
imaginarni frekvenci, byla tato struktura oznacena za tranzitni stav, pokud zaporna frekvence

nalezena nebyla, byla struktura povazovana za minimum. Pro podrobné studium plochy
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potencidlni energie molekuly pelargonidinu (zévislost celkové energie systému na jeho
geometrii) byl pouzit sken plochy potencialni energie (PES sken, z angl. ,,Potential Energy
Surface scan®). V ptipad¢, kdy nebyl nalezen vhodny TS, byl tento nahrazen single point
vypoctem energie molekuly v misté nejnizsi energie na kiivce PES. Vypocty, zkoumajici TS
deuteria pfi jeho pohybu po perdeuterované molekule, byly zaddny pomoci modifikace
(1s0=2), dosazené do tadku pfislusného vodiku. Piihledani preferovanych energetickych
minim a tranzitnich stava byly srovnavany hodnoty Gibbsovy energie nalezenych
optimalizovanych struktur (pfi vypoctech byla pouzita teplotni korekce). Nomenklatura
pouzivand ve vypoctové ¢asti diplomové prace je shodna s tou, jiz uvadi Obrazky 1 a 6,
pficemz ¢islovani kyslika a vodiki je odvozeno od ¢isla skeletalniho uhliku, na néjz jsou tyto

atomy navazany (vice v kapitole 4.2.1).

3.3.2 Technika méieni MS spekter

Pro studium fragmentace pelarognidinu byla provedena fada experimentl, pii niz byl
rodi¢ovsky ion izolovan pfislusSnym analyzatorem (kvadrupo6l nebo iontova past), kolizné
aktivovan a Vtandemovém experimentu byly proméfeny ionty vznikajici rozpadem
rodicovské molekuly. Takto ziskand data byla interpretovana na zdkladé¢ znamych
fragmenta¢nich pravidel a vysledkii podobnych studii publikovanych v pivodni literatufe,
zabyvajicich se chovanim anthokyanidinti pii CID-MS. Struktury vznikajicich produktovych
iontd byly potvrzovany také s vyuzitim programu Mass Frontier (Thermo Scientific, San Jose,
CA, USA).[L47:4955] 7iskan4 data a navrzené struktury byly nasledné porovnavany s kvantové-

chemickymi vypocty.

Meéteni hmotnostnich spekter Cistého standardu pelargonidinu probéhlo na dvou pfistrojich.
Pti pouziti ptistroje Synapt G2-S byl nastfikovan Pg (c = 10 mg/l) rozpusStény v okyseleném
methanolu (methanol : voda : kys. mravenéi 80 :20 : 1 -v/vlv). Nastaveni parametri méteni

bylo nasledujici:

- ionizaéni mod: ESI+
- pritok vzorku (pfimé zavadéni roztoku pelargonidinu do iontového zdroje): 5 pul/min
- teplota vyhtivané kapilary: 250 °C

- napéti na kapilare: 2,5 kV
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- snimany rozsah m/z: 50 — 1200 Da
- pfi dvojnasobné CID pelargonidinu (pfed a za iontové-mobilitni separaci) byly pouzity
energie 45 eV vprvni kolizni cele (,,Trap“) a/nebo 40 eV v druhé kolizni cele

(,» Transfer)

Ptistroj je vybaven kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem, dvéma koliznimi
celami, iontové-mobilitnim  separatorem  (IMS) a analyzatorem typu TOF.
Toto uspotadani hmotnostniho spektrometru umoziuje izolaci rodi¢ovského iontu
pomoci kvadrup6lu, jeho fragmentaci v prvni kolizni cele (,,Trap®), separaci
vznikajicich fragmenti za pomoci IMS, a nasledné¢ dalSi fragmentaci takto
separovanych produktovych iond v druhé kolizni cele (,,Transfer®). Timto zplisobem
lze rozli§it prvni i druhou generaci fragmentd (v analogii k MS? aMS?
experimentim). Na zavér ionty prochdzeji ortogondlnim TOF (sekce ,,QuanTOF”),
kde jsou separovany podle poméru m/z a detekovany. Méfeni s vyuzitim
hmotnostniho spektrometru umoziovalo tedy méfeni piesné a spravné hmotnosti
vznikajicich fragmentl a jejich separaci na zéklad¢ rozdild v hodnotach iontové
mobility. Tento pfistroj by rovnéz pouzit pro studium vlivu kolizni energie na vytézek
jednotlivych fragmentt pelargonidinu. Popsany princip fragmentace a separace iontl

ilustruje Obrazek 8.

INTELLTSTART
ANALYTE SPRAY LOCKMASS SPRAY
o — TRIWAVE

T DRUPOLE 'SEPRRATION
IONGUDE | .. QUADRUPOLE ==l roap TRANSFER

Obriazek 8: Schéma fragmentace analytu uvnitt piistroje Synapt G2-SI!
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Pii pouziti piistroje LCQ Deca bylo provedeno méfeni roztoku Pg (c = 60 mg/l) v methanolu

a deuterovaném methanolu. Nastaveni parametrd méfeni bylo nasledujici:

- ioniza¢ni mod: ESI+

- pritok vzorku (pfimé zavadéni roztoku pelargonidinu do iontového zdroje): 5 pul/min
- teplota vyhtivané kapilary: 275 °C

- snimany rozsah m/z: 65 — 300 Da

- §ifka vybiraného okna pro MS": 0,6 Da

- parametr g: 0,3
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4 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

4.1 Fragmentace pelargonidinu v kolizni cele hmotnostniho

spektrometru

Pti nizkoenergetické CID dochazi k fragmentaci anthokyanidini za vzniku produktovych
iontd, jejichz cast se od prekurzorového iontu lisi o nasobky 18 a 28 jednotek m/z. Chovani
takovych iontl odpovida kaskadé postupnych ztrat oxidu uhelnatého a vody, které je vlastni

jak anthokyanidintim!®”], tak polyfenolickym latkam obecné.!”]

Typické fragmentacni spektrum Pg je ukazano na Obrazku 9. Se zvySujici se kolizni energii
lze pozorovat zmény ve fragmentaénim spektru pelargonidinu, nebot ion prekurzoru se
snadnéji rozpadé na produktové ionty (viz Obrazek 10) a ty jsou dale Stépeny za vzniku stale
mensich fragmentd (Obrazek 11). Z poméru jednotlivych signalli Ize obecné usuzovat, které
fragmentacni cesty jsou preferovany kineticky (probiha takova reakce, jez mé niz§i aktivacni
bariéru) a které termodynamicky (probiha takova reakce, jejiz produkt ma niz§i energii
v zékladnim stavu) — signal, jenz je dominantni pii niZSich koliznich energiich, patii kineticky
fizenému d¢&ji, signal prevladajici pii vyssi kolizni energii souvisi s termodynamicky
pohan&nym procesem (Obrazek 12) (6]
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Obrazek 9: Fragmentacni spektrum iontu m/z = 271,0653 s navrhy slozeni produktovych iontl vznikajicich
ztratami malych molekul (vznik dominantniho piku m/z = 121,0314 a dal$ich fragmentt bude vysvétlen
pozdé&ji); k fragmentaci molekuly Pg izolované pomoci kvadrupolu dochézelo v kolizni cele ,,Trap* pii kolizni
energii 40 eV; intenzita signdlu zakladniho piku je 1,47-107
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Pii dodani potiebné energie se z ionizované molekuly pelargonidinu [M]*, m/z = 271,0653
(odchylka od teoretické pfesné hmoty d = +4,7 mDa), nejprve odstépuje oxid uhelnaty
za vzniku iontu [M-CQ]*, m/z = 243,0695 (d = +3,8 mDa), a voda za vzniku iontu [M-H.0]",
m/z = 253,0506 (d = +0,5 mDa). Zmény relativnich intenzit téchto produktovych iontd
s rostouci kolizni energii ukazuje Obrazek 11. Je patrné, ze intenzita fragmentu vznikajiciho
po odstépeni CO je daleko vyssi, nez intenzity fragmentu po odsStépeni vody. Obrazek 12
ukazuje zmény v pomérech intenzit obou téchto fragmenti (Spm-coj/Sim-H.07%). S vyjimkou
prvniho méfeného bodu dochdzi u malych koliznich energii k nartstu tohoto poméru,
coz naznacuje, ze ztrata oxidu uhelnatého je kineticky preferovana. Pii vysSich koliznich

energiich jiz dochazi k poklesu tohoto poméru, coz je dano naslednymi fragmentacemi z obou

iontu.
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Obrazek 10: Zavislost relativni intenzity signalu pelargonidinu (m/z = 271,0653) na kolizni energii;
S»71(CE=0) odkazuje k intenzité signalu prekurzorového iontu pti pouZiti nulové kolizni energie

Dalsimi procesy vznikaji men$ich fragmenty, které mohou byt bud produkty odstépeni
dalsich molekul CO a H20, pfipadné jinych neutralnich molekul (napf. ketenu), nebo rozpadu
uhlikového skeletu molekuly za soucasného rozstépeni vétsiho poctu vazeb (napt. RDA).
Tabulka III shrnuje vyznamné piky pfitomné ve spektru Pg pii jeho CID (tabulka byla

vytvofena na zakladé¢ spektra z Obrazku 9).
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relativni intenzita signalu
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Obrazek 11: Zména intenzity signalu produktovych iontt, odpovidajicich §tépeni vody (m/z = 253,0506)
a oxidu uhelnatého (m/z = 243,0695) se vzristajici kolizni energii; Sy71(CE=0) odkazuje K intenzité signalu

prekurzorového iontu pfi pouziti nulové kolizni energie
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Obrazek 12: Zména pomé&ru signalu iontl 243 a 253 se zvySujici se kolizni energii; S»7:(CE=0) odkazuje
K intenzité signalu prekurzorového iontu pii pouziti nulové kolizn{ energie
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Tabulka I11: Signaly pozorované pii fragmentaci pelargonidinu v MS/MS skenu a jejich navrhované sloZeni

oy e | VoS ek | it oo
[M]* 271,0606 271,0653 47
[M-H.0]* 253,0501 253,0506 05
[M-COJ* 243,0657 243,0695 38
[M-OH-COJ** 226,0630 226,0661 3.1
[M-H,0-COJ* 225,0552 225,0566 1,4
[M-2CO]* 215,0708 215,0731 2,3
[M-CO-CH,0]" 213,0552 213,0551 0,1
[M-H.0-2COJ* 197,0603 197,0638 35
[M-2CO-CH,0]"* 185,0603 185,0594 0,9
[M-H,0-3CO]* 169,0653 169,0685 3.2
[M-2CO-CH,0-OH]** 168,0575 168,0598 23
[M-H,0-2CO-C,H.0]* 155,0497 155,0476 2,1
[M-2H,0-3COJ"* 151,0548 151,0573 2,5
[M-3CO-C;H,0]* 145,0653 145,0668 15
[M-H,0-4COJ* 141,0704 141,073 2,6
[M-2C0O-2C;H,0]* 131,0497 131,0502 05
[M-H,0-3CO-C,H.0]* 127,0548 127,0539 -0,9
03A* neho %2B* 121,0290 121,0314 24
[M-4CO-C;H,0]* 117,0704 117,0693 1,1
[M-3C0O-C,H20-CH,0]* 115,0548 115,0568 2,0
93A*-CO nebo °2B*-CO 93,0340 93,0324 1,6
03A*-2CO nebo °2B*-2CO 65,0391 65,0395 04

Pfi pouziti kolizni energie v rozsahu 25 az 45 eV je pozorovanym dominantnim signalem
(zakladnim pikem ve spektru) fragmentovy ion s m/z = 121,0290. Tento fragment vznika
retro Diels-Alderovym Stépenim a skryva v sob& dva riizné strukturni izomery, které jsou oba
produkty §tépeni dvou vazeb v C-kruhu, z nichZ ovsem jeden je pozistatkem A-kruhu (®2AY)
a zdkladem druhé formy je B-kruh (®?B*) (struktura fragmentl viz Obrazek 13). Tyto dva
izomery od sebe nelze ve spektru Pg odlisit, diferenciace vSak lze dosahnout pouzitim

izotopového znaceni, viz kapitola 4.1.2.
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Obrazek 13: Ukéazka dvou moznych struktur iontu s m/z = 121: a) fragment %2B*, b) fragment ®3A*

Vedle vyse zminénych obvyklych fragmentacnich mechanismu, které jsou charakteristické
pro celou skupinu anthokyanidinal® i mnohé dalsi flavonoidni latky™¥, jsou v CID
pelargonidinu pozorovany také nékteré méné bézné a zajimavé fragmentacni procesy.
Z molekuly Pg se v dalsich krocich muze odstépovat keten (C2H20, ztrata 42 jednotek m/z),
Vv literatuie nalezneme také zminky o Stépeni formaldehydu (CH20, ztrata 30 jednotek m/z).
Takovéto ztraty stoji pravdépodobné za vznikem ionti s m/z = 213; 185; 168; 155; 145; 131;
127; 117 a 115. Takovato S$tépeni jsou navrhovana také Barnesem a Schugem!®

nebo Oliveirou a kol %!

V MS/MS spektru byl zaznamenan také pomérné silny signal fragmentu s m/z 226 (jeho
intenzita dosahovala maxima pii kolizni energii 28 eV). Tento signal byl pfifazen iontu
[M-OH-CQO]J**, vznikajicimu ztratou CO po odstépeni -OH radikalu. Fragment vznikajici
homolytickym $tépenim vazby mezi hydroxylem a uhlikem, ktery je ve spektru rovnéz
pozorovan (slaby signal s m/z 254) by mohl byt prekurzorem vyznamného produktového
iontu s m/z 226. Obdobnym zpisobem by mohl vznikat také produktovy ion s m/z 168
(po odstupu dalsiho CO a formaldehydu ziontu 226). Tuto teorii podporuji vysledky
experimentu s deuterovanym pelargonidinem, které lze nalézt v kapitole 4.1.2. Ztrata
hydroxylového radikalu neni pfi fragmentaci flavonoidnich latek zcela neobvyklym jevem.
Tento proces pozorovali pti fragmentaci anthokyanidint, jejichz B-kruh je substituovan pouze
hydroxylovymi skupinami, také Oliveira a kol. (vznik [M-OH-CO]"™* pfi vysokoenergetické
CID Dp, Mv, Pn a Cy za pouziti kolizni energie 400 eV) — viz teoreticka Cast, kapitola
2.25.14
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4.1.1 Vyuziti iontové-mobilitni separace p¥i studiu fragmentacnich mechanismu

pelargonidinu

Fragmentacni MS spektra zkonstruovand po méfeni na pfistroji Synapt G2-S zplsobem
popsanym v kapitole 3.3.2 poslouzila k potvrzeni navrhovanych vzorcti pro nékteré
pozorované signaly v Tabulce Ill, nebot umoznila sledovani dal$i fragmentace téchto
produktovych iontti Pg. Takto bylo napf. prokazano, ze ion s m/z 121 skute¢né fragmentuje
za vzniku iontu 93 (potvrzeni schématu v Obrazku 21 na konci kapitoly 4.1.2). Provedena
IMS také umoznila separovat a nasledné fragmentovat produktové ionty [M-H20]*
(m/z =253) a [M-COJ]" (m/z = 243). Fragmentace téchto iontd pomoci QIT (vice v dalsi
kapitole) nedovoluje pozorovat jejich produktové ionty S malou hodnotou m/z (napf. ion 121),
nebot’ tyto jsou v iontové pasti diskriminovany a intenzita jejich signalu je velmi mal4.[®
Srovnani spekter z Obrazka 9 a 15 ukazuje, ze vytéznost iontu 121 je dostatecnd pii pouziti
pfistroje s jinym hmotnostnim analyzatorem (Synapt G2-S). Z tohoto diivodu byla s vyuzitim
IMS vytvofena MS/MS spektra iontd [M-H20]" a [M-CO]" a ta byla poté srovnavéana
s MS/MS spektrem Pg. Tato spektra jsou uvedena na Obrazku 14.

Ackoliv lze na zaklad¢ téchto spekter s jistotou fici, ze ion 121 vznika také ziontu 253
a/nebo 243, vytézek tohoto produktového iontu z molekuly prekurzoru je vyznamné vyssi,
nez ze zminénych fragmenti. Takto byla potvrzena relevance schématu v Obrazku 18
nasledujici kapitoly (fragmentaéni mechanismus popisujici postupny vznik iontd
271 — 215 — 149 — 121), zaroven vSak lze vyvozovat, ze navrzeny mechanismus neni
jediny mozny. Pfi pohledu na pomér intenzit produktovych iontli s m/z = 121 a 115 (sloZeni
viz Tabulka II1) ve spektrech [M]" a [M-H20]*/[M-CO]" se nabizi piedstava, ze zatimco ion
121 je ptedevsim vysledkem RDA $tépeni intaktniho prekurzorového iontu Pg, po ztraté malé
molekuly (H20 nebo CO) dochazi snadnéji ke $tépeni dalsich neutralnich ztrat a vzniku iontu
115.4 Tento jev také podporuje hypotézu, 7e ion 121 odpovida °2A* nebo °%?B*

a tudiz pfi ztrat€ H20 nebo CO klesa pravdépodobnost nasledného vzniku takovéto struktury.
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Obrazek 14: Mobilogramy Pg (1a), iontu 253 (1b) a iontu 243 (1c) a pfislu$na iontové-mobilitni MS/MS
spektra iontl 243/253 (2a, jejich spektra nebylo mozné oddélit z davodu pfilis blizkych driftovych ¢asti z IMS)
a Pg (2b); intenzity zakladnich pikd jsou uvedeny vzdy v pravém hornim rohu
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4.1.2 Srovnani fragmentace deuterovaného a nedeuterovaného pelargonidinu

Anthokyanidiny mohou protony Vv hydroxylech vyménovat zavodiky protického
rozpoustédla. Na zakladé shodného mechanismu mize dochazet k zaméné leh¢iho izotopu
vodiku *H v molekule pelargonidinu za t&z§i deuterium ?H neboli D, je-1i latka rozpousténa
v deuterovaném rozpoustédle.[®8 Pro ziskani analogickych fragmentacnich dat, jeZ se v3ak lisi
po¢tem D navazanych na pelargonidin, byl Pg rozpoustén jak Vv bézném,
tak v perdeuterovaném methanolu (CD3OD), a nasledné¢ byly obé tyto formy Pg
fragmentovany pomoci ESI-QIT-MS pfistroje. Ziskana fragmentaéni spektra byla
analogickd _ vétSina pozorovanych fragmentacnich cest se neliSila pro deuterovanou
a nedeuterovanou formu pelargonidinu, coZz potvrzuje vhodnost pouziti deuterovanych
analogii anthokyanidini pro studium jejich chovani piti CID. AvsSak soucasny pohled
na nékteré rozdily v chovani téchto dvou forem Pg v iontové pasti mize také piinaset lepsi

pochopeni probihajicich fragmentaénich mechanismi.[*%]

Pti solvataci Pg deuterovanym methanolem dochazi k zdméné az Ctyf protonti za deuterium.
Takto vznika série iontd s m/z = 271; 272; 273; 274 a 275, jez jsou generovany zhruba
vpomeru 1 :2,5:2,5: 1,75 : 1 (stanoveno pomoci vnitini normalizace). Pro jednoduchost byl
k dal§im fragmentacim vybiran pouze ion s m/z = 275, jenz odpovida Pg se vSemi ¢tyfmi H
nahrazenymi D (perdeuterovanému Pg, D-PQ). Jeho fragmentacni spektra byla srovnévana se
spektry iontu m/z = 271, odpovidajicitho nedeuterovanému Pg. Fragmentaci obou forem Pg

Vv prvnim kroku a ndvrhy moznych vznikajicich produktovych iontl ukazuje Obrazek 15.

Ve spektrech ziskanych meéfenim v iontové pasti dominuji signdly, jez jsou disledkem
neutralnich ztrat (CO, H2O apod.) a RDA S$tépeni C-kruhu je minoritnim jevem.
Toto pozorovani je ve shodé se zavéry prace J. Kanga a kol.®®! V prvnim kroku dochézi
k odstépeni vody v podobé H20 v piipadé Pg a jejich deuterovanych forem v pripadé D-Pg.
Pomér intenzit produktovych iontl vznikajicich ztratou HDO a D20 je asi 12 : 1. MoZnym
vysvétlenim dominance iontu [M-HDO]" je fakt, ze vazba C-D vznikajici pfi pfenosu D
z jednoho hydroxylu ptes skeletalni uhliky k druhému hydroxylu je asi o 5 kJ/mol siln¢jsi, nez
vazba C-H, Snadnéji proto dochazi k prenosu skeletdlniho H na -OD skupinu za vzniku
odstépené molekuly HDO. Tuto teorii podporuji také vysledky kvantové-chemickych
vypoctl, provedenych na D-Pg (vice v kapitole 4.2.4) a zavéry prace D. Bilusicha a kol.,

vV niz byla analogicky srovnavana ztrata HDS/D,S.[°!]
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Obrazek 15: Fragmentace Pg a D-Pg s navrhy slo

a1,72.10* (D-Pg)
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Ve spektrech Pg i D-Pg byly navic pozorovany piky odpovidajici iontim [M-OH-CQOJ]**
(m/z = 226) a [M-OD-CO]** (m/z = 229). Navrzené slozeni téchto fragmentli potvrzuje také
piitomnost jejich prekurzorti [M-OH]™, resp. [M-OD]** (m/z = 254, resp. 257), jejichZ signal
je viditelny u obou forem Pg, ale u deuterované dokonce dosahuje asi Ctvrtiny intenzity
signalu iontu [M-HDO]* (viz Obrazek 16). To, ze fragment [M-OD-CQO]** vznika skute¢né
z iontu [M-OD]** dokazuje piitomnost signalu 229 ve spektru 257 (detail v Obrazku 16b).

Dalsi vyraznou ztratou je odstépeni oxidu uhelnatého, které generuje u obou forem
pelargonidinu shodné neutralni ztraty, 1ze tedy pozorovat fetézec produktovych ionti lisicich
se vzdy o 28 jednotek m/z a vzdjemné posunuty o Ctyii jednotky m/z. Za zminku stoji rozdily
v intenzitdch fragmentd vznikajicich naslednymi ztratami vody a CO. Nasledné odstépeni CO
z fragment [M-H20]" resp. [M-HDQ]" probih4 u Pg i D-Pg pomé&mé snadno. Naproti tomu
nasledna fragmentace v prohozeném pofadi neutralnich ztrat, tj. ods$tépeni molekuly vody
z fragmentu [M-CO]*, dava ve spektru Pg slaby signal (nasleduje kaskada ztrat CO).
Vysvétlenim tohoto jevu by mohlo byt pravidlo, podle néhoz se snadnéji Stépi takova malé
neutrdlni molekula, kterda ma vys$$i ionizaéni energii (pfi¢emz ionizacni energie oxidu
uhelnatého je 14,014 eV a vody 12,627 eV a ioniza¢ni energie HDO je asi 0 0,003 eV vyssi,

neZ ionizaéni energie H,0).[192%3

Po odstépeni dvou CO dochazi v ptipadé Pg i D-Pg ke ztrat¢ ketenu C2H2O (m/z = 42)
resp. C;HDO (m/z = 43). Dtivodem pro to, Ze se keten s vyznamngj$im vytézkem odstépuje
az ve tietim kroku, maze byt opét vyse zminéné pravidlo, nebot’ C2H20 ma ze vSech malych
neutralnich ztrat nejniz§i ionizatni energii (9,619 eV).’ Ztratou ketenu vznika ion
sm/z =173 resp. 176 (v ptipadé Pg resp. D-Pg). Ve spektru D-Pg lze pozorovat také signal
odpovidajici iontu 177, jenz vznika z iontu [M-2CQ]" ztratou 42 jednotek m/z. Vysvétlenim
takovéto sudé ztraty mize byt Sté€peni radikalu *C20D, které ovSem nemiiZze byt vysvétleno
béznymi procesy pozorovanymi u studované molekuly. Ac¢koli jde o pomérné neobvykly jev,
vznik radikala, kontrakce aexpanze SestiCetnych cykld a vznik novych kruhd jsou
u polyfenolickych latek v literatufe popisovany.®® Navrzenad hypotéza vsak vyzaduje

potvrzeni dal§imi experimenty a vypocty, které presahuji ramec této diplomové prace.
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Obriazek 16: Detail spekter a) Pg a b) D-Pg ukazujici signaly fragmenta s lichym poétem elektrond,
tj. radikal-kationtt (MS? iontdi s m/z 271 a 275 probihalo pfi normalizované kolizni energii 52 resp. 47, intenzita
signalu zakladniho piku je zobrazena v levém hornim rohu kazdého spektra); soucasti b) je také detail MS3
spektra radikal-kationtu m/z = 257 (méfeni prob&hlo pii normalizované kolizni energii 45) s vyzna¢enym iontem
m/z = 229 (intenzita tohoto zakladniho piku je 212)
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V koliznich spektrech Pg a D-Pg lze srelativné vysokou intenzitou nalézt rovnéz piky
sm/z =151 (ve spektru D-Pg) resp. m/z = 149 (ve spektru Pg). Tyto fragmenty jsou také
zfejmé& produkty nasledné fragmentace iontt [M-2CO]" (m/z = 215 am/z = 219), coz bylo
potvrzeno cilenymi MS" experimenty. Na zakladé experimentli, porovnavajicich chovani
nedeuterované¢ho a deuterovaného pelargonidinu, Ize fragmentacni cestu vedouci K jejich
vzniku formulovat néasledovné: Nejdiive dojde k jiz popisované ztrat¢ dvou CO z piivodni
molekuly a vzniku iontu m/z 215, resp. m/z 219. V dal$im kroku dochazi k odstépeni B-kruhu
a vzniku iontti m/z 149, resp. m/z 151 (Obrazky 18 a 20). Signaly iontt 149/151 Ize pozorovat
v MS? fragmentac¢nich spektrech produktovych iont 215/219, jez jsou generovany z Pg/D-Pg
(Obrazky 17 a 19). V nasledujicim kroku (MS?) jiz neni vytéznost iontii dostateéna, dikaz
0 pfitomnosti iontli 121/123 byl nalezen opét v MS® fragmentaénich spektrech 149/151
vznikajicich pfimo z Pg/D-Pg. Pfitomnost signalti pii m/z 215 a 149 ve spektru Pg byla
potvrzena také pii méfeni na pristroji Synapt G2-S. Nameétené piesné hmoty téchto iontd

m/z = 215,0731 am/z = 149,0256 se lisi od teoretickych o +2,3 resp. +1,7 mDa.
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Obrazek 17: MS®spektrum Pg s detailem iontu s m/z = 149; v prvnim kroku byl v QIT fragmentovan ion 271
(Pg) pfi normalizované kolizni energii 45 za vzniku iontu 215 a ten dale fragmentovan pfi normalizované kolizni
energii 40; intenzita signalu zakladniho piku je 21500, pik 149 ma intenzitu 1200
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Obrazek 18: Navrhovany fragmenta¢ni mechanismus pro vznik ionti S m/z 215, 149 a 121
(misto $tépeni je naznaceno pierusovanou ¢arou)
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Obrazek 19: MS® spektrum D-Pg v okoli iontu s m/z = 151; v prvnim kroku byl v QIT fragmentovén ion 275
(D-Pg) pti normalizované kolizni energii 47 za vzniku iontu 219 a ten déle fragmentovan pti normalizované
kolizni energii 45; intenzita signalu zakladniho piku je 596
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Obrazek 20: Navrhovany fragmenta¢ni mechanismus pro vznik iontti s m/z 219, 151 a 123
(misto Stépeni je naznaceno pierusovanou carou)

Produktové ionty sm/z = 121 (Pg) a 123 (D-Pg) mohou vznikat bud’ vySe popsanym
mechanismem, nebo RDA $tépenim dvou vazeb v C-kruhu. To bylo diskutovano jiz na strané
37 a mize mit za nasledek vznik fragmentd s m/z = 121 (Pg) nebo m/z = 122 a 123 (D-Pg).
Zatimco u Pg jsou ionty A" a %2B* izobarické (tj. maji shodnou hodnotu m/z), pfi §tépeni
D-Pg Ize %2A* (m/z = 123) od %?B* (m/z = 122) odlisit. Zaznamy CID spekter téchto
produktovych iontd spolu snavrZzenymi fragmentaénimi mechanismy jsou ukdzany

na Obrazcich 21, 22 a 23.
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Obrazek 21: MS® spektrum iontd s m/z = 121 a navrzeny fragmenta¢ni mechanismus; v prvnim kroku byl v QIT
fragmentovan ion 271 (Pg) pfi normalizované kolizni energii 45 za vzniku iontu 121 a ten déale fragmentovan
pfi normalizované kolizni energii 50; intenzita signalu zakladniho piku je 3720
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Obrazek 22: MS® spektrum iontu s m/z = 122 a navrzeny fragmenta¢ni mechanismus; v prvnim kroku byl v QIT
fragmentovan ion 275 (D-Pg) pfi normalizované kolizni energii 47 za vzniku iontu 122 a ten dale fragmentovan
pii normalizované kolizni energii 40; intenzita signalu zakladniho piku je 26,9
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Obriazek 23: MS® spektrum iontu s m/z = 123 a navrzeny fragmenta¢ni mechanismus; v prvnim kroku byl v QIT
fragmentovan ion 275 (D-Pg) pfi normalizované kolizni energii 47 za vzniku iontu 123 a ten dale fragmentovan
pfi normalizované kolizni energii 35; intenzita signalu zakladniho piku je 90,6

Uvedené experimenty jednoznacné ukazuji, jak vyznamné informace pro pochopeni procesu
probihajicich v kolizni cele hmotnostniho spektrometru poskytuje srovnani fragmentace
anthokyanidinu a jeho deuterovaného analoga. Nésledujici kapitola pfinaSi dalsi informace

0 téchto pochodech na zakladé nezavislych vypocetnich experimentd.
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4.2 Vypocletni Cast prace
4.2.1 Optimalizace geometrie molekuly a vybér nejstabilnéjSiho konformeru

Pelargonidin ve formé kationtu obsahuje Ctyii hydroxylové skupiny, jez mohou zaujimat
ruzné pozice vici zbytku molekuly — velikost dihedralniho uhlu mezi vodikem a kyslikem
V hydroxylu a dvéma piislusnymi skeletdlnimi uhliky mtize nabyvat hodnot 0 az 360°. Dal§im
vyznamnym dihedralnim thlem v molekule pelargonidinu je uhel, urcujici vzajemnou pozici
B-kruhu vici C- a A-kruhu. VSechny tyto pro nas vyznamné uhly a Cislovani okolnich atomu

ukazuje Obrazek 24.

Obrazek 24: Molekula pelargonidinu s vyznac¢enymi vyznamnymi dihedralnimi uhly a ¢islovanim atomti
pouzitym v této praci

Se zménou velikosti téchto thli dochazi také ke zméné celkové energie molekuly Pg podle
toho, zda je dané geometrické uspotadani (konformace molekuly) stericky preferovéno,
¢i nikoliv. Pro vSechny ¢étyfi dihedralni thly souvisejici s hydroxyly byl proveden sken PES
pro rotaci téchto thll vrozmezi hodnot od 0 do 360°, pficemZ celkova energie byla
zaznamenana vZzdy po otoc¢eni Uhlu o 36°. Pti kazdém z téchto vypoctli nabyvaly ostatni
dihedralni uhly fixni velikosti 180°. Také dihedralni uhel mezi kruhy B a C byl neménny
a odpovidal planarnimu usporadani molekuly. Zmény energie molekuly v zakladnim stavu
pii provedenych PES skenech jsou zaznamenany v grafech v Obrazku 25 (v tomto pfipadé
nebyly srovnavany Gibbsovy energie, ale HF energie systému, jeZ jsou vystupem skenu PES).
Energeticky nejvyhodnéjsi se ukazala byt velikost vsech thli 180° (druhd nejvyhodnéjsi 0°).

Z tohoto diivodu byla néslednd konformaéni analyza provadéna za pouziti thlti 180° a 0°.

47



rotace dih. thlu C10-C5-05-HS rotace dih. thlu C2-C3-03-H3
0.30 0.30
* *
0.25 + * 0.25
* *
0.20 0.20 3
E [eV] 0.15 E [eV] 0.15
* *

0.10 0.10 * *

. * .
0.05 0.05 + +
0.00 ‘ * . ‘ 0.00 : *—! : ‘

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
velikost dhlu [°] velikost dhlu [°]
rotace dih. thlu C3'-C4'-04'-H4' rotace dih. thlu C6-C7-07-H7
0.30 0.30
* *
* *
0.25 0.25
. ¢ * .
0.20 0.20
E [eV] 0.15 E [eV] 0.15
010 ——— & & o 0.10 s * + S
0.05 0.05
0.00 * ' - ' ) 0.00 ¥ ‘ - ' ‘
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
velikost dhlu [°] velikost dhlu [°]

Obrazek 25: Grafy zmén celkové energie systému v zavislosti na velikosti vybraného dihedralniho uhlu
souvisejiciho s pozici hydroxylu
(energie jsou vztazeny K nejnizsi vypoctené hodnoté, jez je povazovana za arbitrarni nulu)

Pro dals$i studium kvantové-chemického chovani molekuly pelargonidinu v plynné fazi
(v prostiedi simulujicim kolizni celu hmotnostniho spektrometru) byl hledan takovy jeji
konformer, jenZ je energeticky preferovan, tj. ten, jenz vykazuje nejniz§i Gibbsovu energii
v zakladnim stavu. Energie této konformace pelargonidinu byla poté brana jako arbitrarni
nula, kniz byly vztahovany energie veSkerych ostatnich struktur, zkoumanych v dalsich
krocich. Tato zakladni mySlenka je shodna s postupem, jenz byl aplikovan v jiz
citovanych pracich, studujicich pelargonidin a dals$i anthokyanidiny kvantové-chemickymi

metodami.[69-7185]

Optimalizace molekuly v zdkladnim stavu byla provedena pro celkem 32 uvazovanych
konformeri pelargonidinu (byly zkoumany zmény péti riznych dihedralnich whld).
U Sestnacti z nich byla vzdjemna pozice B a C kruhd planarni, u zbyvajicich 16 nikoliv.
Energetické minimum nebylo nalezeno u osmi téchto struktur, jejichz spoleénymi znaky byly
neplanarita molekuly a velikost dihedralniho thlu C2-C3-O3-H3 180°. Tento fakt naznacuje,
ze v pripadé¢ neplanarniho uspotadani molekuly dovoluji sterické vlivy zminovanému

dihedralnimu uhlu (C2-C3-03-H3) nabyvat hodnoty 0°. Piioptimalizaci geometrie byla
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pozorovana preference této pozice a natoceni prislusného vodiku (H3) smérem k B-kruhu
(poloha odpovida thlu 0°). Na zakladé vysledku vypocétl, jejichZ souhrn podava Tabulka IV,
byla vybrana energeticky preferovana geometrie molekuly v zdkladnim stavu v plynné fazi.
Ta se kvalitativné shoduje s nejstabilnéj§imi konformery pelargonidinu i dalSich
anthokyanidin®i, nalezenymi autory piedchozich studii.l’®*®] Tato struktura je planarni
a veskeré jeji hydroxylové skupiny sviraji se skeletalnimi uhliky uhel 180° (v potadi, v némz
jsou tyto C uvedeny v Tabulce IV). Preferovany konformer Pg je zobrazen na Obrazku 26.

Preferenci planarity lze vysvétlit moznosti vzniku intramolekuldrni vodikové vazby mezi

atomy O3 a H6', jez byla pozorovana v praci Rosy Guzman.

[70]

Tabulka IV: Popis uvazovanych konformaci pelargonidinu a jejich energie ziskané DFT metodou

(velikosti thld jsou uvedeny ve stupnich); preferovana konformace je vyznacena tuéné

¢islo - , . , . , . , . Gibbsova
sakladni pozice uhel mezi uhel mezi uhel mezi l.llhel Imezll energie
struktury B-kruhu | C2-C3-03-H | C10-C5-05-H | C6-C7-O7-H | C3'-C4'-04'-H [eV]
1| planarni 180 0 0 180 -25965,178
2| planarni 180 180 0 180 -25965,362
3| planarni 180 180 180 180 -25965,383
4| planarni 180 180 180 0 -25965,377
5| planarni 180 180 0 0 -25965,357
6| planarni 180 0 180 0 -25965,152
7| planarni 180 0 180 180 -25965,157
8| planarni 180 0 0 0 -25965,176
9| planarni 0 180 180 0 -25965,088
10| planarni 0 0 180 0 -25964,912
11| planarni 0 0 0 0 -25964,989
12| planarni 0 0 0 180 -25964,987
13| planarni 0 0 180 180 -25964,911
14| planarni 0 180 0 180 -25965,078
15| planarni 0 180 180 180 -25965,088
16| planarni 0 180 0 0 -25965,081
17 | neplanarni 0 180 180 0 -25965,262
18 | neplanarni 0 0 180 0 -25965,088
19 | neplanarni 0 0 0 0 -25965,111
20 | neplanarni 0 0 0 180 -25965,110
21 | neplanarni 0 0 180 180 -25965,090
22 | neplanarni 0 180 0 180 -25965,251
23| neplanarni 0 180 180 180 -25965,264
24 | neplanarni 0 180 0 0 -25965,251
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Obrazek 26: Energeticky preferované prostorové uspotfadani molekuly pelargonidinu v zakladnim stavu
(struktura ¢. 3 v Tabulce 1V) v pohledu a) zepfedu, b) shora a c) ze strany; tato geometrie byla vybréana jako
vychozi pro dalsi vypocty
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4.2.2 Energeticky preferovana cesta vedouci k odtrZeni molekuly vody

z pelargonidinu

Pro ztratu vody z prekurzorového iontu, pozorovanou experimentdlné¢ v kolizni cele
hmotnostniho spektrometru, je nutny piesun protonu ze skeletu molekuly na néktery
z hydroxylti za vzniku skupiny -HO". Tento vodik pravdépodobné pochazi z nékterého

z ostatnich hydroxyla (zvoleny piistup bude dale diskutovéan na konci této kapitoly).

7 mateiské skupiny -OH je po dodani energie iontu v kolizni cele atom H transportovan
nékolika kroky po skeletalnich uhlicich az k cilové -OH skupiné. Model pouzity v této praci
je uvazovan pro oblast nizkoenergetickych CID procest (mnozstvi vlozené energie je
relativné malé aumoziiuje molekule podstupovat i kineticky ,,pomalej$i" vicestupniové
procesy). V prvnim kroku byly srovnavany energie tranzitnich stavi pfesunu protonu ze vsech
¢tyf -OH skupin na okolni skeletalni uhliky. Pro zajisténi porovnatelnosti a konzistence
vypocti byly veskeré TS presunu vodiku v této diplomové praci modelovany v roving skeletu
molekuly, pfipadné nad touto rovinou. Stejnym zplsobem postupovali ve své praci Kurka
a kol Energeticky nejvyhodnéjsim se ukézal byt piesun protonu z O3 na C6', coz lze
vysvétlit vznikem docasného Sesticlenného kruhu mezi kruhy B a C. Toto zjisténi je ve shodé
svysledky vyse zmifované studie®, azaroven vrozporu se zavéry Barnese a Schuga,
ktefi se domnivaji, ze H3 ptechazi z 03 na C2.B4 Dany TS je viak podle vysledki této
diplomové prace o 1,8 eV naro¢néjsi, nez TS mezi O3 a C6'. Na rozdil od postupu Barnese
a Schuga, metodika pouzita v této praci nezohlediiuje pouze energii konecné struktury,
ale také prub¢h déje. Asi 02 eV vyssi energii nez TS mezi O3 a C6' pak vykazuji pfesuny H
z O7 na C8 a z O5 na Cé6. Naopak nejvice energeticky naro¢né jsou TS mezi O3 a C2 a také
mezi O5 a C10. Srovnani Gibbsovych energii jednotlivych TS poskytuje Obrazek 27.

Dalsimi kroky k nalezeni optimalni cesty pfi transferu vodiku po molekule pelargonidinu byly
vypocCty energie optimalizovanych struktur ve vSech kombinacich pfesunu pravé jednoho
hydroxylového vodiku na vSechny skeletdlni uhliky. Takto bylo zkouméno celkem 4 x 15
variant lokalniho minima (¢tyfi hydroxylové H vs. patnact C pelargonidinu). Nejnizsi energie
vykazuji struktury, v nichZ je H5 navadzan na C6 nebo C8, H7 navazan na C8 nebo je H3
pfipojen k C4. Byly také vytvofeny navrhy vSech moznych struktur, jez mohou vzniknout
uplnym odtrzenim H20O z molekuly Pg (tj. celkem 4 x 3 moznosti) a tyto byly optimalizovany.

Opcét byly zjistény hodnoty energie odpovidajicich OPT a doslo k jejich porovnani.

51



I TS_z03nac3

TS zO04'naC3'

TS zO3nacCe6'
TS zO7naC8

I TS z04macs'

-25961,0

[ TS zO3naC2

I TS_z03nac4

[ | TS zO5naC4

I s 0snace

[ | TS_zO5naC10

IR TS z07nacs

-25961,5

-25962,0

E [eV]

-25962,5

-25963,0

-25963,5

-25964,0

Obrazek 27: Gibbsovy energie TS vodiku z matetského hydroxylu na okolni skeletalni uhlik ziskané
pii vypoétech pouzivajicich funkcional B3LYP a sadu bazi 6-311+G(2d,p); nazvy TS zahrnuji oznaéeni
matefského kysliku a cilového uhliku — orientaci v nazvech TS usnadni pohled zpét na Obrazky 1 a 24

Na zaklad¢ interpretace vSech uvedenych kombinaci vypoctu, tj. hodnoty energie TS vodiku
mezi matetskym hydroxylem a skeletalnimi uhliky v jeho okoli, hodnoty energie OPT
pro tento H navazany na néktery ze skeletalnich C a hodnoty energie optimalizované struktury
Pg po tplném odtrzeni vody, byly vybrany energeticky nejvyhodnéjsi cesty presunu protonu
po molekule. Timto zptisobem byla zamitnuta cesta H zac¢inajici jeho transferem z O3 na C6',
ackoliv tento TS vykazuje absolutné nejnizsi energii — dalsi TS na cesté protonu H3
k jakékoliv jiné -OH skupin€ jsou vysoce energeticky naro¢né. Kandidaty na pozici
energeticky preferovaného transferu H pro vytvoreni skupiny -H>O" se staly dvé varianty
cesty: presun protonu z kysliku O4' na kyslik O3 (pfes uhliky C5' a C6', Cesta 2) a transfer
protonu z kysliku O7 na kyslik O5 (pies uhlik C6, Cesta 3). Z energie jednotlivych TS a OPT,

jez jsou soucasti téchto cest, lze vyvozovat, ze zatimco Cesta 2 bude preferovana kineticky

v v

molekuly po odtrzeni piislusné H>O).

Srovname-li tyto dva nejpravdépodobnéjsi zplsoby transferu vodiku po molekule

pelargonidinu s jeho preferovanou cestou po molekule pyrano-derivatu Pg (zkoumané v praci
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O. Kurky a kol., Cesta 1), je patrné, Ze pro odstépeni molekuly vody z Pg je zapotiebi nizsi
energie, nez pro tentyz proces u 5-methylpyranopelargonidinu.[® Energie jednotlivych
tranzitnich stavli a optimalizovanych minim, jeZ jsou soucasti vSech vySe zminénych cest,
shrnuje Tabulka V, jejich vizualni srovnani nabizi Obrazek 28.

Tabulka V: Energie jednotlivych krokt (tj. TS a OPT) cest vedoucich k odstépeni vody z molekuly Pg; znaceni

krokti koresponduje s Obrazkem 28 (Cisla pro TS, pismena pro OPT a heslo “opt” pro OPT struktury
po odstépeni piislusné H,O) a energie jsou vztazeny k energii Pg v zdkladnim stavu (viz Tabulka IV)

krok 1 a 2 b 3 c opt

Cesta 1
BB [ov] | 2945 | 0926 | 2533 | 2349 | 3337 | 3350 | 3677

Cesta 2
E/E 4 [€V] 3,014 | 1,112 | 2,541 | 2,409 | 3,265 | 3,239 | 3,503

Cesta 3 _ _
E/E o0 [6V] 2952 | 1,159 | 4,213 | 3,013 2244

45 4
Cesta 1 2

41 ——Cesta 2

——Cesta 3

E. leV]

Obrazek 28: Energie jednotlivych kroku Cest 1, 2 a 3 vynesenych do grafu; jednotlivé kroky jsou oznaceny
(¢isla pro TS, pismena pro OPT a heslo ,,opt” pro OPT molekuly bez ptislusné HO) a také naznaceny Sipkami
Vv obrazcich téchto cest; energie Erel jsou vztazeny k energii Pg v zakladnim stavu (viz Tabulka IV)
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Pokud porovndme transfery hydroxylovych a arylovych vodikli, dojdeme k zajimavym
zavéram. Ackoliv kvantové-chemické vypolty ukazaly, ze (veSkeré nalezené) transfery
-OH a H navazanymi na okolni skeletalni uhliky. Napt. odtrzeni H,O z polohy C5 je vsak
z termodynamického hlediska znevyhodnéno v piipadé, ze tato voda obsahuje arylovy H,
oproti hydroxylovému vodiku (Cesta 3). OPT iontu, vznikajiciho transferem H po Cesté 3
(viz Obrazek 28) vykazuje niz8i energii, nez OPT struktur, vzniklych odtrzenim vody
obsahujici arylovy H6 nebo H4 (Obrazek 29). Vysvétlenim tohoto fenoménu by mohla byt
preference vzniku karbonylové skupiny pifed porusenim w-elektronového systému
aromatickych jader.®® Tento uvazovany mechanismus se li§i od mechanismu §tépeni HDO
z D-Pg, pti némz je na -OD skupinu transportovan arylovy H ze skeletu molekuly preferenéné
(viz kapitola 4.1.2).

OOPT po pfesunu hydroxylového H
2085 - po p y y
2084 - B OPT po pfesunu arylového H
E 2083 -
uf 2082 -
2081 -
2080 !
OPT po utrzeni vody z uhliku C3 OPT po utrZeni vody z uhliku C5

Obrazek 29: Srovnani relativnich energii optimalizovanych molekul po odstupu vody z preferovanych pozic
(energie jsou vztazeny k energii Pg v zakladnim stavu);
Vv prvnim piipadé srovnani OPT po transferu H z O4' vs. C6', v druhém po transferu H z O7 vs. C6

V ptipadé Cesty 2 ma vznikajici struktura konkurenci v podobé€ iontu, ktery je vytvofen
po odtrzeni -H20" skupiny, obsahujici arylovy H6'. Tento ion ma nizkou Gibbsovu energii
(prvni cerny sloupec v Obrazku 29), piestoze pii hledani jeho OPT dochazi k tvorbé
¢tyiclenného kruhu, u néhoz je mozno ocekavat nezanedbatelné pnuti. Optimalizovanou
geometrii tohoto iontu ukazuje Obrazek 30. Vznik takovéto struktury vSak nebyl podpoien
nalezenim pfislusného TS arylového H6' na hydroxylovy kyslik O3. Z vyse uvedenych zavéra

a z CID pokusi provedenych na molekule D-Pg vyplyva, ze muze dochazet k transferu
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blizkého skeletdlniho H na n¢kterou z -OH skupin a ndslednému odStépeni takto vzniklé
-H>O" skupiny. Tento mechanismus vSak nebyl povazovan za preferovany, nebot’ se ukazal
byt termodynamicky nevyhodny (v pfipadé Cesty 3) nebo nebyl nalezen pfislusny TS
(v piipadé Cesty 2). Pro lepsi pochopeni vlivu pivodu protonu na chovani anthokyanidini
pfti jejich CID bude zapotiebi hlubsiho vyzkumu, jenz je vSak nad ramec této diplomové

prace.

Obrazek 30: Optimalizovana struktura molekuly, vznikajici od$t€penim vody obsahujici arylovy vodik H6'

4.2.3 Energeticky preferovana cesta vedouci k odtrZeni molekuly oxidu uhelnatého

Pti hledani preferované pozice pro odstépeni molekuly CO musi dojit nejprve k pievedeni
protonu z hydroxylové skupiny na uhlikovy skelet molekuly pelargonidinu, a nasledné
k rozstépeni obou C-C vazeb karbonylové skupiny (postupné nebo soucasn¢). Transfer vodiku
z hydroxylové skupiny lze studovat analogicky jako pfi prvnim kroku mechanismu odstépeni
vody (viz predchozi kapitola). Tentokrat vSak byly brany v potaz pouze energie prvniho
tranzitniho stavu H (z hydroxylu na uhlik) a nésledného minima (proton navazan na tento
uhlik). Tento postup vychazi z myslenky, Ze dalsi osud protonu a jeho pohyb po molekule jiz
nehraji pfi odtrZzeni molekuly CO vyznamngj$i roli (a urcuji spiSe moznosti nasledujicich
fragmentaci, jejichz studium piesahuje ramec této prace), nebot’ odstépeni oxidu uhelnatého
nastava bezprostfedné po odkryti kysliku v matetské hydroxylové skupiné (C-OH — C-0).
Vzhledem ke zjiSt€énym energiim (porovndni nejnizSich energii tranzitnich stavil) byly
Kk podrobngjsimu zkoumani vybrany struktury, vzniklé pfenosem H3 na C6', H7 na C8 a H5

na C6. Poté byla informace o energiich téchto TS zkombinovana s hodnotami energii OPT
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struktur, jez vzniknou odtrzenim CO z molekuly. Protoze molekula, vznikajici odtrzenim C7
a O7 po transferu H7, vykazovala vysokou energii OPT, lze za energeticky preferované
povazovat stépeni CO z polohy 3 (kineticka preference, Cesta 1) nebo 5 (termodynamicka
preference, Cesta 2). Piehled jednotlivych energii krokii téchto cest a jejich numerické
hodnoty shrnuji Tabulka VI a Obrazek 31.

Tabulka VI: Energie jednotlivych krokd (tj. TS a OPT) cest vedoucich k odstépeni oxidu uhelnatého z molekuly

Pg; znaceni krokii koresponduje s Obrazkem 31 (¢isla pro TS, pismena pro OPT a heslo “opt” pro OPT struktury
po odstépeni piislusného CO) a energie jsou vztazeny k energii Pg v zakladnim stavu (viz Tabulka I'V)

krok 1 a opt

Cesta 1
E/ E.aa [eV]

Cesta 2
E/E, . [eV] 2,852 | 0,502 0,416

1,757 | 1,579 0,676

237 —Cestal

—Cesta2

0.5 A

Obrazek 31: Energie jednotlivych kroki Cest 1 a 2 vynesenych do grafu; jednotlivé kroky jsou oznaceny (Cisla
pro TS, pismena pro OPT a heslo ,,opt” pro OPT molekuly bez pfislusného CO) a také naznaceny Sipkami
v obrazcich téchto cest; energie Erel jsou vztazeny k energii Pg v zakladnim stavu (viz Tabulka IV)
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4.2.4 Energie potiebna k presunu deuteria

Pro srovnani energii nékterych vybranych TS s analogickymi procesy probihajicimi v ptipadé
tézs$iho izotopu vodiku byly provedeny kvantové-chemické vypocty operujici s molekulou
perdeuterovaného pelargonidinu. Nejprve byla optimalizovana molekula D-Pg v zakladnim
stavu (geometrie vychazela z preferované geometrie pro Pg) a kjeji energii byly poté
vztazeny veskeré Gibbsovy energie ziskané pro TS deuteria. Hodnoty takto spoctenych
relativnich energii (Erel) ve vSech pfipadech pievySovaly energie piislusnych TS protonu
pfi jeho presunu po molekule Pg (viz Obrazek 32). Tento fakt vysvétluje preferenci ztraty
HDO pted ztratou D20, pozorovanou pii CID D-Pg v QIT (kapitola 4.1.2)

51 O transfer H

4 - M transfer D
S 31
L,
_ 2 n
9
LLI 1 -

O T T T T T

TS zO3naC6' TS _zO3naC4 TS zO5naC6 TS zO7naC8 TS zC6naO5 TS zC4naO5

Obrazek 32: Gibbsovy energie vybranych TS vodiku po Pg (8ed€) a deuteria po D-Pg (¢erné) pfi jejich pfesunu
z matetského hydroxylu na okolni skeletalni uhlik nebo ze skeletalniho uhliku na cilovy hydroxyl
(nazvy TS zahrnuji oznac¢eni matefského O a cilového C nebo matetského C a cilového O); energie byly
vztazeny k energiim optimalizované molekuly Pg resp. D-Pg v zékladnim stavu
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5 ZAVER

Zavéry, vyplyvajici z kolizi indukované disociace molekul pelargonidinu v plynné fazi, nam
umoziuji urcit pravdépodobné fragmentacni mechanismy, jimz tento anthokyanidin podléha
pii hmotnostné-spektrometrickém experimentu. Pokud je navic predpokladany prubéh téchto
procest podporen vysledky kvantové-chemickych vypoctl, Ize usuzovat, ktera mista Stépeni
molekuly jsou preferovana a jakou podobu mohou mit vysledné produktové ionty.
Tyto informace pomahaji rozsifit nase znalosti 0 procesech stojicich za vzhledem
fragmentaéniho spektra analytu a stavaji se tak podkladem pro identifikaci latky pti pouziti

hmotnostni spektrometrie pfi analyze komplexnich vzorkd.

Vysledky této prace predklddaji navrhy vzorcl a struktur produktovych iontl, vznikajicich
pii nizkoenergetické CID. Kombinace fragmentacnich spekter a hodnot vypoctenych DFT
metodou s B3LYP funkciondlem a sadou bazi 6-311+G(2d,p) umoznila navrhnout
termodynamicky a kineticky preferované fragmentaéni reakce pelargonidinu. Na zakladé
srovnani Gibbsovych energii ziskanych pomoci kvantové-chemickych vypocti byly také
predikovany pravdépodobné pozice Stépeni vody a oxidu uhelnatého. Ty jsou shodné pro obé
tyto neutrdlni ztraty, pfi¢emzZ ztrita malé neutrdlni molekuly z pozice 5 je preferovana
termodynamicky, z pozice 3 pak kineticky. Namétem pro dalsi detailngjsi vyzkum je uloha

arylovych vodikl v procesu eliminace vody z kinetického thlu pohledu.

Chovani anthokyanidinu Vv kolizni cele je ovlivnéno také pfitomnosti deuteria v jeho struktufe.
Zavéry MS-experimentu provedeného na deuterovaném analogu pelargonidinu jsou ve shodé¢

Vv

svysledky DFT vypocti a ukazuji, ze transfer t€zSiho izotopu vodiku po molekule je

wevr

ze izotopicky znacené standardy nemusi vykazovat pii fragmentaci identické chovani jako

vlastni analyty, a je tedy nezbytné detailni prozkoumani téchto rozdilt pti tvorbé MS metody.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AML1 = Austin method 1 (Austinova semiempiricka metoda vypocetni chemie)
AQ = atomovy orbital

APCI = atmospheric pressure chemical ionization (chemicka ionizace za atmosférického
tlaku)

API = atmospheric pressure ionization (ionizace za atmosférického tlaku)

APPI = atmospheric pressure photoionization (fotoionizace za atmosférického tlaku)
B3LYP = tiiparametrovy Becke-Lee-Yang-Parrtv funkcional

Cl = chemical ionization (chemicka ionizace)

CID = collision-induced disociation (kolizi indukovana disociace)

CNDO = complete neglect of differential overlap (semiempirickda metoda vypocetni chemie)
Cy = kyanidin

DESI = desorption electrospray ionization (desorpce elektrosprejem)

DFT = teorie funkcionélu hustoty

Dp = delfinidin

D-Pg = deuterovana forma pelargonidinu s m/z = 275

EHT = extended Hiickel’s theory, rozsifena Hiickelova metoda molekulovych orbitali

(empirickd metoda vypocetni chemie)

El = electron ionization (elektronova ionizace)

ESI = electrospray ionization (ionizace elektrosprejem)
HF = Hartree-Fockova metoda

HMO = (empiricka metoda vypocetni chemie)
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HPLC = high performance liquid chromatography (vysokot¢inné kapalinova chromatografie)

HRMS = high-resolution mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie S vysokym

rozliSenim)

ICR = ion cyclotron resonance (iontova cyklotronova rezonance)

IEPA = independent electron pair approximation, pfiblizeni nezavislych elektronovych part
IMS = ion mobility spectrometry (méfeni iontové mobility)

INDO = intermediate neglect of differential overlap (semiempiricka metoda vypocetni

chemie)
MALDI = matrix assisted laser desorption ionization (desorpce laserem za asistence matrice)

MINDO = modified intermediate neglect of differential overlap (semiempiricka metoda

vypocetni chemie)

MO = molekulovy orbital

MO-LCAO = teorie molekulovych orbitalti jako linearni kombinace orbitali atomovych
MS = mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

Mv = malvidin

OPT = energetické minimum

PCM = polarizable continuum model (implicitni model vody jako kontinualniho dielektrika)
PES = potential energy surface scan (sken plochy potencialni energie)

Pg = pelargonidin

Pg-3-Glu = pelargonidin-3-O-glukosid

Pn = peonidin

Pt = petunidin

QIT = quadrupole ion trap (iontova past)

60



QMF = quadrupole mass filter (kvadrupdlovy analyzator)
QTAIM = quantum theory of atoms in molecules (ab initio metoda vypocetni chemie)
RDA = retro Diels-Alderovo $tépeni

RSH = range-separated hybrid (funkcional zalozeny na Skalové oddélenych Coulombickych

interakcich)

SCF = self-consistent field (metoda konzistentniho pole)

SE-CI = single excitation-configuration interaction (ab initio metoda vypocetni chemie)
SIMS = secondary ions mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie sekundarnich iont)
TOF = time of flight (prtiletovy analyzétor)

TS = tranzitni stav

UV-VIS = ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zateni

ZINDO = Zerner’s intermediate neglect of differential overlap (semiempirickd metoda

vypocetni chemie)
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