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Souhrn

Disertacni prace se zabyva studiem fragmenta¢niho chovani kondenzovanych anthokyanint
v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. Teoreticka cast prace je veénovana piehledu
kondenzovanych anthokyaninovych derivati s detailngj$i diskusi pyranoanthokyanini a
furanoanthokyaninid, dale moznostem hmotnostni spektrometrie pro studium fragmenta¢niho

chovani a také vypocetnim metoddm v chemii a jejich vyuZiti v tandemové MS analyze.

Prvni Cast prace je vénovana semisyntéze dvou novych izomernich anthokyaninovych
barviv — 5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu — reakci pelargonidinu
s acetonem. Byl sledovan ¢asovy vyvoj obou izomert ve smési v ¢ase a po dosazeni dostatecného
vytézku téchto barviv byla tato ze smési izolovana semipreparativni chromatografickou metodou

vyvinutou pro tento ucel. Identita izolovanych barviv byla ovéfena pomoci NMR.

Druha cast prace se zabyva vyvojem rychlé chromatografické metody pro separaci obou
derivati a nativniho anthokyaninu — pelargonidinu. Byla vyvinuta gradientova UHPLC/MS
metoda vyuzivajici reverzni stacionarni faze a jednoduchych vodné&-organickych mobilnich fazi,
ktera dovolovala tyto latky separovat v Case kratSim nez 1 minuta. Pro pouziti v uspotradani

bez hmotnostniho spektrometru byla optimalizovana také izokraticka UHPLC/PDA metoda.

Treti cast prace se veénuje sledovani fragmentatniho chovani izolovanych
pelargonidinovych derivatt v MS/MS a porovnani jejich fragmentacnich spekter. Ob¢ latky
poskytuji shodné fragmenty, lisi se ale v jejich relativnich intenzitdch a na zaklad¢é pozorovanych
rozdild je mozné obé¢ latky odlisit. Vyznamnymi sledovanymi fragmentacnimi procesy jsou ztrata
molekuly vody, methanu, oxidu uhelnat¢ého a retro-Diels-Alderovské (RDA) $tépeni.
Na experimentalné ziskana data navazuje studie vyuzivajici vypocetni metody (DFT), pomoci
kterych je studovana energeticka stabilita studovanych fragmentt. Bylo zjisténo, ze fragmentovy
ion ma vyssi intenzitu v MS/MS spektru toho izomeru, pro ktery ma nizsi vypoctenou energii (je
stabilnéjsi). Ztrata vody, methanu a dvou molekul oxidu uhelnatého je tak preferovana
u 5-methylpyranopelargonidinu, zatimco RDA Stépeni u 4-methylfuranopelargonidinu.
U 5-methylpyranopelargonidinu byla provedena také podrobnéjsi studie zkoumajici kinetickou
preferenci $t€peni molekuly oxidu uhelnatého a molekuly vody. Zavéry ukazuji, ze vypocetni
metody jsou uZziteCnym nastrojem pii odhalovani rozdilu ve fragmenta¢nim chovani derivati

anthokyanint véetné izomernich barviv.

Posledni ¢ast prace se zabyva piipravou a analyzou ovocného (jahodového) vina.

V ptipraveném vin€ jsou s vyuzitim UHPLC/MS detekovany anthokyaniny a jejich derivaty a je



studovana zména obsahu vybranych anthokyanini béhem procesu kvaseni. V jahodovém viné
byly nalezeny mimo jiné i studované izomery (5-methylpyranopelargonidin a

4-methylfuranopelargonidin), které tak byly viibec poprvé detekovany v potravinovém produktu.



Summary

The dissertation thesis deals with the study of fragmentation behaviour of condensed
anthocyanins in the collision cell of a mass spectrometer. The theoretical part of the thesis is
devoted to an overview of condensed anthocyanin derivatives with detailed discussion
of pyranoanthocyanins and furoanthocyanins, to possibilities of study of fragmentation behaviour
using mass spectrometry and to computational methods in chemistry and their utilization

in tandem MS analysis.

The first part of the thesis deals with semisynthesis of two new isomeric anthocyanin dyes —
5-methylpyranopelargonidin and 4-methylfuranopelargonidin — by the reaction of pelargonidin
with acetone. Changes of content of both isomers in time were studied and when sufficient yield
of both derivatives was obtained, the dyes were isolated from the reaction mixture using a
semipreparative LC method developed for this purpose. Identity of isolated compounds was

verified using NMR.

The second part of the thesis is devoted to the development of a fast chromatographic
method to separate both derivatives and the native anthocyanin — pelargonidin. A gradient
UHPLC/MS method was developed using reversed stationary phase and simple aqueous-organic
mobile phases. It allows to separate target compounds in less than 1 minute. An isocratic
UHPLC/PDA method was developed as well to be used in instruments without the possibility
of MS detection.

The third part of the thesis studies fragmentation behaviour of isolated pelargonidin
derivatives in MS/MS and compares their fragmentation spectra. Both compounds provide
identical fragments, however their relative intensities differ and based on these differences both
compounds can be distinguished. Important examined fragmentation processes involve loss of
a water molecule, loss of methane molecule, loss of carbon monoxide and retro-Diels-Alder
(RDA) fission. Experimentally obtained data are followed by a computational study using DFT
methods aimed to investigate the energetic stability of studied fragments. It was found that
a fragment ion has higher relative intensity in the MS/MS spectrum of that isomer, for which the
energy of the fragment ion is lower (i.e. the fragment is more stable). Losses of water, methane
and two moleclues of carbon monoxide are preferred in 5-methylpyranopelargonidin, while RDA
fission is preferred in 4-methylfuranopelargonidin. For 5-methylpyranopelargonidin a detailed
study investigating Kinetic preference of carbon monoxide and water fission was performed.

The results show that computatinal methods are a valuable tool to assess differences



in fragmentation behaviour of anthocyanin derivatives including isomeric dyes. The final part
of the thesis deals with preparation and analysis of a fruit (strawberry) wine. Anthocyanins and
their derivatives were detected in prepared wine using UHPLC/MS and change of content
of selected anthocyanins during the fermentation process was studied. Apart from other
derivatives, studied dyes (i. e. 5-methylpyranopelargonidin a 4-methylfuranopelargonidin) were

detected in strawberry wine which is the first mention of their detection in a food product.



Obsah

) O 01 OO O U U OO UURURUUUORRON 1
2. TeoretiCka CASE..........cciiiiiiii 3
2.1. Anthokyaniny a JejiCh deTTVALY .......ccciuiiiiiiiiiiiie i 3
0 Y Vo 472 T SO OSSS SR 3
2.1.2. Derivaty anthokyanidinil ...............cccooviiiiiiiiiii ittt 4
2.1.3. MethylpyranoanthOKYaniNY ..........ccccoeiioiiieiieie et 6
2.1.4. Derivaty pelarGONTdiNu..............cccocouiiiiiiuiiiii ittt 9
2.2. Kapalinova chromatografie v analyze anthokyanintl ............ccocooiieiiiiiiiniie 10
2.3. Tandemova MS v analyze anthoKyanint.............ccoocieiiiiiiieiinesec e 13
2.4. Vyuziti vypocetni chemie pro studium fragmentace anthokyaninovych barviv.............cceeeeee. 16
2.4.1. Kvantova chemie @ DFT MELOAY ...........ccocuiiiiiiiiiiiiiiiii it 16
2.4.2. Wuziti kvantové chemie pro studium fragmentaci v tandemové MS ................cccoociviveninnnnn. 18
2.5. Vyuziti kvantové chemie v analyze anthokyanini ...........cccccovoiriiiniiiiicnieee e 21
3. Cile diSErtaCil PIACE...........ooiviiiiiieie ettt b et 24
4. EXPerimentalnd CAST..............oooiiiiiiiiiii i 25
O R 011533011 1T USSP ST U PRTRO 25
4.2, PEPTAVA VZOTKUL ...evitieiiiiiesie ettt b bbbt enneenne s 25
4.2.1. Priprava modelovych smési pro syntézu 5-methylpyranopelargonidinu.............ccoccocevvrennnne. 25
4.2.2. VY1roba jahodOVENno VITA ..............cccooiiiiiiiiiiiii ittt 25
4.2.3. Priprava vzorkii pro kontrolu jahodoveho VING...............cccocoeiiiiiiiiiiiiiiiiic e 26
4.2.4. Priprava vzorkii pro mereni kalibracni kiivky pelargonidinu................ccccccooovivieniiinicninnnn. 26
4.3. POUZItA INSTIUMENTACE .. ..c.veiutiiieiitieti ittt b e sb e et sb e ne s 27
4.3.1. KOIONY POUZILE PFO SEPAFACE ...ttt 27
4.3.2. Pouzité chromatografické systéemy a hmotnostni SPektrometry ...........ccccuuveiiiviiiiiesiiinesnineans 27
4.4, Chromatografick€ METOAY .........ccoiiiiiiiiiieie e 27

4.5. Podminky studie vlivu kolizni energie (MS/MS).......cooiiiiiiiii e 29



4.6. NMR analyza izolovanych pelargonidinovych derivatil ..........ccovviiiiiiiiiiiciiceee 30

4.7. Vypocty energetickych hladin fragmentt 5-mePyPg a 4-meFuPg..........cceviiiiiiiiiiiiiiiece 31
0. DISKUZE @ VYSICAKY .......ccoiiiiiiiii s 32
5.1. Syntéza 5-MEPYPY @ 4-MEFUPT ......oooiiiiiiiie e 32

5.2. Separace pelargonidinovych derivati pomoci semipreparativni HPLC v systému

TEVETZNICH TAZT ..o 34
5.3. Vyvoj rychlych UHPLC metod pro separaci modelove SMEST.......ccuverivvieiiiieiiiiieniiieniieesniiee s 36
5.4. Studium fragmentace 5-mePyPg @ 4-MEFUPT.........ccoiiiiiiieieeee e 40
5.5. Vypocty energetické naro¢nosti fragmenta¢nich procestt pomoci kvantové chemie.................. 47
5.5.1. Optimalizace struktury 5-mePyPg a 4-mMeFUPQG...........ccooiiiiiieiiie e 47

5.5.2. Porovnani energetickeé narocnosti vzniku charakteristickych fragmentii u 5-mePyPg a 4-

MEFUPQY S VYUZItII DEFT VYPOCH .......oocueiiiiiii ittt 50
5.5.3. Energeticky rozbor vybranych fragmentacnich cest pro iont 5-MePYPQ ........ccoovvviiiiiiinn 53
5.6. Analyza anthokyanini a jejich derivati v jahodovém vIn€..........cccooviiiiiiiiiiciiiee e 57
0. ZLAVET ...ttt bbbt R e bt R et e bt e R et e bt e Rt e e be e be e e teennee e 63
7. SBZNAM ZKIATEK ...t 65
B LLITBIATUIE ...ttt 68






1. Uvod

Anthokyaniny jsou pfirodni barviva stadou dilezitych protektivnich a regulacnich
funkci v rostlinné iSi. Soucasné jsou ocenovany pro své pozitivni uc¢inky na lidské zdravi.
Vyskytuji se hojné€ zejména v potravinach vyrobenych z bobulovitych plodi. Tyto latky jsou
z chemického hlediska nepfili§ stabilni a zejména v roztoku podléhaji rozkladu (rychlost
rozkladu vyrazné ovliviluje pH, teplota, pfitomnost kovil a dalsi), ale i reakcim s fadou
reaktivnich organickych molekul. Vzhledem k vyznamu téchto latek je velké usili vénovano
vyvoji metod pro identifikaci a kvantifikaci anthokyaninli v redlnych vzorcich. Pro tento ucel
je velmi vhodné spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Znalost fragmentacnich procesti anthokyanini probihajicich v kolizni cele hmotnostniho
spektrometru je dilezitd nejen pro identifikaci jiz znamych latek, ale také pro zjiStovani
struktury latek nové objevenych. Soucasti modernich pfistupl k interpretaci analytickych dat
je vyuziti vypocetni chemie, kterd v fad¢ ptipadt umoziuje vérohodnou simulaci chemickych
déja. V soucasnosti vyuzivané vypocetni modely umi s pomérné vysokou piesnosti urcit
energie zékladnich stavii nabitych 1 nenabitych molekul i tranzitnich stavii odpovidajicich
pfeménam reaktanti v produkty. Kombinace experimentélnich a teoretickych dat poskytuje

synergicky velmi cenné informace pro charakterizaci zkoumanych sloucenin.

Predkladand disertacni prace se venuje syntéze dvou novych izomernich
anthokyaninovych derivati (5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu),
vyvoji analytické a semipreparativni metody pro jejich izolaci a kontrolu jejich Cistoty a
detailnimu sledovani jejich fragmentace v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. V praci
jsou identifikovany charakteristické ionty ve fragmentacnich spektrech a oba izomery jsou
rozliSeny na zakladé intenzity signalu téchto fragmentovych iontd v jejich MS/MS spektrech.
Cilové struktury jsou paralelné¢ studovany také s vyuZitim vypocetni chemie s diirazem
na optimalizaci zakladniho stavu rodi¢ovskych iontil a kli¢ovych fragmentl. Experimentalné
ziskana data jsou porovnavana s daty ziskanymi teoretickymi vypocetnimi metodami a
spojenim téchto dvou piistupl je mozné rozlisit studovana barviva na zaklad¢ jejich MS/MS
spektra. 'V pfipadé¢ S-methylpyranopelargonidinu jsou probihajici procesy detailné
prostudovany i z kinetického hlediska (energie tranzitnich stavll) a jsou hledany preferované

cesty pro experimentalné pozorované fragmentacni procesy. Syntetizované latky byly spolu
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s dal§imi anthokyaninovymi derivity detekovany a kvantifikovany pomoci UHPLC/MS?

Vv pfipraveném vzorku jahodového vina.



2. Teoreticka cast

2.1. Anthokyaniny a jejich derivaty

2.1.1. Anthokyaniny

Anthokyaniny jsou sekundarnimi metabolity rostlin. Jsou to chrakteristicky ¢ervend az
modrofialova barviva, patfi mezi flavonoidy a v rostlindch vznikaji tzv. Sikimatovou drahou
[1]. Zakladnimi stavebnimi jednotkami anthokyanint jsou jejich aglykony, béZné nazyvané
anthokyanidiny. Molekula anthokyanidinu se sklada ze tfi aromatickych jader pojmenovanych
A, B a C podle poradi, ve kterych jsou biosyntetizovany. V piirod€ se nejcastéji vyskytuje Sest
zakladnich anthokyanidint [2] (obrazek 1), které se 1isi v substituci na B-kruhu.

Glykosylované anthokyanidiny jsou oznaCovany jako anthokyaniny. V pftipadé
monoglykosylovanych anthokyaninll je nejcastéji glykosylovan hydroxyl navdzany v poloze
3, v ptipadé vicendsobn¢ glykosylovanych anthokyanini jsou nésledné¢ glykosylovany
hydroxyly A-kruhu, tj. polohy 5 a 7, méné pak hydroxyly B-kruhu [2] (obrazek 1). Cukerna
jednotka muze byt dale modifikovana acylaci organickymi kyselinami. Diky velké moznosti
kombinaci stavebnich jednotek tvoticich molekulu anthokyaninu je v soucasnosti znamo vice
nez 700 ruznych anthokyanind [3]. Vzhledem Kk vysokému obsahu anthokyanind
Vv jedlych plodech fady rostlin je vyznamné sledovat vliv téchto latek na ¢lov€ka. Konzumace
anthokyanint je spojovana s fadou pozitivnich efekti na lidské zdravi. Farmakologické
chovani anthokyanint a jejich vliv na lidské zdravi jsou shrnuty v piehledovém c¢lanku
Smeriglia a kol. [4]. Prace se vénuje mimo jiné i G¢inkdm téchto latek na zivocisné bunky (in
vitro) i na cely organismus (in vivo) a eviduje pies 60 dokonéenych ¢i pravé probihajicich

klinickych zkouSek zahrnujicich anthokyaniny.



Anthokyanidin: R, R,
Delfinidin OH OH
Kyanidin OH H
Malvidin OCH, OCH,

Pelargonidin H H
Peonidin OCH;, H
Petunidin OCH; OH

Obrazek 1. Struktura anthokyanidin.

Stabilita anthokyanini neni vysoka. Podléhaji chemickym zméndm vlivem zvySeni
teploty, kysliku a pusobenim zafeni. V roztoku ovliviiuje vyrazné jejich stabilitu také pH,
ptitomnost kationtli kov, jinych flavonoidi a dal$ich reaktivnich latek [5,6]. Podle podminek
muze dochéazet k jejich rozkladu, kdy typickymi produkty jsou floroglucinaldehyd a
hydroxybenzoové kyseliny [7] nebo naopak k jejich kondenzaci se vhodnymi ¢inidly.
V piipadé¢ kovovych ionti mize dochazet ke vzniku chelatd [8]. V piipadé reakce
s organickou molekulou dochazi budto k nekovalentni interakci, oznacované jako

kopigmentace [9], kdy se uplatiuji pfedev§im n-n interakce nebo pfimo k chemické reakci.

2.1.2. Derivaty anthokyanidint

Jak jiz bylo zminéno, velkou skupinou derivati anthokyanidini jsou jejich glykosidy
[2]. V literatuie se objevuje fada poznatkii o vlivu glykosylace na biologickou aktivitu
anthokyanint [10]. Cukerné jednotky pak mohou byt déale acylovany. Acyla¢ni reakce a vliv
acylace na chemické vlastnosti anthokyaninil jsou popsany v piehledovém clanku Zhao a kol
[11], vliv acylace na biologické vlastnosti pak diskutovan v ¢lanku Yoshimota a kol. [12].
Velké mnoZstvi derivati anthokyanini vznika reakci anthokyanidinového skeletu s fadou
organickych sloucenin. Snadno dochazi napt. k reakcim, které vedou ke vzniku dalSiho
aromatického kruhu v kostte anthokyanidinu. Vzniklé produkty jsou potom oznacovény jako
pyranoanthokyanidiny (obrazek 2) a jejich glykosidy jako pyranoanthokyaniny. Prvni prace
popisujici slouc¢eniny tohoto druhu pochazi z roku 1997 [13]. Slouceninou popsanou v této

praci je 5-karboxypyranomalvidin-3-O-glukosid nazvany autory vitisin A. Vitisin A vznika ve
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vin€¢ reakci malvidin-3-O-glukosidu a kyseliny pyrohroznové, ktera je mj. metabolitem
alkoholového kvaSeni. Pii této reakci vznikd novy aromaticky kruh, ozna¢ovany pismenem D.
Jako mechanismus reakce byla navrzena cykloadice enolové formy pyrohroznové kyseliny
na anthokyaninovy skelet [14]. Témétf soucasné¢ byl popsan také derivat nesubstituovany
na D-kruhu — vitisin B [15]. Vzhledem k tomu, Ze fada organickych molekul snadno ptechazi
na enolovou formu, je mozné oc¢ekavat vznik celé fady derivati pyranoanthokyaninti. Kromé
vyse zminénych vitisini A a B byly pfipraveny napt. derivaty s del§imi alifatickymi fetézci
(tj. ethylovym [16]) ¢i oxoskupinou jako substituentem [17], substituenty hydroxyfenylovymi
(tzv. pinotiny) [18] a objemnéj$imi substituenty pfipojenymi k pyranoanthokyaninim pies
vinylovy mustek (tzv. portisiny) [19]. Kromé¢ ¢inidel v jejich pfirozené formé je mozno vyuzit
také syntetické prekurzory, jako je napt. vinyloxytrimethylsilan pouzity pro umélou syntézu

vitisinu B [20].

Obrazek 2. Struktura pyranoanthokyanidint. R1, R2= -H/-OH/-OCHs, R3 = riizny.

Pyranoanthokyaniny jsou ziskdvany izolaci zrostlinnych extrakti a potravin
pripravovanych z barevnych plodua (typicky z vina, dzusti apod.). Pro cilené zvysSeni zadanych
derivati jsou do téchto materiald pfidavana vhodné reaktivni ¢inidla. Castym postupem je
také piiprava modelovych roztoki, ve kterych dochézi ke stejnym procestim, jako naptiklad
ve vinech (tyto roztoky byvaji proto nazyvany modelovymi viny) [21,22]. Nejvice studii bylo
provedeno ve smésich obsahujicich oenin (tj. malvidin-3-O-glukosid), 10-15 % (v/v) roztok
ethanolu ve vod¢ a kyselinu vinnou (pH roztoku se v pracich pohybuje kolem hodnoty 3,5)
[23,24]. Vybornym zdrojem informaci o pyranoanthokyaninech ve vin¢ je piehledovy ¢lanek

Marqueze a kol. [25]. Pozornost je vSak vénovana rovnéz pyranoanthokyanidinim
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odvozenym od pelargonidinu (dale ozancovan jako Pg) a kyanidinu (Cy) [26], peonidinu (Pn)
[27], petunidinu (Pt) [28] a delfinidinu (Dp) [29]. Vyznamnym poznatkem tady studii je, ze
pyranoanthokyaniny jsou obecné stabilnéjSi neZ nativni anthokyaniny a lépe odoldvaji
zménam pH roztoku, zvysené teploté i rozkladu ptisobenim oxidu siti¢itého [30-32].
Informace o nékterych vlastnostech pyranoanthokyaninii se vSak v literatufe rozchazeji.
Problematické je napiiklad porovnani jejich antioxidacni aktivity s plivodnimi (nativnimi)
anthokyaniny. Ve studii Azevedy a kol. bylo provedeno stanoveni antioxida¢ni aktivity
metodou DPPH (reakce s 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylem, podle kterého je metoda
pojmenovana). Byly zkoumény derivaty malvidinu a vétSina pyranoanthokyaninii vykazovala
vyssi aktivitu nez nativni anthokyanin, pouze v pfipadé oxo- a methylpyranomalvidinu byla
antioxida¢ni aktivita srovnatelnd s nativnim anthokyaninem. Vysledkem citované studie tak
je, ze produkty cyklizanich pfemén malvidinu nesnizuji jeho antioxidacni aktivitu, ale
v nékterych ptipadech ji mohou dokonce zvysit [33]. Tento zavér je vSak v rozporu s praci P.
Marhola a kol. [34], kde je antixoidacni aktivita 5-karboxypyranomalvidin-3-O-glukosidu,
stanovovana pomoci FRAP (z angl. ,,ferric reducting antioxidant potential) a DPPH v obou
ptipadech niz§i nez pro odpovidajici nativni anthokyanin (malvidin-3-O-glukosid). Ke
stejnému zaveru (tj. Ze nativni anthokyaniny maji vySs$i antioxidacni kapacitu nez jejich
odpovidajici 5-karboxypyranoderivaty) dospéli také Garcia-Alonso a kol. [35]. Ve studii
Jordheim a kol. [28] se pak vztah antioxida¢ni aktivity nativnich anthokyanini a
odpovidajicich 5-karboxypyranoanthokyanini 1i§i v zavislosti na substituci B-kruhu

anthokyaninu (tzn. na druhu aglykonu).

Dal8i derivaty anthokyanini mohou vznikat pfimo C-C vazbou mezi nékolika
molekulami anthokyaninti, mezi anthokyaniny a jinymi flavonoidy [36], pfipadné pomoci
mustku tvofeného malou organickou molekulou (napt. acetaldehydem). Prvni prace zamétena
na studium mustkovych konjugatl se datuje jiz do roku 1976 [37]. Mezi flavonoidy, které
nejcastéji takto reaguji s anthokyaniny, patii flavanoly a proanthokyanidiny [38,39].

2.1.3. Methylpyranoanthokyaniny

Methylpyranoanthokyaniny jsou pyranoanthokyaniny s methylovym substituentem

na D-kruhu. Vznikaji reakci anthokyanini s acetonem [29], nebo s kyselinou acetoctovou
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[40]. Reakce s acetonem je rychla a kvantitativni — dochazi k ni dokonce 1 pfi extrakci
anthokyaninl acetonem z redlnych vzorku [29,41]. Po zjisténi, Ze nalezené slouCeniny jsou
produktem reakce nativnich anthokyaninii vzorku s rozpoustédlem, byl tento postup vyuzit i
pro cilenou piipravu 5-methylpyranomalvidin-3-O-glukosidu z pfislusného nativniho
anthokyaninu. Struktura nové syntetizované latky byla potvrzena 2D NMR [42]. Na druhou
stranu reakce anthokyanind s kyselinou acetoctovou probiha v modelovych vzorcich s malymi
vytézky napt. oproti reakci s pyruvatem (kdy vznikaji karboxypyranoanthokyaniny). Je
zajimavé, ze methylpyranoanthokyaniny byly nalezeny i ve vzorcich obohacenych pouze
pyruvatem, coz naznacuje, Ze oba déje — vznik karboxy- a methylderivati — by mohly do jisté
miry souviset [23].

V literatuie byla popsana fada methylpyranoanthokyaninti: methylpyranokyanidin-3-O-
glukosid a  methylpyranodelfinidin-3-O-glukosid ~ [41], methylpyranokyanidin-3-O-
sambubiosid [43], methylpyranodelfinidin-3-O-rhamnosid [29], methylpyranomalvidin-3-O-
glukosid (5-mePyMvGlu) [40], methylpyranomalvidin-3-O-kumarylglukosid [40] a ester
methylpyranomalvidinu-3-O-glukosidu a kyseliny kaftarové [44]. Tato disertacni prace je
vénovana 5-methylpyranopelargonidinu (dale oznaCovanému jako 5-mePyPg), ktery byl
poprvé syntetizovan na naSem pracovisti a vysledky studia této slouceniny publikovany
ve tiech studiich [45-47] a jeho izomernimu derivatu 4-methylfuranopelargonidinu
(4-meFuPg).

Methylpyranoanthokyaniny mohou deprotonovat za vzniku methylenové skupiny
na D-kruhu. K deprotonizaci dochazi az pti vysokém pH (>11,5) (obrazek 3) [48]. Ptesto v§ak
mohou reagovat svou methylovou skupinou, a to pravdépodobné mechanismem pienosu
naboje (,,charge-transfer”), napf. za vzniku aduktu methylpyranomalvidin-3-O-glukosidu a
sinapaldehydu [49]. Stejny proces byl vyuzit také pro reakce methylpyranomalvidin-3-O-
glukosidu s aminoderivaty aldehydu kyseliny skoficové (konkrétné dimethyl- a
diethylaminoderivaty). Vysledné adukty maji v kyselém prostfedi cervenou barvu, kterou
zpusobuje jejich dikationicka povaha (obrazek 4) [50]. Dalsi reakci popsanou
pro methylpyranoanthokyaniny je kysele katalyzovand hydrolyza. Ta poskytuje piislusné
aglykony a v mensi mife rovnéz slouCeniny identifikované pomoci NMR jako

methylfuranoanthokyanidiny (obrazek 5) [51].



Obrazek 3. Struktura deprotonovaného pyranoanthokyaninu popisovaného v préci Oliveiry a

kol. [48].

Obrazek 4. Dikationty vzniklé reakci  methylpyranomalvidinu-3-O-glukosidu
s aminoderivaty aldehydu kyseliny skoficové. R = -CHz / -CH2CHa.



CH;

CH,
Obrazek 5. Kysele katalyzovana hydrolyza methylpyranoanthokyanind spojena
s pfesmykem. R = -H / -OH, Rut = rutinosid.

Jak bylo zminéno vySe, pyranoanthokyaniny se pfirozené vyskytuji v potravinach
rostlinného pivodu a jejich vys$i stabilita v roztocich je tak potencialné vyuzitelna
V potravinaiském primyslu. Pfes jejich pfirozeny vyskyt i potencialni vyuziti jsou jejich
vlastnosti oproti nativnim anthokyaniniim pomérn€ maélo prostudovany. Existuji pouze dvé
prace zabyvajici se jejich toxicitou a biotransformaci. Zhu a kol. zkoumali na my$ich toxicitu
methylpyranomalvidin-3-O-glukosidu a jeho protektivni vliv proti poskozeni bunék
peroxidem vodiku (jako modelu oxidativniho stresu). Studie zjistila, Ze pro mysi je tato
sloucenina netoxickd, zvySuje odolnost MRC-5 bun¢k vici poSkozeni peroxidem vodiku a
mohla by se tedy stat vhodnym potravnim aditivem [52]. Pomoci ultrau¢inné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC/MS) byla spolu s dal§imi latkami studovana
metabolizace 5-methylpyranopelargonidinu pfipraveného v laboratofi na nasem pracovisti.
Bylo zjisténo, Ze pyranoderivat je metabolizovan ve vé&tsi mife neZ nativni anthokyanin.
Hlavnimi metaboliza¢nimi procesy pro 5-methylpyranopelargonidin jsou hydroxylace,
glukosidace a glukuronidace [47].

2.1.4. Derivaty pelargonidinu

Pelargonidin je nejjednodussim ptirodnim anthokyaninem — na B-kruhu obsahuje pouze
hydroxylovou skupinu v poloze 4'. V literatufe je mu vénovana pomérn¢ mensi pozornost nez
ostatnim zdkladnim anthokyaninim — pravdépodobné proto, Ze v nej€astéji analyzovaném
zdroji anthokyanint (tj. v ¢ervenych hroznech a produktech z nich) nebyl do roku 2003
nalezen [53] a vyskytuje se zde v fadové nizSich koncentracich nez ostatni aglykony [54].
Nejvyznamnéjsim pfirodnim zdrojem pelargonidinu jsou jahody [55], vyskytuje se ale také
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napt. v malindch [56], fedkvickach [57], Cervenych variantach brambor [58], Cervené a Cerné
mrkvi [59,60], fazolich [61], granatovém jablku [62], ficich [63] a také ve kvétech nékterych
rostlin [64,65].

Kromé existence ruzn¢ glykosylovanych derivata pelargonidinu [57,60,66,67], které
vSak obsahuji jeho zakladni skelet, byly identifikovany také slouceniny, kde je pozménén
zakladni skelet pelargonidinu. Ve kvétech alstromérie byly objeveny 6-hydroxy- a 8-
hydroxyderivaty pelargonidinu [68]. Ve kvétech barvinkovce rizového byly nalezeny derivaty
methylovaného pelargonidinu: 7-O-methylpelargonidin-3-O-[6-O-(rhamnosyl)-galaktosid] a
7-O-methylpelargonidin-3-O-galaktosid [69]. Druhy z téchto derivati byl pozdé&ji objeven
také v exokarpu (vnéjsi slupce) peprovcee brazilského [70]. V jahodach byly nalezeny dimerni
slouceniny pelargonidinu s katechinem, epikatechinem, afzelechinem a epiafzelechinem [71].
V jahodovém dZusu uméle obohaceném o kyselinu ferulovou, sinapovou a o 4-vinylsyringol
byly nalezeny pyranopelargonidiny, kde je substituentem na D-kruhu hydroxylovany c¢i
methoxylovany fenylovy kruh [26]. V jahodach byl rovnéz objeven analog vitisinu A — 5-
karboxypyranopelargonidin-3-O-glukosid [72]. Jinym tymem byla tato latka pozdé&ji
Vv jahodach analyzovana pomoci HPLC s coulometrickou detekci a pro ni a dalsi latky byl
prométen hydrodynamicky voltamogram (odezva coulometrického detektoru v zavislosti
na oxida¢nim potencialu) [73]. V jiné praci byla pomoci coulometrické detekce zkoumana
antioxidacni aktivita této latky, vysledky byly srovnavany s redukéni kapacitou hodnocenou
pomoci FRAP testu. V obou testech 5-karboxypyranopelargonidin vykazoval nejslabsi

antioxida¢ni aktivitu ze vS§ech zkoumanych anthokyaninti i karboxypyranoanthokyanini [28].

2.2. Kapalinova chromatografie v analyze anthokyaninu

Kapalinovéa chromatografie (LC, z angl. ,,liquid chromatography*) je bézn¢ pouzivanou
technikou pro separaci anthokyanintl a jejich derivati. Nejcastéji pouzivanymi stacionarnimi
fazemi jsou féze obracené (reverzni) vyuZivajici silikagel chemicky modifikovany
oktadecylovym fetézcem (C18) [40,63,66,74-78]. Byly vSak pouzity i pentafluorfenylové
(PFP) [77], ¢i fenyl-hexylové [79] faze. Jako mobilni faze se vyuzivaji voda (slozka s nizsi
eluéni silou), methanol a/nebo acetonitril (jako slozky s vySsi elu¢ni silou) a jejich smési

[74,75]. Tato rozpoustédla jsou okyselena vhodnou kyselinou (typicky kyselina mravenci
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[75], nebo trifluoroctova [66], dale také napt. kyselina fosforecna [80,81]), piip. dale
upravena pufrem (napfi. fosfatovym [76] nebo acetatovym [82] — v obou piipadech citovanych
praci na pH 2,6). Okyseleni mobilni faze posouva acidobazickou rovnovahu anthokyanina a
jejich derivati vyrazné ke kladné nabité a stabilni flavyliové formé. Chromatografické
vlastnosti zlepSuje zvySeni teploty chromatografické kolony (do 50 °C). Vyssi teplota vede
ke zvySeni ucCinnosti pravdépodobné vlivem rychlejsi interkonverze mezi flavyliovou a
karbinolovou formou a sniZzenim viskozity. Pfi ¢asech analyzy kratSich nez 2 hodiny nebyl
pozorovan tepelny rozklad analytd [83]. V systému reverznich fazi byly anthokyaniny
z ¢erven¢ho vina separovany také pomoci iontové-parovaci chromatografie, kdy byl jako
ionparovaci ¢inidlo pouzit hydrogensiran tetrabutylammonny; separace probihala v gradientu
rozpoustédel voda-methanol-acetonitril okyselenych kyselinou fosforeénou. Elu¢ni pofadi
monoglukosidii anthokyanidint ziistdva za téchto podminek nezménéno oproti klasickému
systému reverznich fazi a latky eluuji v poradi podle klesajici polarity (tj. delfinidin, kyanidin,
petunidin, peonidin, malvidin) [80].

Anthokyaniny lze separovat i v HILIC moédu (z angl. ,hydrofilic interaction liquid
chromatography*) médu. Oproti reverznim fazim jde vSak o postup daleko méné obvykly.
V jednodimenziondlnim uspofddani byly separovdny anthokyaniny z pfirodnich zdroja
(bortivky, cervené zeli, fedkvicky, slupky hroznového vina a ¢erné fazole) na silikagelové,
diolové, aminové, kyanopropylové a amidové stacionarni fazi [84]. Pro separaci a kvantifikaci
kyanidin-3-O-glukosidu, peonidin-3-O-glukosidu, delfinidin-3-O-glukosidu a malvidin-3-O-
glukosidu ve vin¢ byla vyuzita zwitteriontova kolona ZIC-HILIC [85]. V nedavné dobé vysly
také dveé publikace zabyvajici se dvoudimenzionalni LC separaci anthokyaninii — v obou
ptipadech jde o kombinaci systému reverznich fazi a syst¢ému HILIC. V jednom ptipadé bylo
spojeni obou systémil vyuzito pro preparativni izolaci nového anthokyaninu z kustovnice
ruthénské [86], v druhém piipadé byl analyzovan anthokyaninovy profil zralych vin [87].
V literatuie nebyly nalezeny zaddné prace zabyvajici se separacemi pyranoanthokyanini
vmodu HILIC. Anthokyaniny ani jejich derivaty nebyly podle dostupnych informaci
separovany v systému normalnich fazi. Existuje vSak zajimava studie vyuzivajici pro separaci
anthokyaninli (v€etné pyranoanthokyanintl) v cerveném vin¢ kolonu se smésnym modem
déleni (tzv. ,mixed-mode column®), v tomto piipadé¢ konkrétné¢ kolonu Primesep B2

kombinujici reverzni fazi a aniontovou vyménu. Kolona je v citované praci srovnavana

11



s konven¢ni kolonou typu C18. Poskytuje odlisnou selektivitu, avSak rozliSeni i celkovy cCas
analyzy je v ptipadé€ jejiho pouziti horsi, resp. delsi. Podle autort je hlavni vyhodou odliSnost
jeji selektivity, ktera muze byt uplatnéna naptf. ve dvoudimenzionalni kapalinové

chromatografii [81].

Kromé¢ konvenéni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie se k analyze anthokyaninti
a jejich derivat vyuziva i ultratéinna kapalinova chromatografie (UHPLC) [47,88,89] a
kapilarni kapalinova chromatografie (,,nano-liquid chromatography*) [90,91]. S vybérem
rozmeérit separacniho systému casto souvisi i volba mezi izokratickou a gradientovou eluci.
Izokraticka eluce se tak pouziva typicky v kapilarnim uspotradani [90], kde je instrumentalné
které nepodporuji gradientovou eluci, a také v (semi)preparativnim usporadani [34,92]. Jeji
vyhodou je, Zze odpada Casova prodleva spojena s ekvilibraci kolony po analyze [93].
Gradientova eluce se pouziva v pfipadech, kdy je analyzovéna slozitd smés latek s vyrazné

MV

0 analyzy rostlinné extraktl a potravin. [62,66,64].

Detekce anthokyanin v LC se vétSinou realizuje pomoci UV/VIS nebo (tandemoveé)
MS. Pii detekci pomoci UV/VIS se vyuZziva absorpce anthokyanini ve viditelné oblasti.
Pro sledovani obsahu anthokyanind je typicka detekce pii 520 nm [66,94,95,96]. V zavislosti
na struktufe sledovanych anthokyanint a jejich derivata vsak byly v riznych studiich pouzity
vinové délky v rozpéti od 510 nm [78] az do 535 nm [97]. Spojeni kapalinové chromatografie
s MS detekci je realizovano v naprosté vétSiné€ piipadit pomoci iontovych zdroji pracujicich
za atmosférického tlaku (API, z angl. ,,atmospheric pressure ionization®), tj. chemickou
1onizaci za atmosférického tlaku (APCI, z angl. ,,atmospheric pressure chemical ionization*) a
spektry z ionizace elektrosprejem (ESI, z angl. ,,electrospray ionization*) [98]. V této kapitole
jsou zminény techniky jednoduché MS detekce, tandemova hmotnostni spektrometrie pak
bude probrana zvlast v kapitole 2.3. Pfi jednoduché MS detekci se vyuZziva nejcastéji skenu
pies veétSi rozsah hodnot m/z s ndslednym vybérem pozadované hmoty a rekonstrukci
iontového proudu extrahované¢ho pro danou hodnotu m/z (XIC, zangl. ,extracted ion
current®). Takto byly kvantifikovany napf. anthokyaniny ve slupkéach hroznového vina odrady
Cardinal [99]. Dalsi moznosti je sledovani pouze ionti o konkrétni hodnoté¢ m/z (tzv. SIM —

z angl. ,,single ion monitoring®, popf. oznacované také jako SIR — ,single ion recording®
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[100]). Vyhodou pouziti SIM moédu je zvysena citlivost detektoru [101] — pfistroj detekuje
pouze vybrané ionty, ne celé¢ spektrum. Nevyhodou tohoto pfistupu je, ze jsou detekovany
pouze pifedem znamé latky a dalsi pfipadné sloZky nejsou analyzou odhaleny. Pfi analyze
anthokyanini byl tento mdd pouzit pro stanoveni Ubytku anthokyanini vlivem zvySené
teploty ve vinnych hroznech odridy Cabernet Sauvignon [102].

Ke kvantifikaci identifikovanych latek pak existuje nékolik pfistupti. Ziejmé
nejpfesnéjSim je kvantifikace na zdkladé setu vnéjSich standard, kdy se pro kazdou
kvantifikovanou latku konstruuje kalibra¢ni kiivka s pouzitim ptislusného standardu. Tento
pfistup byl zvolen napf. pii kvantifikaci anthokyanini v plodech muchovniku [94] a
kapustoné brazilské [95]. Casté je rovnéZ pouziti jediného standardu a piepocet koncentraci
vSech kvantifikovanych latek na tento standard. Ziejm¢ vzhledem k faktu, ze je
chrysanthemin (kyanidin-3-O-glukosid) je nejrozsitenéj$im anthokyaninem v piirodé [51], je
také nejcastéji pouzivanym standardem. Tento anthokyanin byl pouzit pro kvantifikaci
anthokyanint v barevnych odridach ryze [103] a plodech amazonskych hroznti (Pourouma
cecropiifolia) [104]. Jelikoz velmi Casto analyzovanym materialem je také Cervené vino a
hrozny, je dal§im ¢asto pouzivanym standardem oenin (malvidin-3-O-glukosid) [96,105].
Existuji i studie vyuzivajici takto pelargonidin-3-O-glukosid [106,107]. Jakymsi mezistupném
mezi obéma vySe uvedenymi piistupy je pouziti sady latek jako zastupci jednotlivych
analyzovanych skupin. Takto byly napt. ve studii 283 vzorkl vina vybrany malvidin-3-O-
glukosid jako standard pro anthokyaniny a flavanol-anthokyaninové konjugaty.
Pro karboxypyranoanthokyaniny a nesubstituované pyranoanthokyaniny byly pouzity vitisin
A, resp. vitisin B. Pinotin A byl standardem pro 5-hydroxyfenyl-pyranoanthokyaniny a
koneéné 5-(p-hydroxyphenyl)-pyranomalvidin-3-O-glukosid byl vyuzit jako standard

pro stanoveni 5-hydroxyfenyl-pyranoanthokyaninii a 5-flavanol-pyranoanthokyanind [108].

2.3. Tandemova MS v analyze anthokyaninu

Hmotnostni  spektrometrie je vyznamnou analytickou technikou pomahajici
pfi identifikaci neznamych latek a umozZiujici rovnéz kvantifikaci. Pro analyzu anthokyanin
je nejCastéji vyuzivana v kombinaci se separacnimi technikami (pfevazné kapalinovou

chromatografii), kde se uplatiluji API techniky. Existuji i jeji aplikace bez pfedchozi separace
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vyuzivajici ESI [109-111], ptip. MALDI (matrici asistovana laserova desorpce-ionizace)
[44,46,112-115]. V oblasti zobrazovaci (,,imaging*) hmotnostni spektrometrie byla vyuzita
rovnézZ MALDI, kde byl prokadzan zvySeny vyskyt anthokyanini ve slupce vinnych hroznil
[116] a desorp¢ni nanoelektrosprej pro rychlé profilovani anthokyaninti ve vzorcich vin [117].
Metodologicky je pak desorpcni elektrosprej v zobrazovacim (,,imaging®) modu testovan
pfi analyze anthokyanind v otiscich jahod na TLC desce. Citovanéa prace se zabyva vlivem
teploty a extrakce analytu rozpoustédlem na odezvu signalu [118].

M¢Ekké ionizacni techniky poskytuji obvykle vysoky vytézek rodiCovskych ionti a
pro studium jejich fragmentace je nezbytné jim v pribéhu MS experimentu (obvykle po jejich
izolaci v analyzatoru) dodat dostate¢nou energii. Vysledkem jsou tandemova spektra. Je
znamo, ze oproti spektrim produkovanym s vyuzitim ,tvrdé*“ elektronové ionizace
(poskytujicim fragmenty piimo) jsou fragmentacni spektra ziskanad kombinaci mékkeé ionizace
a nasledné fragmentace v tandemovém experimentu daleko méné reprodukovatelna.
Fragmentacni spektra stejnych sloucenin se mohou vyrazné liSit v zavislosti na zvolené
ionizacni technice, typu a konstrukci kolizni cely, kolizni energii, tlaku kolizniho plynu atd.
Pro sjednoceni zaznamil tandemovych MS spekter byl autory Hopleyem a kol. navrzen
systematicky pfistup spocivajici v kalibraci fragmentacnich podminek. V praci navrzené
schéma vychéazi znastaveni pfistroje tak, aby MS/MS spektrum reserpinu (m/z 609)
obsahovalo jeho fragment o m/z 397 s 80 % intenzitou viaci rodicovskému iontu. Autofi
zatéchto podminek naméfili fragmentacni spektra 48 sloucenin na 11 hmotnostnich
spektrometrech riznych druhii a podafilo se jim doséhnout vice nez 70 % shody spekter
ve 27 % pripadi (pro hodnoceni shody pouzili autoii parametr oznaceny v praci jako ,,fit
score®), piiCemz toto Cislo se jeste dale zvySovalo, pokud byly srovndvany pouze analyzatory
stejného druhu, nebo piistroje stejného vyrobce [119].

Uzitecnou informaci pii vybéru vhodnych podminek pro fragmentaci iontu je optimalni
kolizni energie pozadovanych fragmentt, tedy energie, pti které ma fragmentovy iont nejvyssi
relativni intenzitu. Vzhledem k tomu, ze pro vznik riznych fragmentii z dané¢ho rodi¢ovského
iontu je tfeba dodat rtizné kolizni energie, je ziskani charakteristického fragmenta¢niho
spektra vétSinou vysledkem kompromisu. Nejjednodussim a logickym zplsobem
optimalizace vytéZku charakteristickych fragmentl je prométeni MS/MS spekter pfi riznych

koliznich energiich a jejich srovnani. Tento pfistup bylo pouzit napt. pii sledovani CID
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fragmentaci oligosacharida [120], buprenorfinu [121], ¢i vybranych seskviterpenovych
laktont [122]. Anthokyaniny ani jejich derivaty prozatim timto zplisobem charakterizovany
nebyly s vyjimkou publikace vzniklé na naSem pracovisti [46].

NejbéznéjSim procesem pii fragmentaci glykosylovanych anthokyanini je ztrata
(dehydratované) cukerné jednotky. Typicky je pozorovana ztrata monoglykosida (ztrata 162
Da), diglykosidi (324 Da), v piipadé¢ acylace na cukru také acetylglykosidii (208 Da),
malonylglykosidi (248 Da) a kafeoylglukosidi (324 Da) [89]. Mén¢ obvyklymi ztratami jsou
napiiklad glukuronidy (176 Da) [62]. Ztraty glykosidickych jednotek byly pozorovany i
v MS/MS vybranych pyranoanthokyanini [32,123].

Fragmentace samotného anthokyanidinu pak sleduje tfi drahy: prvni z nich je retro-
Diels-Alderovské stépeni (RDA). Pfi tom se rozpada C-kruh anthokyaninu za vzniku dvou
fragmentti, z nichZ jeden obsahuje zachovany A-kruh a druhy zachovany B-kruh. U nativnich
anthokyanidini bylo s vysokym vytézkem pozorovéno 0,2 a 0,3 RDA Stépeni (oznaceni
vychazi z polohy vazeb, které pii Sté€peni zanikaji, viz obrazek 6) [89,111]. Tato Stépeni

umoznuji urcit substituci na B-kruhu a tim druh ptivodniho nativniho anthokyaninu.

Na obrazku 6 je pro ilustraci uvedeno $tépeni 0,2.

OH

Obrizek 6. Cislovani vazeb v anthokyanidinu pro ti¢ely nomenklatury RDA $tépeni a ptiklad

0,2 RDA stépeni bez ptenosu naboje.

Druhou moznosti fragmentace aglykonu je ztrata celého B-kruhu pfimym S§tépenim
vazby mezi kruhy B a C [89]. V citované praci studujici fragmentaci aglykond delfinidinu,
kyanidinu, petunidinu, peonidinu a malvidinu vsak iont odpovidajici ztrat¢ B-kruhu

poskytovaly pouze delfinidin a malvidin, nejedna se tedy ziejmé o ¢asty mechanismus.

Dal8im mechanismem fragmentace je postupnd ztrata malych molekul z aglykonu. Témi
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jsou nejcastéji molekuly vody a oxidu uhelnatého [124], v pfipadé methoxylovanych
anthokyanidinti (peonidin, petunidin, malvidin) ale rovnéz methyl ¢i pfimo methan [89].
Pfestoze tyto ztraty jsou samy o sobé nespecifické a neni mozné na jejich zaklade
identifikovat ptivodni anthokyanidin, pocet a poméry signalii, které jsou s témito procesy
spojeny, jsou pro jednotlivé anthokyanidiny typické. Tohoto jevu vyuzili Hayasaka a
Asenstorfer. Tito autoii ve své praci sestavili tabulku ztrat malych molekul, podle které je
mozné z fragmentaéniho spektra usuzovat na povahu nativniho anthokyanidinu [125].
Ve stejné praci byla znalost téchto typickych ztrat vyuzita pro navrh struktur detekovanych
anthokyaninovych derivati (vitisinovych a pinotinovych derivati). Ztrata malych molekul
mize byt kombinovana s vy$e zminénymi mechanismy, napf. p¥i vzniku iontu [*?B-CO]*

z delfinidinu [89].

2.4. VyuZiti vypocéetni chemie pro studium fragmentace

anthokyaninovych barviv

Tato disertaéni prace vyuziva pro studium jevi probihajicich ve hmotnostnim
spektrometru nastroje kvantové chemie. Jeji princip, pouzivané postupy, moznosti a omezeni
jsou tedy kratce diskutovany v nasledujicich kapitolach. Detailni popis této metody presahuje
ramec tématu disertacni prace a zvyraznéno je zejména jeji praktické uplatnéni ve hmotnostni

spektrometrii.

2.4.1. Kvantova chemie a DFT metody

Kvantova chemie je cennym néstrojem pii urCovani mnoha charakteristik zkoumanych
latek — napf. jejich optimalni geometrie, ionizacni energie, protonové afinity, disociacni
konstanty, UV/VIS, IC, NMR, & CD spekter. Teoreticky vychazi ze Schrodingerovy rovnice
(obrazek 7), ktera popisuje Casovy a prostorovy vyvoj vinové funkce systému. VInovou
funkci pak rozumime soubor veskerych informaci o kvantovém systému, v tomto kontextu

pak zejména pravdépodobnosti vyskytu ¢astic v prostoru a ¢ase. Na tento zakladni princip je
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navazana fada nize zminénych aproximaci a postupt, které umoziuji jeji feSeni (S omezenou
ptesnosti). Metody pracujici s vinovou funkci se obecné mohou délit na tzv. ab initio metody
(vychazeji pouze z fyzikalnich predpokladl) a (semi)empirické metody, které ve vypoctech

vyuzivaji empiricky ziskané parametry.

~

Hyj(r) = E¢(r)

Obrazek 7. Stacionarni tvar Schrédingerovy rovnice.

Pro zjiSténi energie systému je vyznamny tzv. variacni princip. Toto pravidlo tika, Ze
vSechny vlnové funkce systému poskytuji pravé energii zakladniho stavu, nebo energii vyssi a
cilem je tedy prozkoumat prostor vinovych funkci a najit tu, pro kterou je energie nejnizsi.
Silové pole molekuly se obecné sklada z poli jader atomu a elektronti. S ohledem na pomér
jejich hmotnosti se jadra v praxi povazuji za staticka vzhledem k pohybujicim se elektrontim,
takze je mozné fesit pohyby elektronil a jader odd€lené. Toto zjednoduseni se oznacuje jako
Born-Oppenheimerova (BO) aproximace. Pii vypoc¢tu vinové funkce je i pii vyuziti BO
aproximace nutné vypocitat n-elektronovou vlnovou funkci pro €astici s n elektrony. Je v§ak
mozné sestavit matici N pozic jednotlivych elektroni, tzn. 1-elektronovych vinovych funkci
(molekulovych orbitalll). Determinant takovéto matice oznacujeme jako Slatertiv determinant.

Ten je vinovou funkei popisovaného systému.

Dulezitou aproximaci v kvantové chemii je Hartree-Fockova (HF) aproximace. Ta
vyuziva zjednoduseni, Ze elektron neni v interakci se vSemi ostatnimi elektrony zaroven, ale
interaguje pouze s jednou entitou — pramémym silovym polem vsech ostatnich elektrontl.
Reseni Hartreeho rovnice, ktera je ipravou vyse zminéné Schrddingerovy rovnice, pomoci
HF aproximace vyzaduje iterativni postup. ZjednodusSené feCeno je vylepSena geometrie
orbitalll vypoctena na zéklad¢ sebe samych. Jednotlivymi vypocetnimi kroky se feSeni stale
zpresiuje. Jakmile je velikost zmény mezi dvéma kroky mensi nez predem dand mez, je
vysledek povazovan za kone¢ny. Tato metoda se také oznacuje jako model nezéavislych ¢astic
(SCF, zangl. ,self-consistent field“). Vysledky z HF vypocltd nejsou pfesnym feSenim
Schrodingerovy rovnice a jejich feSenim je tzv. HF limita. Rozdil mezi HF limitou a spravnou

hodnotou energie predstavuje tzv. korelacni energie — energie vzajemné repulze elektront,
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ktera v HF pfistupu neni uvazovana.

Korela¢ni energii je mozné spocitat napt. pomoci Meller-Plessetovy poruchové teorie
(MPx metody), kde korelacni energii dopocitavame jako tzv. ,,poruchu® (maly ptispevek)
k celkové energii systému. Tento ,,poruseny” systém skladajici se z ,,neporusené¢ho* (HF)
hamiltonianu a hamiltonianu piedstavujiciho ,,poruchu® je pocetné mozno fesit. Dal$i metody
zahrnuji konfiguracni interakci (CI), kde je jeden Slatertiv determinant nahrazen kompletni
sadou zahrnujici 1 excitované stavy, nebo metodou vazanych klastri (CC, z angl. ,,coupled

clusters®).

S korela¢ni energii pracuji i metody na bazi teorie funkcionalu hustoty (DFT, z angl.
,»density functional theory*). Na rozdil od vySe zminénych ab initio metod nepracuji tyto
metody s vinovou funkci (Cili polohou jednotlivych elektront), ale pouze s elektronovou
hustotou v okoli zkoumané molekuly. Elektronova hustota v tomto pfistupu znamena
pravdépodobnost, Ze se v daném prostoru bude vyskytovat néktery z elektron systému.
Pomoci elektronové hustoty mizeme sestrojit hamiltonidn systému a tim fesit Schrodingerovu
rovnici. Teoretickym podkladem pro pouziti DFT jsou Hohenberg-Kohnovy teorémy spojujici
tzv. externi potencial (coulombickou interakei elektronil s jadry, tedy pozici jader v systému)
s elektronovou hustotou a zavadégjici varianéni princip pro elektronovou hustotu (hledame
Kohn-Shamovych rovnic. Jejich feSenim ziskdme elektronovou hustotu, kterou dosadime
do fukcionalu energie. Pouzivanymi aproximacemi v DFT jsou aproximace lokalni hustoty
(LDA, zangl. ,local density approximation®), popf. aproximace zobecnéného gradientu
hustoty (GGA, zangl. ,general gradient approximation®), které aproximuji vyménné-
korelaéni potencial elektronovou hustotou, pfip. jejim gradientem, v konkrétnich bodech

v prostoru. [126].

2.4.2. Vyuziti kvantové chemie pro studium fragmentaci v tandemové MS

Vypocetni chemie je uzitecnym ndstrojem pro objasiiovani fragmentacnich procest
probihajicich ve hmotnostnim spektrometru. Klicovymi parametry pro predikci vzhledu
fragmentaéniho spektra muze byt cela fada fyzikalné-chemickych charakteristik rodi¢ovského

iontu, ale i vznikajicich fragmentovych iontii. Nasledujici kapitola shrnuje aktudlni poznatky
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Vv oblasti kombinace vypocetni chemie a experimentalnich dat a podava piehled o parametrech

zkoumanych ionti, které maji vliv na vzhled kolizniho spektra.

Porovnanim experimentalnich dat z infracervené multifotonové disociacni
spektroskopie (IRMPD — z angl. ,,infrared multiphoton dissociation spectroscopy) a kolizi
indukované disociace (CID — z angl. ,,collision-induced dissociation*) s DFT vypocty bylo
objasnéno fragmentacni chovani p-aminofenolu. U této jednoduché modelové molekuly byly
vypocteny energie vzniku pozorovanych fragmentovych iontl a na jejich zdkladé byly tyto
ionty klasifikovany jako termodynamicky ci kineticky preferované. Experimentalné namétena
data pro IRMPD (termodynamicky preferovana) a CID (kineticky preferovana) pak potvrdila
Vv MS/MS spektrech vyskyt iontd odpovidajici teoretické preferenci [127]. Dalsim zajimavym
vyuzitim vypocetni chemie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro analyzu
izomeru je prace Galezowské a kol. Tito autofi pozorovali dobrou shodu mezi experimentalné
zjiSténymi intenzitami fragmenti Vv MS/MS spektrech vybranych derivath chinazolinu a
Boltzmannovym rozdélenim téchto fragmenti zalozeném na vypoctenych enthalpiich jejich
protonace [128]. Prace Crottiho a kol. se vénuje fragmentacim vybranych laktont.
V zavislosti na struktufe laktonu (nasyceny vs. nenasyceny) dochdzi k riznym preferencim
ztrat (voda ¢i amoniak jsou preferovany u nasycenych laktonli a oxid uhelnaty v druhém
pfipad¢). Experimentalné je pozorovana tendence iontu fragmentovat tak, aby vznikal co
nejstabilnéjsi karbokationt. Vypoéty energii fragmentovych iontd tuto teorii potvrzuji [129].
Vypocetni chemie také umoznila odlisit rozdilné funkéni izomery metabolita tyrosinu —
na zékladé pozorovanych neutralnich ztrat a vypocth energii vedoucich k t€émto ztratdm je

mezi metabolity mozné odlisit hydroxy- a aminoderivaty od karboxylovych kyselin [130].

Predikci fragmentacniho chovani molekul na zakladé dusledkti jejich protonace
Vv iontovém zdroji se dlouhodobé zabyva skupina autorti vedena F. Pullenem. Tito autofi
vychéazeji zptedpokladu, ze nejvhodnéjSimi misty pro Stépeni jsou vazby, které se
po protonaci prodlouzi. Takto byla predikovana napt. fragmentace dofetilidu a jeho derivati —
bylo zjiSténo, ze protonace analytu viontovém zdroji je dileZitym faktorem, jelikoz
zpusobuje prodlouzeni nékterych vazeb v molekule, které jsou poté nachylnéjsi ke Stépeni
[131]. Zkoumanim fragmentace sulfoxidl stejnymi autory bylo zji$téno, Ze protonace
na kysliku u téchto sloucenin vede k vy$§imu vyskytu radikalovych iontii ve fragmentacnim

spektru, diky ¢emuz je mozné odlisit S-oxidy od N- a C-oxidi [132]. Tento tym zkoumal také
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vliv prodlouzeni vazeb po protonaci v iontovém zdroji na fragmentaci 1é¢iva maravirocu a
dvou jeho metabolitli. Kromé& potvrzeni pfedpokladu autort (,,prodlouzeni vazeb v dusledku
protonace vede K jejich $tépeni‘) nabizi prace i dal$i zajimavé poznatky. Je studovan rozdil
mezi spektry ziskanymi pomoci APCI a ESI. Autoii na zakladé teoretickych vypocta
predpokladaji odliSnd mista protonizace analyti v roztoku (ESI) a v plynné fazi (APCI),
pfesto jsou u obou ioniza¢nich technik v praxi pozorovana shodné fragmentacni spektra. Tuto
shodu autofi vysvétluji pravdépodobnou migraci protonu ve vzniklém iontu. Ten je piesunut
na tzv. disocia¢ni centrum a poté se uskuteCni fragmentace [133]. Koncept rozliSovani
protona¢niho centra (rozhodnuti, kam je navazan proton pii kontaktu s molekulou) a
disocia¢niho centra (rozhodnuti, kde je proton pfitomen v momentu fragmentace) zavedl jiz
diive Tu, ktery ptedpoklada jako dualezity krok transfer protonu mezi témito dvé misty, aby
K pozorované fragmentaci mohlo dojit [134]. V obecné roviné pak byly srovnavany
fragmentace kationtl a anionti v CID. Bylo zjisténo, ze predikce fragmentace podle
prodlouzeni délky vazby u aniontl neplati, a to ani u sloucenin, kde pti kladné ionizaci
predikce funguje. Jako vysvétleni je v praci uvedeno a diskutovano pravidlo aktivace vazeb
(BAR, z angl. ,,bond activation rule®), které tika, ze protonace na elektronegativnéj$im atomu
zvySuje polaritu vazby a tim ji oslabuje. Pfi deprotonaci je pozorovan opacny trend — vazebné
elektrony jsou od deprotonovaného atomu odpuzovany, ¢imzZ polarita vazby klesa [135].
Tento tym také porovnaval vysledky z vypoctl pomoci DFT a AMI1 (semiempirickd metoda)
zamé&fenych na predikci fragmentace vazeb na zaklad¢ jejich prodlouZeni. V préci je zminéna
kritickd hodnota prodlouZeni vazby, pii které dochazi k jejimu rozpadu: 0,039 A [136].
Sporny je pfistup k hodnoceni vypocti pomoci tranzitnich stavll presund vodiku.
O energie tranzitnich stavii zahrnujicich transfer vodiku se opiraji zavéry nekolika praci.
Kromé dfive zminéné fragmentace p-aminofenolu [127] byla studovana napi. také
fragmentace protonovanych enaminont [137], S-methylbenzenylmethylenhydrazin-
dithiokarboxylatu [138] a fragmentace dvojné vazby C=C v protonovaném Ketotifenu, kdy
byla pozorovana sekvence nékolika migra¢nich procesti [139]. Porovnanim energii tranzitnich
stavll bylo zjiSténo, Ze eliminace benzenu z protonovaného N-benzylindolinu je zpiisobena
transferem benzylového kationtu, a ne transferem protonu [140]. U vsech vyse zminénych
praci byla MS analyza provadéna v kladném ionizaénim modu. Z praci zabyvajicich se

fragmentacemi v zaporném modu ionizace je vhodné zminit praci Lu a kol., ktefi zkoumali
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fragmentaci deprotonovanych N,2-difenylacetamidti. Autofi pozorovali vznik dvou iontd
pfimym §tépenim a dvou iontl vznikajicich disledkem transferu protonu v ramci iontove-
neutralniho komplexu. Energie jimi nalezenych tranzitnich stavii dobfe popisuji
experimentalné pozorované chovani fragmentovanych iontt [141]. Pro vypocet tranzitnich
stavl fragmentaci alkylsulfidd byl tymem Schuhfrieda a kol. pouzivan DFT funkcional M06-
2X navrzeny pro pfesny vypocet energii tranzitnich stavl [142]. Stejny funkciondl pouzili i
Stolic a kol. pro vypocet tranzitnich stavii fragmentace diamidovych derivata
3,4-ethylendioxythiofenu [143]. Pouzita vypocetni metoda poskytla vysledky konzistentni
s daty ziskanymi experimentalné pomoci MS a odhalila pribéh pfemén jednotlivych
iontovych forem mezi sebou. Na druhou stranu vsak byla v nedavné dob¢ publikovana studie,
kterd vyznam tohoto jevu (transferu protonu) jako limitujiciho kroku snizuje. Podle této studie
je energie transferu protonu nizka vzhledem k bézné pouzivanym koliznim energiim (cca
5-50 eV) a proto je za béznych podminek v CID proton plné¢ mobilni a fragmentace je
zpuisobena dal§imi jevy po pfesunu protonu na misto, kde zpiisobi prodlouzeni vazeb vedouci

k fragmentaci [144].

2.5. Vyuziti kvantové chemie v analyze anthokyaninu

Anthokyaniny a jejich derivaty byly metodami vypocetni chemie (in silico) studovany
Z riznych uhlt pohledu. Pomoci DFT metod ve spojeni s modelem polarizovaného kontinua
(PCM zangl. ,polarized continuum model“) byla studovana lokalizace pozitivniho a
negativniho naboje na nabitych anthokyaninech [145]. PCM model je aproximaci
pii vypoctech  zahrnujicich krom¢ analytu také rozpoustédlo. Rozpoustédlo je
charakterizovano jako nerozliSené kontinuum se spolenymi vlastnostmi (v ptipadé¢ PCM je
zasadnim parametrem jeho relativni permitivita). Stejni autofi vyuZili kombinaci DFT metod a
PCM modelu také pro studium kationické, chinoidni and anionické formy pelargonidinu
Vv plynné fazi a vroztoku. Byly nalezeny jejich optimalizované struktury a odpovidajici
ioniza¢ni potencialy [146]. Spojenim NMR a teoretické chemie byly studovany konformery
vybranych portisinti. Teoretické vypocty odhalily vyskyt vice stavli s riznymi hodnotami
dihedralniho uhlu pro vazbu spojujici pyranoanthokyanin a fenolickou ¢ast molekuly. Tyto

vysledky se shoduji s daty z NMR, ktera ukazuji na to, ze v systému existuje smés signall
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odpovidajici interkonverzi jednotlivych konformert [147]. Dalsi z praci, kde byla vypocetni
chemie pouzita v kombinaci s NMR, je porovnavaci studie stinicich konstant deviti
anthokyaninl v pevném stavu. Experimentalni data byla porovnana s vysledky z DFT vypocti
a spojenim obou pfistupt byly odhadnuty nejpravdépodobnéjsi geometrie zkoumanych latek
V pevném stavu. Jednim ze zavért prace je, ze uspofadanost (krystalinita) anthokyanint
V pevném stavu klesa se zvySujicim se po¢tem hydroxylovych skupin [148]. V praci Annouara
a kol. byla na zakladé teoretickych vypocti predikovana predikovana UV/VIS spektra
prirodnich polyfenolt vcetné tii anthokyanint. Studie se vénuje také vybéru vhodné baze
pouzité pro vypocet téchto spekter. Jako funkciondl je zvolen hybridni B3P86 a jako baze
6-311+G(d,p), ktera je vhodnym kompromisem mezi piesnosti a vypocetnim ¢asem [149].
Dobrou schopnost predikce UV/VIS spekter vybranych studovanych pyranoanthokyanint
v plynné fazi i v roztoku prokazaly Casové-zavislé DFT (TDDFT z angl. ,time-dependent
DFT*) a ab initio metody. [150]. Nejvice praci je vSak zaméfeno na studium antioxida¢ni
kapacity anthokyanidint. Pfiklady mohou byt napt. DFT studie Guzmana a kol. [151] nebo
Hartree-Fock (HF) a restricted open-shell Hartree—-Fock (ROHF) studie, které publikovali
Popova a kol. [152] a Sakata a kol. [153]. Antioxida¢ni aktivita (aproximovana jako funkce
disociac¢ni energie O-H vazby) byla studovana také pro vybrané pyranoanthokyanidiny [154].
Podrobna studie oxovitisinu podniknuta Alcarem a kol. zjistovala jeho schopnost zhaset
radikaly (,,radical scavenging activity*) pomoci vypoctu metodou DFT/B3LYP. V praci byly
vypoéteny disociacni energie O-H vazby (BDE, z angl. ,,bond dissociation energy*), ioniza¢ni
energie (IE), protonova afinita (PA) a vazebna energie kov-oxovitisin pro kationty Fe?*. Tyto
parametry byly vypocteny pro plynnou fazi a roztoky oxovitisinu ve vodé a v benzenu.
Z vypodtu vazebné energie komplexu Fe?*-oxovitisin vyplyva, Ze oxovitisin je vhodnym
kandidatem na zachytdvani iontu dvojmocného Zeleza, ¢imZ mu znemoZiuje UCastnit se
Fentonovy reakce [155]. Stejné parametry — IE, BDE O-H vazby a disocia¢ni energie protonu
(PDE, z angl. ,,proton dissociation energy*) OH vazby — byly v jiné praci stanoveny pro
delfinidin [156]. Studie Lu a kol. popisuje rizné mechanismy zodpovédné za antioxidacni
aktivitu vybranych anthokyanint a identifikuje jednotlivé hydroxylové skupiny odpovédné za
kli¢ové presuny elektronti a atomt vodiku [157]. Zajimavou praci popisujici vyuziti vypocetni
chemie pro fragmentaci anthokyanini v MS/MS experimentu je studie Barnese a Schuga.
Autofi v této praci vyuzili pro vypocet energii fragmentl pelargonidin-3,5-O-diglukosidu a

kyanidin-3,5-O-diglukosidu vzniklych RDA $tépenim v MS/MS metodu DFT (B3LYP/6-
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31G) [158]. Vedle toho byla publikovana studie nasi vyzkumné skupiny zabyvajici se studiem
fragmentace 5-methylpyranopelargonidinu s vyuzitim kombinace tandemové hmotnostni
spektrometrie na pfistroji s vysokym rozliSenim a vypocetni chemie, konkrétné DFT metod

(hybridniho B3LYP funcionalu a baze 6-31G*) [46].
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3. Cile disertacni prace

Cile této disertacni prace lze shrnout do nésledujicich bodu:

e nalezeni vhodné metody pro piipravu a chromatografickou purifikaci

5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu,

e detailni prostudovani MS/MS spekter obou latek s pomoci vysokorozliSujiciho

tandemového hmotnostniho spektrometru,

e zhodnoceni energetické naroc¢nosti vzniku charakteristickych fragmenti a
posouzeni jejiho vlivu na vytéZzek charakteristickych fragmentit v MS/MS

spektrech obou studovanych barviv,

e vyvoj UHPLC/MS? metody pro rychlou analyzu pyrano a furanoanthokyaninii

V ovocnych vinech

Nejvyznamngj§i  vysledky uvedené v této praci byly publikovany ve dvou

impaktovanych publikacich [45,46] a rukopis dalsi prace je v recenznim fizeni (viz Ptiloha 4).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie

Na ptipravu modelovych roztokii, mobilnich fazi a kalibrac¢nich roztokti byl pouzit
pelargonidin chlorid (Sigma-Aldrich, USA), voda (HPLC grade, Lab-Scan, Poland), methanol
(HPLC grade, VWR International, USA), acetonitril (HPLC grade, VWR International, USA),
aceton (HPLC grade, Sigma-Aldrich, USA), kyselina chlorovodikova (p.a., Lach-Ner, Ceska
Republika), kyselina mraven¢i (gradient grade, Sigma-Aldrich, USA), leucin-enkefalin
(HPLC, Sigma-Aldrich, USA) a hydroxid sodny (p.a., Penta, Ceska Republika). Na ptipravu
vzorku jahodového vina byly pouzity mrazené zahradni jahody, fepny cukr, potravinarska
kyselina citronova, pekatské drozdi (vSe zakoupeno v mistnim supermarketu) a destilovana

voda.

4.2. Priprava vzorku

4.2.1. Priprava modelovych smési pro syntézu 5-methylpyranopelargonidinu

5-methylpyranopelargonidin ~ a  4-methylfuranopelargonidin ~ byly  pfipraveny
semisyntézou s vyuZitim reakce pelargonidinu a acetonem v kyselém prostiedi a v pfitomnosti
methanolu — byla pouzita smés 3 mg pelargonidin chloridu, 2,5 ml methanolu, 2,5 ml acetonu
a 20 ul koncentrované kyseliny chlorovodikové. Reakce probihala v temnu a za laboratorni
teploty. Pro sledovani zmén v koncentracich sledovanych anthokyaninovych derivati v Case
bylo z této smési v jednom ptipadé v pravidelnych intervalech odebirano po 10 pl smési, jejiz

sloZeni bylo kontrolovano UHPLC/MS (pouzitd metoda je popséna dale).

4.2.2. Vyroba jahodového vina

167 g fepného cukru a 5 g kyseliny citronové bylo za horka rozpusténo v 0,3 1 horké

prevarené destilované vody a nasledn¢ zchlazeno na laboratorni teplotu. Mrazené jahody byly
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rozmrazeny (stanim pii laboratorni teplot¢ po dobu 1 hodiny) a poté homogenizovany
ty¢ovym mixérem. 450 g homogenizatu bylo pfidano k cukernému roztoku a promichano.
Vznikla smés byla zfedéna destilovanou vodou na objem 0,8 1. Ke smési bylo pfidano 5 g
pekaiského drozdi a vysledny kvas byl uzavien v lahvi 0 objemu 1 litru pomoci kvasné zatky.
Takto byly pfipraveny tii nadoby s kvasem. Po uplynuti 35 dni (kdy smés piestala produkovat

oxid uhli¢ity) bylo kvaseni zastaveno filtraci smési pies gazu.

4.2.3. Priprava vzorkt pro kontrolu jahodového vina

Béhem kvaSeni byly ptfes vzduchotésné septum pomoci dlouhé jehly odebirany vzorky
kapalného podilu reakéni smési. Ty byly dale zpracovany pomoci extrakce tuhou fazi (SPE).
Extrakce probihala na kolonkach Strata SDB-L (200 mg / 3 mL). Ty byly nejprve
kondicionovany 2 ml 0,1 % HCI v methanolu (v/v) a promyty 3 ml 0,1 % HCI ve vodé¢ (v/v).
1,5 ml odebrané smési bylo cenitrifugovano po dobu 5 minut rychlosti 14000 otacek za minut.
Po centrifugaci byl odebran 1 ml supernatantu a nanesen na SPE kolonku. VVzorek byl promyt
3 ml 0,1 % HCI ve vodé (v/v). Anthokyaninova barviva byla eluovana 2 ml 0,1 % HCI
v methanolu (v/v) a odpafena do sucha v proudu dusiku. Poté byly vzorky uschovany

do mraznicky, kde byly skladovany pfi -18 °C do doby analyzy.

4.2.4. Priprava vzorkl pro méreni kalibra¢ni krivky pelargonidinu

Byl ptipraven zasobni roztok pelargonidin-chloridu o koncentraci 1 mg/ml ve smési
vody a acetonitrilu vpoméru 9:1 (v/v) spiidavkem kyseliny mraven¢i (5 %, V/V).
Ze zasobniho roztoku byla postupnym fedénim touto smési pfipravena série roztoki

0 koncentracich 1; 5; 10; 50; 100; 500; 1000; 2500; 5000 a 10000 pg/l.
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4.3. Pouzita instrumentace

4.3.1. Kolony pouzité pro separace

Na vyvoj analytické metody pro semipreparativni izolaci 5-methylpyranopelargonidinu
a 4-methylfuranopelargonidinu byla pouzita semipreparativni kolona Gemini CI18
(Phenomenex, Torrance, USA) o rozmérech 150 x 10 mm a praméru ¢astic Sum. UHPLC
analyzy probihaly na kolonach Acquity BEH C18, dp = 1,7 um (Waters, Milford, USA)

S rozméry 100 x 2,1 mm a 50 x 2,1 mm.

4.3.2. Pouzité chromatografické systémy a hmotnostni spektrometry

Semipreparativni separace 5-mePyPg a 4-meFuPg z modelové smési byla provedena
s vyuzitim modularniho kapalinového chromatografu Smartline (Knauer, Berlin, Némecko)
skladajiciho se z nasledujicich ¢asti: Smartline Pump 1000, Smartline Manager 5000 a
Smartline UV/VIS Detector 2600. Analyzy kontroly Cistoty izolovanych pelargonidinovych
derivati a vyvoj rychlych UHPLC metod probihal na ultraaéinném kapalinovém
chromatografu ACQUITY UPLC H-Class vybaveném ek PDA detektorem a spojeném online
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Premier (vybaveném elektrosprejem a
hybridnim analyzatorem typu kvadrupél-kolizni cela-detektor doby letu), vyrobce Waters,
Milford, USA. Analyzy anthokyaninového profilu v jahodovém viné byly méfeny
na kapalinovém chromatografu ACQUITY UPLC I-Class vybaveném eA PDA detektorem a
spojeném online s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Synapt G2S vybavenym
elektrosprejem a hybridnim analyzatorem obsahujicim kvadrupél, 1. kolizni celu (Trap), celu

pro iontové mobilitni separaci, 2. kolizni celu (Transfer) a detektor doby letu (Waters).

4.4. Chromatografické metody

Izolace studovanych pelargonidinovych derivati byly provedena s vyuzitim
semipreparativni chromatografie. Odparek modelové smési byl rozpustén v6 ml 5 % (v/v)
vodném roztoku kyseliny mravenci. Z takto ptipraveného vzorku byl opakované davkovan
1 ml (pfeplnénim smycky). Separace probihala na vySe zminéné koloné¢ Gemini C18. Byla
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pouzita izokraticka eluce, jako mobilni faze byl pouzit 5 % roztok kyseliny mravenc¢i ve smési
voda/acetonitril 5:1 (v/v). Prutok mobilni faze byl 5 ml/min, pro detekci byly zvoleny dvé
vlnové délky: 280 nm a 490 nm. Zachyt obou barviv probihal manualné — byl zméfen objem
vyvodni kapilary za UV/VIS detektorem, z jejiho objemu a pritoku mobilni fidze bylo
spocitano zpozdéni mobilni faze na vystupu z kapalinového chromatografu oproti zdznamu
Vv detektoru a sbér byl realizovan vymeénou vialek a odpadni lahve na zékladé pozorovaného
signalu se zapocitanim zpozdéni. Symetrie piku byly poéitany automaticky v softwaru Clarity
jako pomér levé a pravé polositky piku v péti procentech vysky.

Cistota izolovanych izomertl byla kontrolovana pomoci UHPLC-PDA-MS s vyuZitim
gradientové eluce na koloné¢ Acquity BEH C18 (100 x 2,1 mm). Jako mobilni faze byly
pouzity 5 % (v/v) kyselina mravenéi ve vod¢ (dale uvadéna jako mobilni faze A) a 5 % (v/v)
kyselina mravenc¢i v acetonitrilu (dale uvadéna jako mobilni faze B). Vzorek byl rozpustén
v mobilni fazi A na koncentraci 100 mg/l. Davkovano bylo 5 pl tohoto roztoku. Byla pouzita
gradientova eluce s nasledujicim profilem gradientu: 0-5 min: 65-10 % A; 5-9 min: 10 % A,
9-9,3 min: 10-65 % A; 9,3-12 min: 65 % A, a prutok mobilni faze 0,25 ml/min. Detekce
probihala pfi vinové délce 500 nm a pomoci MS (m/z 271,1 pro pelargonidin a 309,1 pro oba
kondenzované derivaty). Byly pouzity tyto parametry pro MS detekci: napéti na kapilare
2,5 kV, napéti na sampling cone 30 V, teplota iontového zdroje 120 °C, desolvacni teplota
250 °C, cas skenu 0,2 s, interscan delay 0,02 s, kolizni energie pro MS skeny 5 eV. Pro méfeni
spravné a presné hmoty byly signaly korigovany pomoci lock-spray techniky. Pro lock-spray
byl pouzit roztok leucin-enkefalinu (500 pg/l ve smési mravenci kyselina/voda/acetonitril

0,1/50/50, v/vlv; pratok 10 pl/min).

Pro rychlé analyzy bylo 10 pl roztoku modelové smeési obsahujici pelargonidin,
5-mePyPg a 4-meFuPg odpaieno do sucha a nasledné rozpusténo ve 100 pl mobilni faze A.
Vzorek byl analyzovan na kolonach Acquity BEH C18 o rozmérech 50 x 2,1 a 100 x 2,1 mm.
Nasttikovano bylo vzdy 5 pl vzorku. V ptipadé UHPLC/PDA uspotfadani bylo sloZeni mobilni
faze A:B 72:28 (v/v) pro kolonu o rozmérech 50 x 2,1 mm a A:B 67:33 (v/v) pro kolonu
0 rozmé&rech 100 x 2,1 mm. Priitok ¢inil 0,25 ml/min. Detekce pikli probihala pti vinové délce
500 nm. Pro UHPLC/MS analyzu byl pouzit nasledujici profil gradientu: 0-2 min 80-10 % A,
2-3 min: 10 % A, 3-3,15 min 10-80 % A, 3,15-4 min: 80 % A (pro kolonu 50 x 2,1 mm,

prutok ¢inil 0,9 ml/min). Pro kolonu o rozméru 100 x 2,1 mm byl gradient upraven
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na nasledujici profil: 0-3 min: 80-10 % A, 3-4 min: 10 % A, 4-4,15 min: 10-80 % A, 4,15-6
min: 80 % A, prutok €inil 0,48 ml/min. Podminky MS méfeni se shoduji s podminkami

pro kontrolu ¢istoty.

Pro analyzu barviv piitomnych v jahodovém vin¢ byly vzorky vina pfecisténé pomoci
10x ztedény. Davkovano bylo 5 pl fedéného roztoku. Gradient mobilnich fazi byl nasledujici:
0-6 min: 80-10 % A; 6-8 min: 10 % A, 8-8,3 min: 10-80 % A, 8,3-10 min: 80 % A. Pro MS
méieni byly pouzity nésledujici parametry: napéti na kapilare 2,5 kV, napéti na sampling cone
30V, teplota iontového zdroje 100 °C, desolvacni teplota 250 °C, ¢as skenu 0,2 s, interscan
delay 0,015 s. Byly stfidany dva skeny bez diskriminace ionti nebo jejich predvybéru
na kvadrupélu (MSE méd). Pro prvni MS sken byla nastavena nizka kolizni energie (Trap: CE
= 5 eV, Transfer: CE = 2 eV). Pro druhy sken byla nastavena vys$si kolizni energie (Trap:
rampa CE = 15-70 eV, Transfer: 2 eV). Pro MS/MS skeny byla na Trap vlozena CE 35 eV,

kolizni energie na Transferu byla nastavena na 2 eV.

4.5. Podminky studie vlivu kolizni energie (MS/MS)

Pro studii vlivu kolizni energie na fragmentaci byl pouzit nasledujici postup: Roztok
studované slouceniny (50 mg/L v methanolu okyseleném 1 % Kkyselinou mravenci) byl
davkovan do elektrospreje za pratoku 5 pl/min. Efekt vlivu kolizni energie (CE, z angl.
»collision energy) na vytézek fragmentd v CID-MS/MS byl studovan v rozsahu 0-105 eV
(v intervalech 5 eV). Jako kompenzace ptipadné nestability signalu byl po kazdych tiech
skenech proveden sken s CE = 0 eV. Z té&chto méfeni byly nasledné vypocitany relativni
intenzity fragmentovych iontti jako pomér priméru absolutnich intenzit iontu pii dané kolizni
energii k priméru absolutnich intenzit rodi¢ovského iontu (m/z 309) ve skenech s CE =0 eV.
Napéti na kapilafe bylo 2,5 kV, napéti na sampling cone 30 V, teplota iontového zdroje
120 °C, desolvacni teplota 250 °C, cas skenu 0,2 s, interscan delay 0,02 s, kolizni energie
pro MS skeny 5 eV. Pro méfeni spravné a presné hmoty byly signaly korigovany pomoci
lock-spray techniky. Pro lock-spray byl pouzit roztok leucin-enkefalinu (500 pg/l ve smési

mravenci kyselina/voda/acetonitril 0,1/50/50, v/viv; pritok 10 pl/min).
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4.6. NMR analyza izolovanych pelargonidinovych derivatu

Obé chromatograficky izolované frakce (tj. 5-mePyPg a 4-meFuPg) byly detailné
analyzovany pomoci NMR za tulelem pfifazeni struktur. NMR spektra byla méfena
na piistroji Bruker AVANCE 1Il 700 MHz (700,13 MHz pro H, 176,05 MHz pro C)
v CD3CN/TFA = 9:1 pti 293 K. Jako vnitini standard byl pouzit zbytkovy signal acetonitrilu
(61 1,941 ppm, 6c 1,41 ppm). S vyuzitim softwaru standardné poskytovaného vyrobcem byla
naméfena 'H NMR, C NMR, gCOSY, gHSQC, gHMBC a ROESY NMR spektra.
S vyuzitim uvedeného vybaveni bylo mozno vypocitat chemické posuny vodikl s ptesnosti
na tii desetinnd mista a chemické posuny uhlikti na dvé desetinna mista. Struktura latek byla

uréena porovnanim s literaturou (viz tabulka 1).

Tabulka 1. Srovnani 'H a 3C NMR dat pro 5-mePyPg a 4-meFuPg (méfeno v CD3CN)
s publikovanymi daty pro pyrano- and furanokyanidiny (métenymi v CD30D) [42].

5-mePyPg 4-meFuPg
Atom | 8¢ | &clt | x| SH't | Atom | 8c®P | &clt | SnP | o't
2 160,21 | 160,41 - - 2 155,68 | 155,87 - -
3 134,46 | 135,60 - - 11 143,28 | 142,26 - -
11 147,54 | 147,08 - - 12 147,55 | 147,85 - -
13 154,62 | 155,05 - - 6 158,10 | 159,86 - -
7 101,16 | 101,49 | 7,030 700 |7 103,33 | 103,54 | 6,758 6,69
8 166,49 | 167,98 - - 8 165,55 | 167,51 - -
9 100,81 | 100,81 | 7,152 7,08 |9 96,80 96,33 7,045 6,87
10 153,66 | 154,00 - - 10 156,39 | 157,08 - -
12 109,45 | 109,28 - - 13 104,45 | 104,55 - -
4 101,70 | 101,64 | 6,956 6,97 |5 109,49 | 109,70 | 7,456 7,50
5 174,25 | 173,52 - - 4 178,41 | 177,67 - -
5-me 22,6 21,84 2,588 2,31 | 4-me 16,09 15,82 2,799 2,84

Data z B-kruhu nejsou zahrnuta vzhledem kodlisné struktuie referencnich sloucenin, cislovani
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struktur viz obrazek 8.

4.7. Vypocty energetickych hladin fragmentu 5-mePyPg a 4-meFuPg

Kvantové-chemické vypocty energetickych hladin ¥ minim a tranzitnich stavi
rodicovskych iontd 5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu byly
pocitany s vyuzitim DFT metody B3LYP [159-163] ve spojeni se sadou bazi 6-31G(d)
implementovanych v programu Gaussian 09 [164]. U vsech optimalizovanych struktur byly
provedeny analyzy frekvenci a na jejich zakladé¢ byly stuktury oznafeny jako minima
(bez imaginarnich frekvenci) nebo tranzitni stavy (S jednou imaginarni frekvenci) na plose
potencialni energie. Byly spocitany rovnéz vibra¢ni energie nulového bodu (ZPVE, z angl.
,»Zero-point vibrational energies®). Byla provedena teplotni korekce na Gibbsovu energii a
hodnoty uvedené v této praci odpovidaji Gibbsovym energiim zkoumanych iontovych
struktur. Gibbsovy energie byly vypocteny pro teplotu 298,15 K a tlak 1 atm. Vsechny energie
jsou prezentovany jako relativni hodnoty vztazené vic¢i nejstabilnéjSimu konformeru
odpovidajiciho rodi¢ovského iontu, jehoz energeticka hodnota byla za timto ucelem nastavena

jako arbitrarni nula.

Pro vypolty byl vyuzit server skladajici se ze dvou serveri typu i-T321T-M5V
vybavenych procesory Intel Xeon E5-2420 (1,9 GHz @ 7,2 GT, 15 MB cache, 6core) a
operacni paméti 8 GB 1866 MHz DDRS.

31



5. Diskuze a vysledky

5.1. Syntéza 5-mePyPg a 4-meFuPg

Tato kapitola se zabyva semisyntézou dvou derivatd pelargonidinu -
5-methylpyranopelargonidinu  (5-mePyPg) a 4-methylfuranopelargonidinu (4-meFuPg)
(obrazek 8). Priprava obou latek vychazi z obecné znamého faktu, ze anthokyaniny jsou
schopny reagovat s vhodnou malou reaktivni molekulou a vytvofit ve své struktuie dalsi
pyranovy nebo furanovy kruh. Proces reakce anthokyaninu s reaktivni molekulou (konkrétné
s pyrohroznovou kyselinou) byl poprvé pozorovan ve viné [15]. Bylo zjisténo, Ze piidanim
koreaktantu do reakéni smési lze dosdhnout vyznamné zvySeni vytézku barviv [21].
Methylpyranoanthokyaniny vznikaji dokonce uz pii extrakci nativnich anthokyanint
acetonem, ktery s anthokyaniny ochotné reaguje [41,42]. Pro syntézu 5-mePyPg a
4-meFuPg byl nejprve testovan postup simulujici procesy probihajici ve ving, tj. byl pouzit
okyseleny vodny roztok s desetinasobnym molarnim piebytkem acetonu jako reakéniho
¢inidla (v analogii k experimentim s modelovym vinem [23,24]). Reakce vSak neposkytovala
oc¢ekavané produkty ve vyuzitelném vytézku. Divodem miiZze byt hydrolyza anthokyaninu
ve vodném roztoku probihajici jako konkuren¢ni reakce. Vyrazného zvySeni vytézku bylo
dosazeno pii pouziti smé&si 3 mg pelargonidin chloridu, 2,5 ml methanolu, 2,5 ml acetonu a 20
ul kyseliny chlorovodikové. Pii pouziti nevodného prostiedi patrné nedochazi k hydrolyze,
methanol velmi dobfe rozpousti pelargonidin i vznikajici 5-mePyPg a 4-meFuPg a aceton je
jako reaktant pfitomen v daleko vétSim mnozstvi oproti smési pfipravené v analogii
k modelovému vinu. Pfidavek kyseliny udrzuje v reakéni smési v prebytku stalou flavyliovou
(kationtovou) formu [45]. Jelikoz anthokyaniny jsou nachylné na rozklad piisobenim svétla,
byla smés uchovavana v temnu. Z reakéni smési byly v prib&hu reakce odebirany kontrolni
vzorky, které byly analyzovany UHPLC/MS. Jejich analyza poskytla informaci o produkci

obou barviv v ¢ase a o ubytku ptivodniho pelargonidinu v roztoku, jak ukazuje obrazek 9.
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Obrazek 8. Struktura a ¢islovani atomu a kruhti 5-mePyPg a 4-meFuPg.
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Obrazek 9. Zmény v koncentracich Pg, 5-mePyPg a 4-meFuPg v reak¢ni smési. V grafu jsou
vyneseny poméry intenzit m/z sledovanych iontd (271,1 pro Pg a 309,1 pro oba izomery)
k celkové intenzité iontového proudu ve spektru primérovaném pies chromatograficky pik

kazdého barviva.

Z grafu v obrazku 9 vyplyva, ze veskery pelargonidin ve smési je spotfebovan béhem
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prvnich tfi tydnl zrani smési. Ob¢ barviva se ve smési zacinaji tvorit hned v pocatecni fazi
reakce, ale jejich obsah ve smési pozvolna stoupa a maximalni koncentrace obou latek jsou

dosazeny ptiblizné po 60 dnech zrani reak¢éni smési.

5.2. Separace pelargonidinovych derivati pomoci semipreparativni

HPLC v systému reverznich fazi

Dalsim krokem studie byla izolace obou syntetizovanych barviv v jejich Cisté forme.
Vzhledem k povaze latek byla jako separa¢ni metoda zvolena kapalinova chromatografie
na reverznich fazich, Siroce pouzivand pro analyzu a frakcionaci materidlli obsahujicich
anthokyaniny. Jako mobilni faze byla pouzita smés vody a acetonitrilu v poméru 5:1 (v/v)
okyselena 5 % (v/v) kyselinou mravenci. Separace probihala v izokratickém modu, a to
ze dvou divodh. Jednak je moZné mobilni fazi s konstantnim sloZenim bcéhem analyzy
recyklovat a snizit tak spotiebu Ccistych rozpoustédel (vyznamny parametr zejména
pfi preparativni analyze), a jednak pfipouziti stalého slozeni mobilné faze nebylo tieba
kolonu mezi analyzami ekvilibrovat. Vzhledem k tomu, Ze i v podminkach izokratické eluce
bylo dosaZeno dostatecné separace pikli obou barviv v pfijatelném case analyzy, metoda
pro gradientovou eluci nebyla v semipreparativnim moédu dale uvazovana. Chromatogram
separace obou barviv je znazornén na obrazku 10 — je vidét, Ze modelova smés obsahuje
v dobé sbéru i pres jednoduché pocatecni slozeni pestrou Skdlu latek, které absorbuji
pfi vlnové délce 280 nm. Vzhledem k tomu, ze absorpce v této oblasti vinovych délek je
charakteristicka pro aromatické systémy a jak bylo dfive uvedeno, anthokyaniny se mohou
rozkladat za vzniku derivati hydroxybenzoovych kyselin a floroglucinaldehydu, je
pravdépodobné, ze piky mimo viditelnou oblast spektra odpovidaji produktim rozkladu
pelargonidinu a produktim jejich vzéjemnych reakci. Odpatfend reakéni smes obsahujici oba
cilové derivaty byla rekonstituovanad V optimalizované mobilni fazi a separovéana

opakovanymi néstfiky do systému v semipreparativnim uspotradani.
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Obrazek 10. Semipreparativni separace 5S-mePyPg a 4-meFuPg z modelové smési.

Frakce byly z kolony zachytavany manualné. Vzhledem k dal$im latkam pfitomnym
ve vzorku viditelnym v chromatogramu pfi A = 280 nm, které vstupuji do mobilni faze, nebyla
v prub¢hu frakcionaénich experimentli pouzivdna recyklovand mobilni faze. Zakladni

chromatografické parametry jsou pouzité metody jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2. Zakladni analytické parametry semipreparativni metody pro izolaci izomeru 5-

mePyPg a 4-meFuPg.

5-mePyPg 4-meFuPg
retencni ¢as [min] 17,07+0,74% 28,76+ 1,17 %
RSD plochy piku 5,34 % 2,65 %
symetrie piku 4,32 + 4,36 % 6,88 +4,11 %

Eluované frakce byly lyofilizovany a po lyofilizaci rozpustény Vv malém objemu
methanolu, pfeneseny do malé vialky, odpafeny do sucha v proudu dusiku a pied dal$imi
experimenty ponechany v mraznic¢ce (-18 °C). Vyvinuta semipreparativni chromatograficka
metoda umoziuje pii nastfiku 1 ml reakéni smési o koncentraci cca 500 mg/1 izolaci ptiblizné

0,25 mg kazdého z izomeru jednou analyzou, coz odpovida piiblizné 10 mg kazdé z latek
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za24 hodin. Cistota ziskanych frakci byla kontrolovina UHPLC/PDA/MS analyzou.
Izomerni Cistota 5-mePyPg odpovida piiblizné 92 % a izomerni Cistota 4-meFuPg zhruba
99 %. Ziskané latky byly rovnéz charakterizovany nuklearni magnetickou rezonanci, viz

kapitola 4.6 v Experimentalni ¢asti. Tato méfeni potvrzuji strukturu izolovanych latek.

5.3. Vyvoj rychlych UHPLC metod pro separaci modelové smési

Bylo zjisténo, ze ob¢ studovana izomerni barviva maji dostate¢nou retenci na reverznich
fazich. Kolona Acquity BEH C18 umoznovala separaci obou izomert a pelargonidinu
s dobrym rozliSenim. Pro jejich analyzu byla vyvinuta UHPLC/MS metoda vyuZzivajici
gradientové eluce. Pfi vyvoji UHPLC/MS metody nebyl ptipojen UV/VIS detektor z divodu
tlakového omezeni UV/VIS detekéni cely a chromatograficka kolona byla pfipojena piimo
K iontovému zdroji hmotnostniho spektrometru. Pritok mobilni faze pti MS analyze byl
optimalizovan tak, aby bylo dosazeno co nejvétsi rychlosti separace, ale nebyl piekrocen
tlakovy limit pfistroje (tj. 1000 bar). Byla studovana rychlost skenovani pii hmotnostni
detekci. Pii pouziti kratké doby skenu 0,1 sje mozno ziskat V nejrychlejsim usporadani
zhruba 20 bodd na pik pii dostateném signalu analyti a vyhovujici kvalit¢ MS spekter
(bézné se u pouzitého vysokorozlisujictho hmotnostniho spektrometru nastavuje 0,2-1 s).
Pomoci gradientové UHPLC/MS metody je dosaZeno separace S rozliSenim na zakladni linii

za 35 sekund (viz obrazek 11b).

Sledované latky vzhledem ke své struktuie dobte absorbuji ve viditelné oblasti spektra a
je mozné je detekovat pii vinové délce kolem 500 nm. Pro rutinni pouziti v laboratofich, které
nedisponuji hmotnostnim spektrometrem, byla optimalizovana izokraticka separace Pg,
5-mePyPg a 4-meFuPg a jejich detekce spektrofotometrickym detektorem (UHPLC-PDA).
Moznost izokratické separace snizuje naroky na vybaveni kapalinového chromatografu.
Pti optimalizaci se vychazelo z vySe uvedené gradientové UHPLC-MS metody a hlavnim
optimalizovanym parametrem byl v tomto pfipadé¢ pomér mobilnich fazi A a B. Optimalni
separace na kratsi kolon¢ (50 x 2,1 mm) bylo dosazeno s mobilni fazi pfipravenou smichdnim
mobilni fazi A a B pouzitych pfi gradientové eluci v poméru 72:28 (v/v). V tomto usporadani
byl poté prométen vzorek obsahujici vSechny tii latky. Metoda byla transferovana také

na kolonu o rozmérech 100 x 2,1 mm, kde byl jako nejvhodnéjsi zvolen pomér mobilnich fazi

36



Aa B 67:33 (VIv).

Separace studovanych latek na koloné s rozméry 50 x 2,1 mm obéma optimalizovanymi
metodami je uvedena na obrazku 11. Optimalizované separace na delsi kolon¢€ o rozméru
100 x 2,1 mm, ktery je v praxi pouzivan Castéji, jsou uvedeny na obrazku 12. Méfeni smési
obsahujici Pg, 5-mePyPg a 4-meFuPg bylo na obou kolonach provedeno v péti opakovanich a

zjisténé analytické parametry optimalizovanych metod jsou uvedeny v tabulce 3.
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3,5e-1 j
3,0e-1
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Obrazek 11. Analytické separace Pg, 5-mePyPg a 4-meFuPg na kolon¢ BEH C18 50 x 2,1
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mm v médu (2) UHPLC-PDA, (b) UHPLC-MS.
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Obrazek 12. Analyticka separace Pg, 5-mePyPg a 4-meFuPg na kolon¢ BEH C18 100 x 2,1
mm, v moédu (a) UHPLC-PDA, (b) UHPLC-MS.
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Tabulka 3. Analytické parametry separace Pg, 5-mePyPg a 4-meFuPg v UHPLC/MS a
UHPLC/PDA moddu na kolonach o rozmérech 50 x 2,1 mm a 100 x 2,1 mm.

UPLC-MS
kolona 50 mm Pg 5-mePyPg 4-meFuPg
retencni ¢as [min] 0,33 £ 0,00 % 0,44 + 0,00 % 0,50 £ 0,00 %
plocha piku 12,3714 £ 9,17 % 6,0252 + 8,90 % 9,655+9,16 %
rozliSeni 41 2,1
kolona 100 mm Pg 5-mePyPg 4-meFuPg
retencni ¢as [min] 1,002 + 0,45 % 1,196 + 0,46 % 1,298 + 0,34 %
plocha piku 7,777 £ 2,49 % 8,045 +2.17 % 9,483 + 4,06 %
rozliSeni 3,3 1,6
UPLC-PDA
kolona 50 mm Pg 5-mePyPg 4-meFuPg
retencni ¢as [min] 0,802 £ 0,56 % 1,062 + 0,42 % 1,312+ 0,34 %
plocha piku 6353,6164 £2,71 % 2848,7342 + 1,59 % 510,5506 + 4,82 %
rozliSeni 3,3 2,5
kolona 100 mm Pg 5-mePyPg 4-meFuPg
retencni ¢as [min] 1,228 +£ 0,36 % 1,478 £ 0,30 % 1,694 + 0,32 %
plocha piku 5130,27 0,29 % 2739,8656 + 1,55 % 616,336 + 2,69 %
rozliSeni 1,9 1,5

Vysledky ziskané pii optimalizaci chromatografickych metod lze shrnout nésledovné.
VSechny studované latky bylo mozné s vyuZitim vyvinutych metod separovat v Casech
kratSich nez 2 minuty. Metody poskytuji vysokou piesnost reten¢nich cast (relativni
smérodatna odchylka, RSD < 1,35 % pro vSechny 4 optimalizované metody) a ploch piki
(RSD < 5 % s vylou¢enim nejrychlejsi metody, kde patrné dochazi ke zvyseni rozptylu ploch
vlivem snizeného poctu bodi na pik — cca 20 pro kratsi kolonu vs. cca 30 pro delsi kolonu).
VSechny popisované metody separuji cilové latky na troven zakladni linie (R > 1,5).
Pro detekci je mozné v zavislosti na dostupném vybaveni pouzit bud UV/VIS detekci (pii
vlnové délce 500 nm) nebo MS detekci (m/z hledanych latek 271,1 a 309,1). Pfi pouziti
nejrychlejsi gradientové metody dochazi k eluci pikti do 35 sekund. Celkova doba analyzy je
u gradientovych eluci prodlouzena ekvilibraci kolony. Ekvilibrace kolony v nejrychlejsim

uspotadani trva celkem 1 minutu.
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5.4. Studium fragmentace 5-mePyPg a 4-meFuPg

Hmotnostni spektrometrie bez piedchozi separace neni bézné povazovana za idealni
metodu pro rozliSeni struktrurnich izomerd. Existuje vS8ak fada praci, které ukazuji, Ze
detailnim rozborem fragmenta¢nich MS/MS spekter je mozné Vv nékterych ptipadech nalézt
charakteristické rozdily v signalech izomernich struktur a na jejich zaklad¢ tyto izomery
odlisit [165-167]. S vyhodou Ize pouzit take rozliSeni izomera iontovou mobilitou [168]. 5-
methylpyranopelargonidin a 4-methylfuranopelargonidin piedstavuji zajimavy izomerni par a
jejich MS/MS spektra byla detailné prostudovana pomoci vysokorozliSovaciho tandemového
hmotnostniho spektrometru typu QQTOF. Oba rodiCovské ionty produkuji fragmenty
0 stejnych hodnotach m/z, ale MS/MS spektra obou sloucenin se 1i§i pomérem intenzit téchto
iontd a na jejich zakladé mohou byt oba izomery rozliSeny. MS/MS spektra studovanych
izomeru ziskana izolaci jejich rodicovského iontu na kvadrupélu a jeho fragmentaci po kolizi
indukované disociaci jsou znazornéna na obrazku 13. Rozdily v relativnich intenzitdch
vybranych fragmentti obou latek byly nasledné korelovany s vysledky dat, ziskanymi pomoci

vypocetnich metod (viz kapitola 5.5.).

5-mePyPg a 4-meFuPg mohou byt rozliSeny na zadkladé Sesti charakteristickych
fragmentt v jejich MS/MS spektrech. Ty odpovidaji ztrat¢ molekuly vodiku (m/z 307,0609
pro 5-mePyPg a 307,0585 pro 4-meFuPg, elementarni slozeni fragmentu: CisH1105"),
methanu (m/z 293,0396 a 293,0330, C17HyOs"), vody (m/z 291,0602 a 291,0608, C1gH1104%),
dvou molekul oxidu uhelnatého (m/z 253,0748 a 253,0761, C1sH1303") a produktu ®?B* retro-
Diels-Alderovského (RDA) §tépeni (m/z 121,0286 a 121,0309, C7Hs02"). Relativni intenzity
fragmentti odpovidajicich ztraté jedné molekuly oxidu uhelnatého (m/z 281,0754 a 281,0884,

C17H1304") se pii kolizni energii 40 eV v MS/MS spektrech obou derivati vyznamné nelisi.
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Obrazek 13. MS/MS spektra (a) 5-mePyPg a (b) 4-meFuPg, (c) pomér intenzit pozorovanych
fragmentd k intenzit¢ odpovidajiciho rodicovského iontu. MS/MS spektra a intenzity
fragmentovych iontt byly méteny pfi kolizni energii 40 eV. V grafu (c) jsou pro jednoduchost

uvedeny pouze nominalni hodnoty m/z, pfesné naméfené hodnoty m/z téchto iontl jsou
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uvedeny v MS/MS spektrech (a) a (b).

Pro jednoznac¢nou identifikaci iontu musi jeho MS/MS spektrum obsahovat co nejvic
charakteristickych fragmentovych iontii v dostate¢né intenzité¢. U obou zkoumanych izomert
byl proto sledovan vliv kolizni energie na relativni intenzity fragmentovych iontd. Kolizni
energie poskytujici nejvyssi relativni intenzity kazdého fragmentu (optimalni kolizni energie,
OCE) byly vyneseny do grafu proti m/z hodnotdm téchto fragmentt. Tyto grafy jsou pro obé
latky uvedeny na obrazku 14. Hodnoty m/z vyznamnych fragmentu a jejich odpovidajici OCE
jsou uvedeny v tabulce 4. V piipadé 5-mePyPg a 4-meFuPg se OCE fragmentovych ionti
pohybuje v rozmezi 25-55 eV. Fragmenty, které byly identifikovany jako produkty RDA
Stépeni (a jejich fragmenty) jsou vyznaceny Cerné. Z grafu na obrazku 14 je patrné, Ze tyto
fragmenty maji pifi daném m/z niz§i OCE, nez fragmenty vznikajicimi jinymi procesy
(zejména opakovanymi ztratami malych molekul — vody, oxidu uhelnatého, methanu, ketenu
apod.). Kazda ztrata malé molekuly vyzaduje uréitou aktivacni energii, @ proto ma ion s nizsi
hodnotou m/z (vznikajici vétsim poctem ztrat malych molekul) vy$s§i hodnotu OCE
(pro tvorbu tohoto iontu je potieba vynalozit energii i pro vSechny pfedchozi fragmentace
vedouci k jeho vzniku). Naproti tomu béhem RDA fragmentatci se ion rozstépi na dvé ¢asti
prerusenim dvou vazeb (nachazejicich se na C-kruhu). Jinymi slovy, potfeba energie pro
vznik fragmentu pomoci RDA je nizsi nez pro vznik fragmentu pomoci ztrat malych molekul,
maji-li oba tyto fragmenty srovnatelnou hodnotu m/z. RDA fragmenty mohou byt rozeznany
podle polohy ve ,spodni“ ¢asti grafu. Graf ,,m/z vs. OCE“ muze poskytovat dopliujici
informace pro identifikaci neznamych fragmentt a tim obecné i pro identifikaci rodi¢ovskych
iontd. V piipadé pyrano- a furanoanthokyaninii umoziuje interpretace RDA fragmentt urcit
substituci aglykonu. A* ionty v tomto piipadé nesou informaci 0 substituci na D-kruhu a B*
ionty informaci o substituci B-kruhu, tj. o struktufe anthokyaninu, ze kterého detekovany

derivat vznikl.
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Obrazek 14. Zavislost optimalni kolizni energie na hodnoté¢ m/z fragmentového iontu (a)

pro 5-mePyPg a (b) pro 4-meFuPg. Popisky jsou oznaceny ionty ze skupiny RDA fragmentt.

Tabulka 4. Vyznamné fragmentové ionty v MS/MS spektrech 4-meFuPg a 5-mePyPg a jejich
optimalni kolizni energie (vybrany byly ionty s relativni intenzitou vétsi nez 10 %
dominujiciho iontu ve spektru a ionty odpovidajici ztrat¢ jedné molekuly vody a dvou

molekul CO).



4-meFuPg 5-mePyPg 5-mePyPg

m/ziontu OCE [eV] m/ziontu OCE [eV] m/ziontu OCE [eV]
291,0594 [M-H,0]" 30 307,0609 [M-H,]" 35 221,0563 [M-CH,CO-CO-H,0]" 35
281,0844 [M-COJ* 30 294,0736 [M-CH5-]" 30 211,0735 [M-CH,CO-2C0]" 30
267,0618 [M-CH,CO]" 25 293,0414 [M-CH,]" 30 210,0668 [M-3CO-CH; 1" 35
253,0754 [M-2CO]" 30 291,0615 [M-H,0]" 30 209,0520 40
239,0717 [M-CH,CO-COJ 30 281,0799 [M-COT" 25 197,0686 [M-2CH,CO-CO]" 35
211,0705 [M-CH,CO-2COJ" 30 279,0660 [M-CH,0]" 40 181,0621 45
189,0653 [*?AT" 25 267,0629 [M-CH,COT" 25 178,0679 45
183,0698 [M-CH,CO-3COJ" 30 266,0540 [M-CO-CH,T" 30 165,0697 45
181,0627 40 265,0507 30 160,0453 35
165,0695 35 264,0669 30 159,0391 35
153,0679 40 263,0683 [M-CO-H,0]" 35 153,0623 50
152,0629 55 253,0731 [M-2COJ" 30 152,0646 55
121,031 ?B]* 30 251,0696 30 131,0522 40
93,0389 [>*B-COJ" 40 239,0619 [M-CH,CO-COJ" 30 121,0284 [*?B]" 30
238,0562 [M-2CO-CH,]" 30 93,0376 [**B-COJ" 40
237,0519 35 77,0368 50

235,0777 [M-2CO-H,0]" 35

Fenomén OCE znamena na druhou stranu také jisty problém pii charakterizaci
rodicovského iontu pomoci MS/MS. Jak bylo vySe uvedeno, zvolena kolizni energie
Vv MS/MS experimentu ovlinuje do velké miry vzhled spektra (zastoupeni jednotlivych
fragmenti). Problematicka je volba kolizni energie v pfipadech kdy v MS/MS spektru
vznikaji fragmenty v Sirokém rozmezi m/z hodnot, coZ je i ptipad studovanych latek. Kolizni
energie potiebné pro jejich vznik se vyrazng lisi. Resenim tohoto problému je vyuziti rampy
kolizni energie. Pti pouZiti této rampy je kolizni energie linedrné zvySovana z jedné hodnoty
na druhou. Tim dochéazi ke vzniku velkych fragmenti vyzadujicich pro sviij vznik malou
kolizni energii a k jejich nasledné aktivaci a fragmentaci vedouci ¢astecné k jejich rozpadu a
vzniku fragmenti mensich. Tento postupny ,,ohfev ionti” vede k vyraznym rozdilim oproti
spektrim ziskanym vlozenim konstantni kolizni nergie v pribéhu celého skenu. Rampa
kolizni energie byla vyuZita pro necilenou fragmentaci anthokyaninii ve studovaném vzorku
jahodového vina, ktera bude zminéna nize v piislusné kapitole. V tomto misté je pro srovnani
uveden vzhled MS/MS spekter 5-mePyPg pii nizké a vysoké kolizni energii (odpovidajici
nejnizsi a nejvyssi zjisténé hodnoté OCE) a pii pouziti rampy energie (obrazek 15).

Ze vzhledu MS/MS spekter vyplyva, ze pti pouziti nizké kolizni energie (obrazek 15a)
vznikaji zejména ionty tvoiené malym poctem ztrat — ztrata 1 molekuly vody (m/z 291), 1 ¢i 2
molekul oxidu uhelnatého (m/z 281, resp. m/z 253) a RDA S§tépeni za vzniku B* iontu
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(m/z 121). Zustava také vyrazné zachovan signal rodi¢ovského iontu (m/z 309). Naopak
pii pouziti vysoké kolizni energie (obrazek 15b) nejsou ionty z prvniho spektra témét vibec
pfitomny a naopak se projevuji signdly iontl s niz§imi m/z hodnotami tvofenymi prevazné
postupnymi ztratami. Pokud pouZijeme pro fragmentaci rampu kolizni energie (obrazek 15c¢),
je 1 pres jeji rozsah, piekracujici vyrazn€ horni limit OCE 5-mePyPg, profil spektra viceméné
vyrovnany a objevuji se v ném fragmenty v celém rozsahu hodnot m/z. Obrazek 16 ukazuje
na piikladu vybranych charakteristickych iontl zavislost vytézku fragmentti na kolizni
energii. U iontl 1ze pozorovat relativn€ tzkou oblast koliznich energii, ve kterych se vyskytuji
ve spektru. Ubytek téchto iontl pii vys§ich koliznich energiich je zptisoben jejich naslednym
Stépenim. lonty s niz§i hodnotou m/z (v obrdzku 16 ionty m/z 152 a m/z 139) se vyskytuji
Vv oblasti vysSich koliznich energii (a jsou tedy produkty ztrat malych molekul), oproti tomu
iont m/z 121 se vyskytuje v oblasti nizsich koliznich energii i ptes nizkou hodnotu m/z, coz

podporuje teorii 0 jeho vzniku pomoci RDA $tépeni.
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Obrazek 15. Porovnani vzhledu kolizniho spektra 5-mePyPg pii pouziti (a) fixni kolizni

energie 25 eV, (b) fixni kolizni energie 55 eV a (c¢) rampy kolizni energie v rozsahu 15-70 eV.

V insetech obrazkt (a) a (¢) jsou pfiblizené iseky MS/MS spekter, faktor pfiblizeni (vertikalni
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zoom) je uveden vzdy v piislusném insetu.

0,07
0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

relativni intenzita fragmentu

0,01

0,00 ' — S
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

CE [eV]
®m/z 293 *m/z 291 m/z 281 -~ m/z 253 ®m/z121 *m/z152 *m/z139

Obrazek 16. Vliv kolizni energie na relativni intenzitu fragmentového iontu pro 5-mePyPg.

Dukladné studium fragmentaci iont 5-mePyPg a 4-meFuPg pomohlo najit a popsat
charakteristické fragmenty vznikajici v kolizni cele tandemového hmotnostniho spektrometru.
Na zaklad¢é koliznich spekter bylo mozné rozlisit oba studované izomery. V nasledujici
kapitole jsou vytéZky vybranych charakteristickych fragmentli srovnany pro obé¢ latky
s vysledky kvantovych vypocta.

5.5. Vypocty energetické narocnosti fragmentacnich procesu

pomoci kvantové chemie

5.5.1. Optimalizace struktury 5-mePyPg a 4-meFuPg

Zakladnim krokem pfi zjisStovani struktury a energie rodicovského a fragmentovych
iontl bylo nalezeni optimalni zakladni struktury a nejnizsi energie obou sloucenin v iontovém
stavu Vv plynné fazi. Tento proces spocival optimalizaci konformace - orientace tii

hydroxylovych skupin a rotace B-kruhu vué¢i zbytku molekuly. Pro kazdy parametr bylo
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navoleno nékolik rGznych pocateCnich podminek a systém byl ponechdn relaxovat
do lokalniho energetického minima. Z takto ziskanych minim byla poté pro kazdou
slouCeninu zvolena geometrie odpovidajici nejnizsi energii a ta pouzita jako vychozi.
Pro nativni anthokyaniny (vCetn¢ pelargonidinu) literatura udava, ze nejstabilnéjsi struktura je
planarni [153]. Nase vysledky ukazuji, Ze nejstabilnéjSim izomerem 5-mePyPg je struktura
kdy je rovina B-kruhu mirné vychylena vzhledem ke zbytku molekuly — dihedralni uhel
C3-C2-C1'-C6' (viz obrazek 17a) se v tomto piipadé rovna 33°. Toto vychyleni je ve shodé
s vysledky prezentovanymi v praci Leopoldiniho a kol., kde byly studovany piimo
pyranoanthokyaniny. U studovanych molekul (vitisin A, pinotin A a dalsi) byly zjistény
dihedralni thly okolo 20° [154]. Woodford ve své praci pozoroval dokonce torzi B-kruhu
ptimo u kationtu flavylia, ktery je zakladni stavebni jednotkou anthokyanini (pfislusny
dihedréalni whel ¢ini 7,52°), u nativniho Pg je vSak podle jeho prace preferovano témeét
planarni uspotfadani (dihedralni thel 1,82°) [169].

S ohledem na orientaci hydroxylovych skupin ma u 5-mePyPg v ptipad¢ hydroxylu
navazaného na uhlik C3 jeho vodik tendenci orientovat se v konformacich s vychylenym B-
kruhem smérem k tomuto kruhu (viz obrazek 17a). Pozice vodiku na kysliku O4' ma
zanedbatelny vliv na celkovou energii iontu; maly energeticky rozdil byl zjistén také
pro rozdilné polohy vodiku na kysliku O8. Nejstabilngjsi struktura 5-mePyPg je zobrazena
na obrazku 17a. VSechny zkoumané konformace 5-mePyPg jsou zaznamenany v tabulce 5.

Tato data jsou soucasti nasi prace vénujici se fragmentacim 5-mePyPg [46].
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Obrizek 17. Optimalizované struktury (a) 5-mePyPg a (b) 4-meFuPg v plynné fazi. Sipkou

je v obrazku (a) naznacena preferovana orientace vodiku hydroxylu C3 smérem k B-kruhu.

Tabulka 5. Ptehled vSech optimalizovanych konformerti 5-mePyPg. Tu¢né je vyznacen

nejstabilnéjsi konformer, jehoz energie je brana jako arbitrarni nula, energie ostatnich

konformert jsou poté vztazeny K této hodnoté. Pro ¢islovani atomt viz obrazek 17.

konformer | C3-C2-C1'-C6' [] C2-C3-O3-H [?] C3'-CA-O4"-H [?] C7-C8-08-H [o] | "°%dil Gibbs.

energii [eV]
1 0 0 0 0 0,2915
2 0 0 0 180 0,2826
3 0 0 180 0 0,1313
4 0 0 180 180 0,1343
5 0 180 0 0 0,2969
6 0 180 0 180 0,2912
7 0 180 180 0 0,1358
8 0 180 180 180 0,1379
9 33 22 0 0 0,0000
10 34 21 0 180 0,0051
11 33 23 180 0 0,0027
12 34 22 180 180 0,0053

Obdobné bylo postupovano v piipadé optimalizace struktury 4-meFuPg. Na rozdil

od 5-mePyPg nebyla u 4-meFuPg nalezena zadna stabilni struktura s vychylenym B-kruhem

oproti zbytku molekuly — v§echny nalezené konformery jsou planarni. Rozdil v energiich je

unich tedy zptisobem pouze polohou jednotlivych hydroxylii. Nejstabilnéjsi struktura je
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znazornéna na obrazku 17b, geometrie a energie vSech nalezenych konformerd shrnuje

tabulka 6.

Tabulka 6. Piehled optimalizovanych konformeri 4-meFuPg. Tuéné je vyznacen
nejstabilnéjsi konformer, jehoz energie je brana jako arbitrarni nula, energie ostatnich

konformeri jsou poté vztazeny k této hodnoté. Pro ¢islovani atomt viz obrazek 17.

konformer | C3-C4™-O4™-H [°] C13-C6-O6-H [°] C7-C8-O8-H [°] | "oZdl Gibbs.
energii [eV]

1 0 0 0 0,2254

2 0 0 180 0,2493

3 0 180 0 0,0146

4 0 180 180 0,0000

5 180 0 0 0,2306

6 180 0 180 0,2512

7 180 180 0 0,0186

8 180 180 180 0,0009

5.5.2. Porovnani energetické naro¢nosti vzniku charakteristickych fragmentt u

5-mePyPg a 4-meFuPg s vyuzitim DFT vypoctu

Fragmentacni chovani studovanych derivati pelargonidinu mize byt charakterizovano
na zaklad¢ rozdilt energetickych stavli rodi¢ovskych ionti obou latek a jejich fragmentd. Je
také mozné sledovat velikosti aktivacnich bariér vedoucich k fragmentacnim procesim (t;.
energie tranzitnich stavll) a uvazovat jejich velikost vzhledem ke koliznim energiim
pouzivanym pii MS/MS experimentech. Rozdily mezi energii optimalizované struktury
rodicovského iontu a souctem energii vznikajiciho fragmentu a odStépené neutralni Casti
mohou byt podle literatury korelovany s intenzitou tohoto fragmentu v MS/MS spektru [170].
Jak jiz bylo dfive popsano, dilezité procesy béhem fragmentace 5-mePyPg a 4-meFuPg
zahrnuji eliminaci molekuly vodiku, methanu, vody, oxidu uhelnatého a RDA Sstépeni.
U demethylace a dehydratace je navrhovanym mechanismem piesun vodiku na misto Stépeni
a nasledny odstup ptislusné molekuly, zatimco pro dekarbonylaci je potieba vodik pfesunout
z hydroxylové skupiny na jinou ¢ast molekuly, ¢imz se odkryje C-O skupina schopna
nasledného odsStépeni. Ve vSech téchto ptipadech jsou jako mozni poskytovatelé/ptijemci

presouvanych vodikovych atomli uvazovany jednak hydroxylové skupiny a jednak uhliky
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sousedici s centry Stépeni. Byly modelovany fragmenty vznikajici za téchto podminek.
V piipadé RDA Stépeni neni pro tvorbu “?B* iontu poteba piesouvat vodik, tento ion vznika
pouhym pierusenim existujicich vazeb. Vzhledem k tomu, Ze dehydrogenace je silné
nespecificky proces a v ramci molekuly existuje velké mnozstvi ptipadnych izomert, nebyly
pro ucely této prace fragmentové ionty odpovidajici struktuie [M-Hz]" modelovany. Rozdily
energii jednotlivych fragmentovych iontd (vybran byl vzdy nejstabilnéjs$i z celé sady
uvazovanych izomert fragmentu) a odpovidajiciho rodicovského iontu jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tabulka 7. Rozdily v Gibbsovych energiich rodiCovského iontu a souctu energii

odpovidajicich produkti (tj. nabité a neutralni casti vzniklé st€penim).

rozdil Gibbsovych energii [eV] geometrie iontu”
fragmentovy iont 5-mePyPg 4-meFuPg 5-mePyPg 4-meFuPg
[M-CHa]* (m/z 293) 3,33 4,64 03 o4’
[M-H20]* (m/z 291) 1,69 3,25 03-C6' 08-06
[M-CO]J* (m/z 281) 0,80 0,53 04'-C5' 06-C7
[M-2COJ* (m/z 253) 0,54 1,37 03-C6' 04'-C5'
RDA °2B* (m/z 121) 5,15 4,78 - -

“Geometrie iontll jsou udavany pomoci zkratek. U iontu [M-CHa4]* je uveden atom poskytujici vodik, ktery je
pfesunut na methylovou skupinu a odstépen spolu s ni. U iontu [M-H20]" je pfed pomlc¢kou uveden odstupujici
atom kysliku a za poml¢kou atom pavodné nesouci vodik pfesunuty na tento kyslik. U iontd [M-CO]" a [M-
2CQO]J* je pied pomlckou uveden odstupujici atom kysliku a za poml¢kou pak atom uhliku, ktery ptijme atom
vodiku vazany ptvodné na odstupujicim kysliku (fragment [M-2CO]* je zde piedpokladan jako produkt
vznikajici z odpovidajiciho [M-CO]* fragmentu uvedeného v této tabulce). RDA °2B* ion ma4 stejnou strukturu

pro 5-mePyPg i 4-meFuPg (acyliovy iont 4-hydroxybenzoové kyseliny). Pro oznaceni atomu viz obrazek 17.

Wypoctené hodnoty energii a jejich rozdily dobie koresponduji s rozdily signalt
v MS/MS spektrech mezi obéma studovanymi izomernimi derivaty pelargonidinu (pfi nizs§im
rozdilu energii je pozorovan vyssi signal odpovidajiciho fragmentu, viz obrazek 13c). lonty
odpovidajici demethylaci, dehydrataci a ztrat¢ dvou molekul oxidu uhelnatého jsou tedy vice
zastoupeny v MS/MS spektru 5-mePyPg, ionty odpovidajici ztraté jedné molekuly oxidu
uhelnatého se objevuji v porovnatelné intenzité v MS/MS spektrech obou latek a RDA %2B*
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fragment ma vyssi intenzitu v MS/MS spektru 4-meFuPg. Zajimavy je velky rozdil energii
[M-H0]" iontt zapti¢inény neobvyklou, velmi stabilnou strukturou fragmentu odvozeného
od 5-mePyPg (viz obrazek 18). Dobra shoda signalti charakteristickych fragmentd ziskanych
MS/MS experimenty a teoreticky vypoctenych rozdilti energii ukazuje, Ze kvantové vypocty
jsou velmi uzitenym ndastrojem pro interpretaci procest probihajicim pfi fragmentaci
pyranoanthokyanini v kolizni cele hmotnostniho spektrometru a mohou tedy pfispét

k identifikaci tohoto druhu molekul.

(@)

HO 0 N
% | G

NG

CH,

Obrazek 18. (a) neobvykla struktura fragmentového iontu [M-H20]" odvozeného

od 5-mePyPg, (b) geometrie této struktury optimalizovana vypocetnim softwarem.

Bylo studovano rovnéz kinetické chovani téchto iontd. Energetické bariéry (vyjadiené
jako nejvyssi tranzitni stavy v energeticky preferovanych fragmentacnich cestach) jsou
do velké miry spojené s pohybem vodiku po molekule. Hodnoty téchto energii jsou v rozsahu
1,43 az 5,49 eV. Na druhou stranu, optimalizace tranzitnich stavii predstavujicich jednoduché
Stépeni vazby maji podle literatury tendence selhat a ptislusny sken potencialové plochy pak
vykazuje kontinualni narist energie pifi prodluzovani zkoumané vazby [142,143]. Stejna
situace byla pozorovana i pii nasi praci. Hodnoty energii, které byly nalezeny, jsou vyrazné
niz8i, nez kolizni energie pouzité béhem provadénych (a v praxi bézné pouzivanych) MS/MS
experimentt (fadové v desitkach eV, viz napt. rozsah OCE pro 5-mePyPg a 4-meFuPg) a
vSechny pozorované procesy tedy ztohoto hlediska mohou probihat. Zjisténé energie

tranzitnich stavii vSak zarovenl naznacuji, ze aktivacni bariéry nejsou nutné klicovym
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parametrem pro urc¢eni mechanismi zodpovédnych za fragmentaci molekuly. Toto musi byt
vedeno V patrnosti zejména v piipadé piesunu vodiku, jak uvadi rovnéz prace Wrightové a
kol. [144]. Studium energii tranzitnich stavi ovSem nabyva velkého vyznamu
V experimentech vyuZivajicich efektivné nizsi hodnoty koliznich energii nebo pfi infracervené

multifotonové disocia¢ni spektroskopii (IRMPD).

5.5.3. Energeticky rozbor vybranych fragmentacnich cest pro iont 5-mePyPg

Vyse uvedené kapitoly popisuji srovnani energii 5-mePyPg a 4-meFuPg. 5-mePyPg byl
pouzit jako modelova sloucenina pro detailngjsi zkoumani mechanismt fragmentace. Byly
studovany detaily dvou procest — ztraty molekuly vody a ztraty molekuly oxidu uhelnatého.
Pti hodnoceni energii moznych procesii nastdvajicich v prubéhu fragmentaci byly brany
vV potaz dvé kritéria — co nejnizsi energie tranzitnich stavii (pro eliminaci vody i oxidu
energetického minima Vv rdmci dané konfigurace molekuly (pro odstup oxidu uhelnatého).
Za timto ucelem byly nejdrve zmapovany pohyby vSech hydroxylovych vodikd po molekule
5-mePyPg a vybrany polohy s nejnizsi energii pro nové umisténi kazdého hydroxylového
vodiku. Uvedenym postupem byla nalezena tato minima: minimum s vodikem O3 hydroxylu
pfesunutym na atom C2 (energie 0,70 eV), minimum s vodikem O4' hydroxylu pfesunutym na
atom C5' (0,93 eV) a minimum s vodikem hydroxylu O8 pfesunutym na atom C9 (0,78 eV) —
minima jsou znazornéna na obrazku 19. Zajimavym spole¢nym rysem téchto minim je, Ze se
vzdy jedna o struktury, kdy je vodik pfesunut na uhlik sousedici s uhlikem, ktery véze
puvodni hydroxyl. Byly spocitiny rovnéz vSechny souvisejici tranzitni stavy zahrnujici
piesuny vSech hydroxylovych vodiki mezi libovolnymi dvéma atomy v molekule. Dale jiz
byly cesty hodnoceny podle konkrétni ztraty. Vybér nejpravdépodobnéjsi cesty z vice
moznosti byl realizovan takto: Ze vSech moZznych cest uvazovanych pro dany d&j, byla
vybrdna cesta obsahujici tranzitni stav s nejvyssi energii a odstranéna z vybéru. Takto se
pokracoval do okamziku, kdy zbyvala pravé jedind cesta, ktera je proto energeticky

nejvyhodnéjsi.
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Obrazek 19. Minima pro polohy pfesunt jednotlivych hydroxylovych vodika 5-mePyPg. (a)
vodik C3 hydroxylu pfesunuty na uhlik C2, (b) vodik C8 hydroxylu pfesunuty na uhlik C9,
(c) vodik C4' hydroxylu ptesunuty na uhlik C5'.

Pro ztratu oxidu uhelnatého dojde po dosazeni piislusného minima (viz obrazek 19)
K prasknuti jedné z vazeb mezi karbonylovym uhlikem, na némz se nachazi odstépovany
kyslik a sousednim atomem uhliku. Tento d€j je nasledovan recyklizaci, ¢imz vznika
péti¢lenny kruh a nasledné je ze vzniklé struktury odstépena molekula oxidu uhelnatého
(schematicky vyjadieno na obrazku 20). Srovnani vSech tii moznych cest (za ztraty atomu
C303, C808 a C4'04") je znazornéno na obrazku 20. Podle tohoto srovnani je energeticky
nejvyhodné&jsi cestou presun vodiku z hydroxylu O3 a z termodynamického hlediska by tedy
méla byt preferovana ztrata molekuly oxidu uhelnatého pravé v této poloze. Rozdil energii
(vypocteny jako energie rodicovského iontu odectend od sumy energii vzniklého fragmentu a
oxidu uhelnatého) je v tomto ptipadé 0,51 eV. Nejvyssim bodem na kiivce popisujici energie
jednotlivych struktur, kterymi rodicovsky ion prochazi, je tranzitni stav odpovidajici vzniku
péti¢lenného kruhu (viz obrazek 20). Jeho energie je 2,69 eV. Pro porovnani byly energie
stejného tranzitniho stavu vypocitany i pro jinam pfesunuty atom vodiku, konkrétné do pozic
C4 a C6' (oproti pivodné uvazované pozici C2). V obou piipadech byly energie
odpovidajicich tranzitnich stava vyssi (5,27 eV a 5,04 eV pro C4, resp. C6') a jsou tedy

energeticky mén¢ vyhodné.

V procesu eliminace molekuly vody z rodi¢ovského iontu studovaného pyranobarviva je

potieba nejprve vytvotit H2O skupinu pfesunem vodiku na hydroxylovou skupinu (tuto H20
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skupinu je mozno nésledn¢ odstépit). To je mozné provést s vyuzitim vodiku z jiného
hydroxylu nebo s vyuzitim arylového vodiku. Bylo nalezeno devét riznych part tézkych
atomu (C a O), které se mohou ucastnit této vymény. Pii kazdém z odpovidajicich presunti
vodiku tento vodik pochazi bud’ zjedné z ostatnich hydroxylovych skupin pfitomnych
v molekule, nebo je arylovym vodikem nachazejicim se na uhliku sousedicim s uhlikem,
na ktery je navazan hydroxyl, ktery tento vodik pfijima (napt. uhliky C7 a C9 pro hydroxyl

C8). Grafické srovnani tranzitnich stavi popisujicich zavére¢ny krok transferu vodiku
znazoriiuje obrazek 21.
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Obrazek 20. Srovnani fragmentacnich cest vedoucich k odstépeni oxidu uhelnatého

z rodicovského iontu 5-mePyPg.
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Obrazek 21. Porovnani energetickych hladin tranzitnich stavli posledniho kroku pfesunu

vodiku na hydroxyl pro odStépeni molekuly vody. Pro ¢islovani atomii viz obrazek 17.

Bylo zjisténo, ze ptesun arylovych vodikti vyzaduje méné energie, nez posledni krok
ptesunu hydroxylovych vodik, pokud pfesun probiha pomoci stejnych atomu (leva ¢ast grafu
v obrazku 21). Vzhledem Kk tomu, Ze v pfipadé arylovych vodiku je to jediny potfebny krok,
vodiku byla v8ak nalezena pro piesun vodiku z hydroxylu O4' ptes uhlik C6' na kyslik O3.
Vyse popsanym postupem (viz ,,vybér nejpravdépodobnéjsi cesty”) byly postupné
eliminovany jednotlivé moZné fragmentacni cesty, dokud nezlstala pravé jedna pro kazdy
hydroxylovy atom vodiku. Tyto cesty jsou graficky znazornény na obrazku 22. , Nejkratsi
mozna cesta vodiku“ (pfesun vodiku zhydroxylu O4' na hydroxyl O3) je soucasné
nejvyhodnégjsi ve smyslu energetické narocnosti jednotlivych tranzitnich stavii. Pfi srovnani je
arylovych vodikd. To znamena, Ze tato cesta je ve srovnani Sprocesy vychazejicimi

z arylovych vodiki preferovana.
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Obrazek 22. Srovnani fragmenta¢nich cest v 5-mePyPg vedoucich k odStépeni molekuly

vody.

Shrnutim vySe uvedenych informaci je, ze jak ztrata oxidu uhelnatého, tak ztrata
molekuly vody z 5-mePyPg se z energetického hlediska odehrava preferencné na atomu C3.
Ztratou kysliku z polohy C3 se v obou piipadech zaroven geometrie vznikajiciho fragmentu
planarizuje (oproti puvodni struktuie s vychylenym B-kruhem), coz muze byt dal$im
z faktort, ktery prib&h prezentovanych mechanismii usnadiiuje. Tyto vysledky byly
publikovany v praci [46]. Pro ziskani vySe uvedenych informaci bylo provedeno celkem
zhruba 600 vypoctt energii tranzitnich stavi a minim (odpovida piiblizné¢ 1800 hodin

vypocetniho Casu pii pouziti vypocetniho serveru uvedeného v experimentalni ¢asti).

5.6. Analyza anthokyaninu a jejich derivati v jahodovém viné

Béhem fermentace ovocnych ndpoji probihd mnoho reakci nativnich anthokyanint
s malymi reaktivnimi molekulami [171]. V jahodéch se z nativnich anthokyanint vyskytuji ve
vyznamném mnozstvi predevsim glykosidy a acylglykosidy Pg, kyanidinu (Cy) a delfinidinu
(Dp), dale pak i samotné aglykony [172]. Jejich derivaty vznikajici béhem fermentace a zrani
jahodového vina byly analyzovany s vyuzitim UHPLC-MS/MS. Pozornost byla zamétena
predev§im na detekci a charakterizaci ptitomnych pyrano- a furanoanthokyanint.
Experimenty ukazaly, Ze UHPLC/MS poskytuje dostate¢nou selektivitu pro charakterizaci
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ptitomnych barviv. Pro chromatografickou separaci byla jako vychozi pouzita stejnd metoda,

ktera se osvéd¢ila pro analyzu sloZzeni reakéni smési  obsahujici  Pg,

5-mePyPg a 4-meFuPg. Bylo potieba pouze upravit profil gradientu tak, aby bylo dosazeno
leps$i vzajemné rozliSeni pfitomnych pigmenti. To vedlo k prodlouzeni analyzy (celkova délka
analyzy byla 10 minut). Prodlouzeni (zpomaleni) analyzy ov§em umoznilo prodlouzit délku
MS skent, pouzit MSE experiment a ptipadné ptidat mezi skenovaci udalosti i cilené MS/MS
skeny. Timto zptisobem byla ziskana vétSina spekter v dostate¢né kvalité i dostate¢ny pocet

bodii na pik umoziujici kvantifikaci nalezenych barviv (optimalizované parametry pouzité

UHPLC/MS metody jsou uvedeny v experimentalni ¢asti).

Tabulka 8. Anthokyaniny a jejich derivaty nalezené v jahodovém ving.

RT MS m/z dtm* charakteristické fragmenty* slouéenina*
[min] [mDa]
0,89 465,1205 | 17,2 303,0508 (100); 285,0306 (28); 275,0213 (36); 257,0213 (27); 247,0332 | Dp-Glu
(6); 241,0199 (4); 231,0310 (14) #
1,10 449,1079 | -0,5 287,0585 (100); 245,1137 (8); 185,0270 (6) © Cy-Glu
1,13 579,1714 | 0,0 271,0588 (100); 139,0382 (1); 121,0301 (0,6) @ Pg-Rut ¢
1,14 | 647,1589 | -2,3 647,1582 (34); 339,0497 (100) P 5-cbxPyPg-Rut 9
1,17 | 4331143 |08 271,0588 (9); 253,0476 (3); 213,0531 (9); 197,0587 (27); 169,0631 (19); | Pg-Glu
141,0678 (53); 121,0252 (100); 115,0518 (66); 93,0316 (16) ?
1,25 | 501,1028 | -0,5 339,0464 (100); 311,0595 (1); 295,0617 (3); 283,0652 (1) @ 5-cbxPyPg-Glu
1,31 | 487,1237 | -0,3 325,0675 (100); 297,0741 (3); 283,0578 (1); 255,0647 (1); 213,0531 (1); | 5-mePyCy-Glu
153,0140 (1); 121,0252 (1) @
1,36 | 457,1112 | -2,3 457,1139 (17); 295,0617 (100) PyPg-Glu
1,36 587,1029 | -0,8 339,0464 (100); 295,0617 (19) ° 5-chxPyPg-malGlu
1,41 519,1136 | -0,3 271,0588 (100) Pg-malGlu
1,45 617,1889 1,9 309,0769 (100) @ 5-mePyPg-Rut ¢
1,46 303,0519 | 1,4 257,0409 (20); 229,0502 (57); 201,0545 (55); 153,0194 (100); 137,0234 | Dp
(64)°
154 | 287,0547 |-0,9 269,0474 (9); 241,0347 (36); 231,0465 (9); 213,0290 (95); 185,0227 (25); | Cy
171,063 (28); 157,0208 (47); 136,9738 (59)
1,54 471,1279 | -1,2 309,0769 (100); 293,0487 (1); 2291,0650 (1); 281,0863 (3); 253,0823 (3); | 5-mePyPg-Glu
121,0301 (2) @
1,73 339,0494 | -11 295,0542 (100); 267,0646 (33); 239,0708 (69); 237,0576 (62); 121,0252 | 5-chxPyPg
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(36); 120,0766 (38) @
1,80 325,0703 -0,9 nd.° 5-mePyCy
1,84 271,0607 | 0,1 253,0476 (5); 243,0616 (6); 226,0616 (6); 213,0531 (7); 197,0587 (31); | Pg
169,0631 (22); 141,0678 (47); 121,0301 (100); 115,0518 (30); 93,0316
(15
1,87 325,0701 -1,1 nd.¢ 4-meFuCy
1,96 | 473,1065 | -1,9 311,0518 (100) P 5-OHMePyPg-Glu
2,04 |6951965 | -1,1 387,0898 (100) P 5-p-hydroxyfenyl-
PyPg-Rut ¢
2,12 | 2950592 |-1,4 n.d.© PyPg
2,16 549,1398 | 0,1 387,0898 (100); 359,0932 (1); 331,0984 (1) 5-p-hydroxyfenyl-
PyPg-Glu
2,23 | 309,0750 | -1,3 309,0769 (100); 291,0650 (5); 281,0789 (5); 266,0529 (5); 235,0730 (6); | 5-mePyPg
221,0571 (5); 189,0734 (5); 165,0697 (6); 131,0469 (11); 121,0252 (5) 2
223 | 5791487 |-1,6 417,0954 (100); 402,0684 (22); 271,0554 (3) @ 5-guajakol-PyPg-
Glu
2,24 635,1401 | 0,0 387,0851 (100); 359,0926 (18); 331,0967 (11); 313,0864 (5) 5-p-hydroxyfenyl-
PyPg-malGlu
2,45 | 309,0744 | -1,9 309,0769 (100); 281,0789 (11); 253,0892 (6); 169,0688 (9); 165,0697 (12); | 4-meFuPg
137,0591 (7); 121,0301 (11)
2,87 | 387,0858 | -1,1 359,0932 (100); 331,0905 (92); 313,0792 (61); 237,0576 (46) © 5-p-hydroxyfenyl-
PyPg

* dtm = odchylka od teoretické hmoty (z angl. ,,difference from theoretical mass™)

+ Fragmenty ziskané pomoci () cilenych MS/MS experimentd (CE 35 eV), (b) MSE skenu s rampou kolizni
energie (CE 15-70 eV), nebo (c) bez detekce charakteristickych fragmenti — slou¢eniny byly vzhledem k malé
kvalité fragmentacnich spekter identifikovany pouze na zaklad¢ retencniho Casu a méfeni pfesné a spravné

hodnoty m/z.

1 Identifikace slougenin: Dp = delfinidin, Cy = kyanidin, Pg = pelargonidin, cbx = karboxyl, me = methyl, OH =
hydroxy, Py = pyrano, Fu = furano, mal = malonyl, Glu = 3-O-glukosid, Rut = 3-O-rhamnosylglukosid

(rutinosid).

Tabulka 8 uvadi barviva odvozena od anthokyanint, ktera byla nalezena v piipraveném
jahodovém ving€. Identifikace je zaloZzena na kombinaci retenniho Casu, méfeni presné a
spravné hodnoty m/z, fragmentaci rodi¢ovského iontu (MS/MS & MSE) a v piipadé Pg, 5-
mePyPg a 4-meFuPg také na srovnani S pfipravenymi standardy. Dominantnim procesem

pozorovanym v MS/MS spektrech nalezenych glykosida jsou ztraty dehydratované glukozy
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(A m/z 162), rutindzy (A m/z 308) a malonylglukozy (A m/z 248). Pozorované
charakteristické procesy pro fragmentace aglykont zahrnuji ztraty methylu (A m/z 15), vody
(A m/z 18), oxidu uhelnatého (A m/z 28) a RDA stépeni. S vyuzitim znalosti fragmentace
anthokyanidint v oblasti malych ztrat [125], byly identifikovany aglykony a glukosidy Pg, Cy
a Dp. Obsah glukosidl je obecné vyssi nez obsah aglykont (pro Pg viz tabulka 9). V ptipadé
Pg (Jako dominantniho anthokyanidinu) byl identifikovan také jeho malonylglukosid. Byl
pozorovan také vyskyt latky, ktera pravdépodobné odpovida rutinosidu odvozenému
od pelargonidinu. Retence této latky je ve srovnani s diive publikovanymi daty nizsi [55], ale
nameétena hodnota m/z je identicka s elementarnim slozenim uvazovaného rutinosidu a signal
aglykonu v MS/MS spektru této latky odpovida pelargonidinu. Rozdil v retenci by mohl byt
zpusoben odlisSnymi chromatografickymi podminkami (pouziti kolony AQUA CI18 a
trifluoroctové kyseliny jako aditiva ve vyse citované praci oproti kolon¢ Acquity BEH C18 a
kyseliné mraven¢i v na$i studii). V prab¢hu studie byly i pro dalsi ¢tyfi latky predbézné
uréené jako rutinosidy pozorovany kratsi reten¢ni ¢asy nez U odpovidajicich glukosidd, viz
nize).

Jak jiz bylo naznaceno, byla v analyzovaném viné vedle nativnich anthokyanint
nalezena i fada pyranoanthokyanind. Jednozna¢né€ byly ve smési identifikovany 5-mePyPg,
4-meFuPg a 5-mePyPg-3-0-glukosid. Struktura barviva s m/z 617,1889 byla vzhledem k vyse
diskutovanym rozdilim v retenci piedbézné piipsana 5-mePyPg-3-O-rutinosidu. Separace

téchto latek v jahodovém ving je uvedena v obrazku 23.
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fragment 5-mePyPg-Glu
100 m/z 309,08 1,54 4-meFuPg

2,45
5-mePyPg

%,

0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00
5-mePyPg-Glu
1,54
1000 m/z 417,13 ’
E’Q
0 T . - T T 7 r t T . T T
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5-mePyPg-Rut
100 1,45

%,

o MW’/\WA/MMMNWWA
0 A A . . : . / s : . /
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Obrazek 23. Separace 5-mePyPg, jeho glykosidi a 4-meFuPg vV jahodovém viné

(izola¢ni Sitka 10 mDa).

Ve smési nebyly vedle 5-mePyPg-Glu nalezeny dalsi glykosidy s m/z hodnotou 471.
4-meFuPg tedy netvoti odpovidajici glykosid. Logickym vysvétlenim je Ze, O3 kyslik (ktery
je preferen¢nim mistem glykosylace anthokyanini) je blokovany pfitomnym furano-kruhem.
Pfitomnost aglykonu 4-meFuPg je tedy zfejmé vysledkem presmyku ve struktuie aglykonu
5-mePyPg, tak jak je popisovana v literatufe [51]. Ve smési byly dale nalezeny
5-karboxypyranopelargonidin  (analog vitisinu A [173]), jeho 3-O-glukosid, 3-O-
malonylglukosid, 3-O-rutinosid, pyranopelargonidin-3-O-glukosid (analog vitisinu B [173]),
jeho aglykon a také stopy 5-hydroxypyranopelargonidin-3-O-glukosidu (derivat typu
hydroxyfenyl-PyPg, jeho 3-O-glukosid, 3-O-malonylglukosid, 3-O-rutinosid a 5-guajakol-
PyPg-3-0-glukosid. Tvorba guajakolovych derivati je popsana v jahodovych dZzusech uméle
obohacenych kyselinou ferulovou (ktera muze dekarboxylovat v reakéni Cinidlo, jimz je
vinylguajakol) [26], coz neptimo potvrzuje i nase vysledky. Ve viné byla nalezena také mala
mnozstvi nékterych pyrano-a furanoderivata kyanidinu. Jejich MS/MS spektra neposkytla

dostate¢né intenzivni signaly, a proto je jejich identifikace zaloZena na porovnani reten¢nich
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Casi a pfesném a spravné hodnoté m/z. V tomto misté je vhodné zminit, ze vedle pfedkladané
prace se identifikaci anthokyaninovych barviv ve fermentovanych produktech z jahod
zabyvali ve své praci pouze Hornedo-Ortega a kol. [174]. Jejich prace zkouma produkty
fermentace jahodovych pyré pomoci bakteriec Gluconobacter japonicus. Toto kvaSeni
zpusobuje preménu glukozy na kyselinu glukonovou a vysledné produkty jsou tak vhodné ke
konzumaci napft. pro diabetiky. Krom¢ flavonoidu jiz diive zminovanych s ohledem na jejich
vyskyt v jahodach, byl v téchto produktech nalezen 5-cbxPyPg-Glu, ale ne 5-mePyPg, jeho
glykosidy, ani 4-meFuPg. Tim padem jsou 4-meFuPg, 5-mePyPg, jeho 3-O-glukosid a
(ptedbézné identifikovany) 3-O-rutinosid v predkladané disertaéni praci identifikovany jako
soucast fermentovaného produktu z jahod viibec poprvé.

Tabulka 9 ukazuje zmény v obsahu Pg, jeho 3-O-glukosidu and vybranych pyrano- a
furanoderivati v piipraveném jahodovém vin¢. Obsah Pg-Glu je fadové vyssi nez obsah
pyrano- a furanoanthokyanint. Tento anthokyanin dominoval v jahodovém viné v celém
pribéhu jeho piipravy i ve finalnim produktu, jeho obsah vSak v Case klesal. Tento pokles
muze byt vysvétlen tfemi procesy: deglykosylace (ztrata cukerné jednotky), rozklad
na p-hydroxybenzoovou kyselinu a floroglucinaldenyd mechanismy, které jsou jiz znamy
z literatury [175], a pfeménou v komplexngjsi barviva véetné nalezenych pyranoanthokyanini
a furanopelargonidinu. Obsah 5-mePyPg-Glu se v pribéhu fermentace vyznamné nemeénil.
Obsah jemu odpovidajiciho aglykonu prosel zhruba v poloviné doby fermentace maximem a
obsah 4-meFuPg se téméft po celou dobu zvySoval. Vysvétlenim pro pozorované chovani latek
by mohla byt vzajemna konverze jednotlivych forem: deglykosylace 5-mePyPg-Glu, kterou
vznika 5-mePyPg, a jeho nasledny ptesmyk za vzniku 4-meFuPg. Obsah 5-mePyPg-Glu a
5-mePyPg ve smési Sse vyrazné neméni. MoZnym vysvétlenim je, Ze dochazi ke srovnatelné
rychlému piirtistku obsahti téchto barviv pfeménou pocate¢niho Pg-Glu a Pg a ubytku vlivem
pfemény na 4-meFuPg. Obsah 5-cbxPyPg-Glu se rychle zvysil na zacatku zrani (b&hem
prvnich 24 hodin — jahodové vino béhem této doby viditelné kvasilo nejvice) a od té chvile
zustal prakticky konstatni, podobné jako tomu bylo u 5-mePyPg-Glu. Obsah aglykonu
5-cbxPyPg dosahuje maxima béhem prvnich Sesti dni studie a jeho celkovy obsah se béhem
celého experimentu zvysil zhruba pétkrat. Cely proces zrani ma za nasledek nariist sumy
obsahu pozorovanych pyrano- a furanoanthokyanint, coz je velmi pravdépodobné spojeno

S probihajicimi fermenta¢nimi procesy (tvorba kyseliny acetoctové, acetonu, Kyseliny
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pyrohroznové aj.).

Tabulka 9. koncentrace vybranych sloucenin v jahodovém ving.

sloucenina prumérna koncentrace [ng/L]*
stari smési
[dny] Pg Pg-Glu 5-mePyPg 4-meFuPg 5-mePyPg-Glu 5-cbxPyPg 5-cbxPyPg-Glu
0 152,37 | 47291,67 11,70 6,19 31,52 1,55 133,84
1 3038,82 | 30253,13 15,39 7,33 39,10 1,55 250,45
2 2757,86 | 21955,71 21,23 9,61 38,38 5,53 252,32
3 1247,30 | 22915,50 17,30 7,18 42,62 4,23 291,80
4 1040,99 | 21128,79 32,57 12,67 37,90 9,57 269,86
5 2635,38 | 16769,71 35,65 15,36 40,87 12,05 269,96
6 4711,09 | 12124,85 44,34 13,69 27,95 19,57 210,81
7 2624,13 | 14445,75 27,39 11,34 35,55 5,73 271,10
14 2448,32 | 11587,90 26,96 17,51 38,07 11,52 284,13
21 476,53 | 9489,52 13,94 17,07 40,82 6,80 285,12
28 132,45 | 4979,02 11,71 14,53 36,73 5,18 173,74
35 86,47 | 5063,77 12,33 15,95 34,04 8,11 248,29

* Koncentrace vSech latek jsou vyjadieny jako ekvivalenty PgCl.

6. Zaver

V ramci predkladané prace byla provedena semisyntéza dvou anthokyaninovych barviv
— 5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu. Byl sledovan vyvoj obsahu
téchto barviv v reakéni smési v Case a nasledné¢ provedena izolace obou latek pomoci
optimalizované semipreparativni HPLC metody. Zvolené chromatografické podminky
umoznuji izolovat 10 mg kaZdého izomeru za 24 hodin. Byly vyvinuty analytické
UHPLC/PDA a UHPLC/MS metody pro rychlou kontrolu smési s ohledem na obsah
puvodniho anthokyaninu (pelargonidinu) a obou vznikajicich derivatd. VSechny tfi latky lze

pomoci UHPLC/MS separovat za 35 sekund. PreciSténé izomery byly detailné studovany
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pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. Mezi vyznamné fragmentacni procesy
pozorované pii MS/MS experimentech patii dehydrogenace, eliminace methanu, vody, oxidu
uhelnatého a retro-Diels-Alderovské Stépeni. Pro pozorované fragmenty byla zjisténa jejich
optimalni kolizni energie, tj. kolizni energie poskytujici v MS/MS nejvétsi relativni vytézek
ptislusnych  iontd. Pro  vSechny  vyznamné  fragmenty v MS/MS  spektru
5-methylpyranopelargonidinu i 4-methylfuranopelargonidinu se optimalni kolizni energie
pohybuje v rozmezi 25-55 eV. Rovnéz systém vkladani kolizni energie (konstantni / pouziti
rampy energie) ovliviluje do zna¢né miry vzhled fragmenta¢niho spektra. Kolizni spektra
obou izomert jsou rozdilnd co do intenzit fragmentli vznikajicich vySe uvedenymi procesy.
Vznik fragmentt ztratou molekuly vodiku, molekuly vody, molekuly methanu a dvou molekul
oxidu uhelnatého je preferovan v MS/MS spektru pyranoderivatu. RDA Stépeni za vzniku
02B* jontu je naproti tomu preferovano v MS/MS spektru furanoderivatu. Tyto vysledky byly
porovnany s daty ziskanymi pomoci vypocetnich DFT metod. V ramci vypoctd byla
optimalizovana geometrie zakladniho stavu ionttl studovanych latek v plynné fazi a vypoctena
energie zkoumanych fragmenti. Bylo zjiSténo, ze vypoctené hodnoty reflektuji
experimentalné pozorované rozdily mezi fragmenta¢nimi spektry obou latek. Pfi porovnéni
fragmentacnich spekter naméfenych za shodnych podminek je pozorovéna vyssi intezita
fragmentll u toho zizomert, jehoz fragment ma nizs§i energetickou hodnotu (a je tedy
stabilngj$i). Pro ion 5-methylpyranopelargonidinu byla dale provedena rozsahlejsi studie, kdy
byly pomoci vypoctu energii tranzitnich stavli nalezeny optimalni fragmentacni cesty vedouci
k odstépeni molekuly vody a molekuly oxidu uhelnatého. Jako preferovana se v obou
pfipadech jevi takova ztrata, kdy vznik4 planarni fragmentovy ion. Obé studované latky
(5-mePyPg a 4-meFuPg) byly nalezeny v ovocném viné laboratorné piipraveném fermentaci
jahod. Svyuzitim optimalizované UHPLC/MS metody byl detailné popsan profil
anthokyanint a jejich derivatl v tomto ovocném viné a zmény v koncentracich majoritniho
pelargonidinu, odpovidajiciho glukosidu i pfitomnych pyrano- a furanoderivati bé&hem

fermentace.

Vysledky prezentované v této disertacni praci byly publikovany ve dvou
impaktovanych Casopisech a rukopis dalsi prace je v recenznim fizeni. Vysledky téchto studii

byly formou plakatovych sdéleni prezentovany na domacich i mezinarodnich konferencich.
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7. Seznam zkratek

4-meFuPg — 4-methylfuranopelargonidin
5-mePyMvGIlu — 5-methylpyranomalvidin-3-O-glukosid
5-mePyPg — 5-methylpyranopelargonidin

angl. — anglicky

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
API —ionizace za atmosférického tlaku

BAR — pravidlo aktivace vazeb

BO — Born-Oppenheimer

BDE — vazebna disociaéni energie

cbx — karboxy-

CC — véazané klastry

CD — cirkulérni dichroismus

CE — kolizni energie

CI — konfigurac¢ni interakce

CID - kolizi indukovana disociace

COSY - korela¢ni spektroskopie

Cy - kyanidin

DFT — teorie funkcionalu hustoty

Dp - delfinidin

DPPH — metoda stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
dtm — odchylka od teoretické hmoty

ESI — ionizace elektrosprejem

FRAP — antioxida¢ni potencial pro redukci Fe®* iontd (,ferric reducting antioxidant
potential®)
HF — Hartree-Fock (ab initio vypocetni metoda)
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HILIC — chromatografie hydrofilnich interakci

HMBC — heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy (2D NMR technika sledujici

interakce atomt rizného druhu pfes vice vazeb)
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

HSQC - heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy (2D NMR technika sledujici

interakce atomu ruzného druhu sousedicich pies jednu vazbu)
IC — infradervena (spektroskopie)

IE — ioniza¢ni energie

IRMPD — infracervena multifotonova disociac¢ni spektroskopie
LC — kapalinova chromatografie

LDA — lokalni aproximace hustoty

MALDI — matrici asistovana laserova desorp¢ni ionizace

me — methyl-

MP - Moller-Plesset (ab-initio vypocetni metoda zahrnujici elektronovou korelaci)
MS — hmotnostni spektrometrie

NMR — nukledrni magnetické rezonance

OCE — optimalni kolizni energie

OH — hydroxy-

PA — protonova afinita

PCM — model polarizovaného kontinua

PDE — disocia¢ni energie protonu

PFP — pentafluorfenyl

Pg — pelargonidin

Pn — peonidin

Pt — petunidin

RDA — retro-Diels-Alderovo $tépeni

ROESY - rotating-frame nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy (2D NMR

technika sledujici interakce atomt, které jsou ve vzajemné blizkosti, ale ne vzajemné¢ vazany)
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ROHF — restricted open-shell Hartree-Fock (varianta HF metody pro systémy s otevienou
slupkou minimalizujici spin systému)

RSD - relativni smérodatna odchylka

SCF — self-consistent field

SIM, SIR — selektivni zaznam iontu

SPE — extrakce pevnou fazi

TDDFT — Casoveé-zavislé DFT metody

TFA — kyselina trifluoroctova

TIC — celkovy iontovy proud

TLC — tenkovrstevna chromatografie

UHPLC — ultrati¢inna kapalinova chromatografie

XIC — extrahovany iontovy proud

ZIC-HILIC — zwitteriontova hydrofilni interak¢éni chromatografie

ZPVE — vibrac¢ni energie nulového bodu
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Souhrn

Disertacni prace se zabyvd studiem fragmentacniho chovani kondenzovanych
anthokyanint v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. Teoretickd ¢ast prace je vénovana
piehledu  kondenzovanych  anthokyaninovych  derivatt s  detailnéjsi  diskusi
pyranoanthokyaninti a furanoanthokyanini, dale moznostem hmotnostni spektrometrie
pro studium fragmenta¢niho chovani a také vypocetnim metoddm v chemii a jejich vyuziti

VvV tandemové MS analyze.

Prvni ¢ast prace je v€novana semisyntéze dvou novych izomernich anthokyaninovych
barviv — 5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu — reakci pelargonidinu
s acetonem. Byl sledovan casovy vyvoj obou izomerl ve smési v Case a po dosazeni
dostateéného vytézku téchto barviv byla tato ze smési izolovana semipreparativni
chromatografickou metodou vyvinutou pro tento ucel. Identita izolovanych barviv byla

ovétena pomoci NMR.

Druha cast prace se zabyva vyvojem rychlé chromatografické metody pro separaci obou
derivatd a nativniho anthokyaninu — pelargonidinu. Byla vyvinuta gradientova UHPLC/MS
metoda vyuZivajici reverzni stacionarni faze a jednoduché vodné-organické mobilni faze,
ktera dovolovala tyto latky separovat v ¢ase krat§im neZ 1 minuta. Pro pouZiti v uspotfadani

bez hmotnostniho spektrometru byla optimalizovana také izokraticka UHPLC/PDA metoda.

Tieti Cast prace se veénuje sledovani fragmentacniho chovéani izolovanych
pelargonidinovych derivati v MS/MS a porovnani jejich fragmentacnich spekter. Ob¢ latky
poskytuji shodné fragmenty, 1i§i se ale v jejich relativnich intenzitdich a na zakladé
pozorovanych rozdili je mozné obé¢ latky odliSit. Vyznamnymi sledovanymi fragmenta¢nimi
procesy jsou ztrata molekuly vody, methanu, oxidu uhelnatého a retro-Diels-Alderovské
(RDA) stépeni. Na experimentaln¢ ziskana data navazuje studie vyuzivajici vypocetni metody
(DFT), pomoci kterych je studovana energeticka stabilita studovanych fragmentt. Bylo
zjisténo, Ze fragmentovy ion ma vyssi intenzitu v MS/MS spektru toho izomeru, pro ktery ma
niz§i vypoCtenou energii (je stabiln¢jsi). Ztrata vody, methanu a dvou molekul oxidu
uhelnatého je tak preferovana u 5-methylpyranopelargonidinu, zatimco RDA Stépeni u 4-
methylfuranopelargonidinu. U 5-methylpyranopelargonidinu byla provedena také podrobné;jsi
studie zkoumajici kinetickou preferenci Stépeni molekuly oxidu uhelnatého a molekuly vody.

Zavery ukazuji, ze vypocetni metody jsou uziteCnym nastrojem pii odhalovani rozdilu



ve fragmenta¢nim chovani derivati anthokyanini véetné izomernich barviv.

Posledni cast prace se zabyva pfipravou a analyzou ovocného (jahodového) vina.
V ptipraveném ving jsou s vyuzitim UHPLC/MS detekovany anthokyaniny a jejich derivaty a
je studovana zmeéna obsahu vybranych anthokyanini béhem procesu kvaseni. V jahodovém
viné byly nalezeny mimo jiné i studované izomery (5-methylpyranopelargonidin a
4-methylfuranopelargonidin), které tak byly vibec poprvé detekovany v potravinovém

produktu.



Summary

The dissertation thesis deals with the study of fragmentation behaviour of condensed
anthocyanins in the collision cell of a mass spectrometer. The theoretical part of the thesis is
devoted to an overview of condensed anthocyanin derivatives with detailed discussion
of pyranoanthocyanins and furoanthocyanins, to possibilities of study of fragmentation
behaviour using mass spectrometry and to computational methods in chemistry and their

utilization in tandem MS analysis.

The first part of the thesis deals with semisynthesis of two new isomeric anthocyanin
dyes —
5-methylpyranopelargonidin and 4-methylfuranopelargonidin — by the reaction of
pelargonidin with acetone. Changes of content of both isomers in time were studied and when
sufficient yield of both derivatives was obtained, the dyes were isolated from the reaction
mixture using a semipreparative LC method developed for this purpose. Identity of isolated
compounds was verified using NMR.

The second part of the thesis is devoted to the development of a fast chromatographic
method to separate both derivatives and the native anthocyanin — pelargonidin. A gradient
UHPLC/MS method was developed using reversed stationary phase and simple aqueous-
organic mobile phases. It allows to separate target compounds in less than 1 minute. An
isocratic UHPLC/PDA method was developed as well to be used in instruments without the

possibility of MS detection.

The third part of the thesis studies fragmentation behaviour of isolated pelargonidin
derivatives in MS/MS and compares their fragmentation spectra. Both compounds provide
identical fragments, however their relative intensities differ and based on these differences
both compounds can be distinguished. Important examined fragmentation processes involve
loss of a water molecule, loss of methane molecule, loss of carbon monoxide and retro-Diels-
Alder (RDA) fission. Experimentally obtained data are followed by a computational study
using DFT methods aimed to investigate the energetic stability of studied fragments. It was
found that a fragment ion has higher relative intensity in the MS/MS spectrum of that isomer,
for which the energy of the fragment ion is lower (i.e. the fragment is more stable). Losses of
water, methane and two moleclues of carbon monoxide are preferred in 5-

methylpyranopelargonidin, while RDA fission is preferred in 4-methylfuranopelargonidin. For



5-methylpyranopelargonidin a detailed study investigating Kinetic preference of carbon
monoxide and water fission was performed. The results show that computatinal methods are a
valuable tool to assess differences in fragmentation behaviour of anthocyanin derivatives
including isomeric dyes. The final part of the thesis deals with preparation and analysis of a
fruit (strawberry) wine. Anthocyanins and their derivatives were detected in prepared wine
using UHPLC/MS and change of content of selected anthocyanins during the fermentation
process was studied. Apart from other derivatives, studied dyes (5-methylpyranopelargonidin
a 4-methylfuranopelargonidin) were detected in strawberry wine which is the first mention of

their detection in a food product.



Obsah

O 0 TP 1
2. Prehled aktualniho stavu problematiKy ................ccccoiiiiiiiiiii 2
3. Cile diSertaChl PIACE.........cccuviiiiii ittt ettt e st e e st e e nbb e e e nbb e e e nnbeeennreeans 4
4, EXPerimentalni CAST............cooiiiiiiiiiiiiii it 5
4.1. Ptiprava modelovych smési pro syntézu S-MEPYPJ.........cccciiiiiiiiiiiiiii e 5
4.2. Vyroba JahodOVENO VINA........cciiiiiiiiiiieieee et 5
4.3. Ptiprava vzorkl pro kontrolu jahodovEho VINa ..........cccoeiviiiiiiiiiiiicic e 5
4.4. Chromatografick€ MeTOAY ..........ccoiiiiiiiiiiee e 6
4.5. Podminky studie vlivu kolizni energie (IMS/MS).......cccoiiiiiiiiiiiiiiieseeese s 7
4.6. NMR analyza izolovanych pelargonidinovych derivatll ...........ccoooeeiiiiiiiiiinic e 8
4.7. Vypocty energetickych hladin fragment 5-mePyPg a 4-meFuPg..........cccooiiiiiiiiiiii, 8
5. DISKUZE @ VYSIEAKY ...t 9
5.1. Syntéza 5-MEPYPY 8 4-MEFUPG ....c.ooiiiei e 9
5.2. Separace pelargonidinovych derivati pomoci semipreparativni HPLC v systému

TEVETZNICH TAZT ...eeiiieie et e e bb e neeas 10
5.3. Vyvoj rychlych UHPLC metod pro separaci modelove SmMEST.......ccueevvvvieiiuieeiiiieniiieeiieeesiiee e 11
5.4. Studium fragmentace 5-MePYPg @ 4-MEFUPG.........cccoi it 12
5.5. Vypocty energetické ndro¢nosti fragmentacnich procesti pomoci kvantové chemie.................. 17
5.5.1. Optimalizace struktury 5-mePyPg @ 4-MeFUPQ.........cooiieii i 17
5.5.2. Porovnani energetické ndarocnosti vzniku charakteristickych fragmenti u 5-mePyPg a 4-

MEFUPY S VVUZILIM DEFT VYDOCHL ..ottt ettt 18
5.5.3. Energeticky rozbor vybranych fragmentacnich cest pro iont 5-MePYPQ ........ccoovviiiiiiinnn 19
5.6. Analyza anthokyanint a jejich derivatd v jahodoveém VINE.........cccecovviiieiiiniiinnie e 22
0.0 ZLAVEY ...ttt b Rt e bRttt R et e b e e R et et e e nRe e e be e Re e e teenneeenee 25
T LIEBIATUNA ...t 27

CUNTICUIUM VI8 oo, 31



1. Uvod

Anthokyaniny jsou pfirodni barviva stadou dulezitych protektivnich a regulacnich
funkci v rostlinné fiSi. SoucCasné jsou ocenovany pro své pozitivni ucinky na lidské zdravi.
Vyskytuji se hojné zejména v potravinadch vyrobenych z bobulovitych plodi. Z chemického
hlediska jsou nepfili§ stabilni a zejména v roztoku podléhaji rozkladu, ale i reakcim s fadou
reaktivnich organickych molekul. Vzhledem k vyznamu téchto latek je velké usili vénovano
vyvoji metod pro identifikaci a kvantifikaci anthokyaninli v redlnych vzorcich. Pro tento ucel
je velmi vhodné spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Znalost fragmentacnich procesti anthokyanini probihajicich v kolizni cele hmotnostniho
spektrometru je dulezitd nejen pro identifikaci jiz znamych latek, ale také pro zjistovani
struktury latek nové objevenych. Souc¢asti modernich pfistupli k interpretaci analytickych dat
je vyuziti vypocetni chemie, kterd v fad¢ ptipadli umoziuje vérohodnou simulaci chemickych
déji. V soucasnosti vyuzivané vypocetni modely umi s pomérné vysokou piesnosti urcit
energie zakladnich stavii nabitych i nenabitych molekul i tranzitnich stavii odpovidajicich
pfeménam reaktantll v produkty. Kombinace experimentélnich a teoretickych dat poskytuje

velmi cenné informace pro charakterizaci zkoumanych sloucenin.

Predkladand disertacni prace se venuje syntéze dvou novych izomernich
anthokyaninovych derivati (5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu),
vyvoji analytické a semipreparativni metody pro jejich izolaci a kontrolu jejich Cistoty a
detailnimu sledovani jejich fragmentace v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. V praci
jsou identifikovany charakteristické ionty ve fragmentacnich spektrech a oba izomery jsou
rozliSeny na zédklad¢ intenzity signalu téchto iontd v jejich MS/MS spektrech. Cilové
struktury jsou paraleln¢ studovany také svyuzitim vypocetni chemie s dirazem
na optimalizaci zakladniho stavu rodicovskych iontil a kli¢ovych fragmentl. Experimentalné
ziskana data jsou porovnavéna s daty ziskanymi vypocetnimi metodami a spojenim téchto
dvou pfistupll je mozZné rozliSit studovanid barviva na zaklad¢ jejich MS/MS spektra.
V pitipadé¢  5-methylpyranopelargonidinu  jsou probihajici procesy prostudovany i
z kinetického hlediska a jsou hleddny preferované cesty pro experimentalné pozorované
fragmenta¢ni procesy. Syntetizované latky byly spolu s dal§imi anthokyaninovymi derivaty

detekovany a kvantifikovany pomoci UHPLC/MS? v piipraveném vzorku jahodového vina.
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2. Prehled aktualniho stavu problematiky

Anthokyaniny jsou sekundarnimi metabolity rostlin. Jsou to chrakteristicky ¢ervena az
modrofialova barviva, ktera patii mezi flavonoidy. Zakladnimi stavebnimi jednotkami
anthokyaninii jsou jejich aglykony, bézné¢ nazyvané anthokyanidiny. Glykosylované
anthokyanidiny jsou oznaCovany jako anthokyaniny. Diky velké moznosti kombinaci
stavebnich jednotek tvoficich molekulu anthokyaninu je v souc¢asnosti znamo vice nez 700
riznych anthokyanini [1]. Konzumace anthokyanind je spojovana s fadou pozitivnich efektu
na lidské zdravi [2]. Velké mnozstvi jejich derivati vznika reakci anthokyanidinového skeletu
stadou organickych sloucenin. Jednou =ze skupin derivatd anthokyaninii jsou
pyranoanthokyaniny, které maji ve struktuie oproti nativnim anthokyaniniim navic pyranovy
kruh [3,4]. Pyranoanthokyaniny jsou obecné stabiln€jsi nez nativni anthokyaniny [5].
Methylpyranoanthokyaniny vznikaji reakci anthokyanini s acetonem [6] a Kkysele
katalyzovanou hydrolyzou mohou piesmykovat na methylfuranoanthokyanidiny [7]. Tato
diserta¢ni prace je vénovana 5-methylpyranopelargonidinu (dale oznaCovanému jako 5-
mePyPg), ktery byl poprvé syntetizovan na nasem pracovisti a vysledky studia této
slouCeniny publikovany ve tfech studiich [8-10] a jeho izomernimu derivatu 4-

methylfuranopelargonidinu (4-meFuPg).

Kapalinova chromatografie v analyze anthokyaninii vyuziva nejcastéji obracené
(reverzni) faze [11]. Jako mobilni faze se nejCastéji pouzivaji okyselena voda, methanol
a/nebo acetonitril [12,13]. Detekce anthokyanini v LC se vétSinou realizuje pomoci UV/VIS
(typicky pti vinové délce 500 nm) [14] nebo (tandemové) hmotnostni spektrometrie,
nejCastéji s vyuzitim ionizace elektrosprejem [15]. Pii fragmentaci glykosylovanych
anthokyaninii jsou pozorovany ztraty cukernych jednotek. Fragmentace samotného
anthokyanidinu pak probiha retro-Diels-Alderovskym stépenim (RDA) [16] nebo postupnou
ztratou malych molekul (voda, oxid uhelnaty aj.) [17].

Kvantova chemie je cennym ndstrojem pii ur¢ovani mnoha charakteristik zkoumanych
latek. Porovnanim experimentalnich a vypocetnich dat je mozné identifikovat procesy
probihajici v kolizni cele hmotnostniho spektrometru [18]. Pro predikci fragmentovanych
vazeb se da vyuzit napt. sledovani zmén jejich délek pii protonaci analytu v iontovém zdroji
[19]. Vypocty mohou vyuzivat také energie tranzitnich stavi [20]. Anthokyaniny a jejich

derivaty byly metodami vypocetni chemie (in silico) studovany z riznych uhli pohledu.
2



Nejvice praci je zaméfeno na studium antioxida¢ni kapacity anthokyanidint [21,22]. Vyuziti
vypocetni chemie pro objasnéni fragmentace anthokyaninii v MS/MS zmiiuji pouze Barnes a
Schug [23] a vyzkumna skupina autora této disertaéni prace v publikaci vénované

fragmentaci 5-methylpyranopelargonidinu [9].



3. Cile disertacni prace

Cile této disertacni prace lze shrnout do nésledujicich bodu:

e nalezeni vhodné metody pro piipravu a chromatografickou purifikaci

5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu,

e detailni prostudovani MS/MS spekter obou latek s pomoci vysokorozlisujiciho

tandemového hmotnostniho spektrometru,

e zhodnoceni energetické naroc¢nosti vzniku charakteristickych fragmenti a
posouzeni jejiho vlivu na vytéZzek charakteristickych fragmentit v MS/MS

spektrech obou studovanych barviv,

e vyvoj UHPLC/MS? metody pro rychlou analyzu pyrano a furanoanthokyaninii

V ovocnych vinech

Nejvyznamngj§i  vysledky uvedené v této praci byly publikovany ve dvou

impaktovanych publikacich [8,9] a rukopis dalsi prace je v recenznim fizeni (viz Pfiloha 4).



4. Experimentalni ¢ast

4.1. Priprava modelovych smési pro syntézu 5-mePyPg

5-methylpyranopelargonidin ~ a  4-methylfuranopelargonidin ~ byly  pfipraveny
semisyntézou s vyuzitim reakce pelargonidinu a acetonem v kyselém prostiedi a v piitomnosti
methanolu — byla pouzita smés 3 mg pelargonidin chloridu, 2,5 ml methanolu, 2,5 ml acetonu
a 20 pul koncentrované kyseliny chlorovodikové. Reakce probihala v temnu a za laboratorni
teploty. Pro sledovani zmén v koncentracich sledovanych anthokyaninovych derivati v Case
bylo z této smési v jednom piipadé v pravidelnych intervalech odebirano po 10 ul smési, jejiz

slozeni bylo kontrolovano UHPLC/MS.

4.2. Vyroba jahodového vina

167 g tepného cukru a 5 g kyseliny citronové bylo za horka rozpusténo v 0,3 | horké
ptevafené destilované vody a nésledné zchlazeno na laboratorni teplotu. Mrazené jahody byly
rozmrazeny (stanim pii laboratorni teploté po dobu 1 hodiny) a poté homogenizovany
tyCovym mixérem. 450 g homogenizatu bylo pfidano k cukernému roztoku a promichano.
Vznikla smés byla ziedéna destilovanou vodou na objem 0,8 1. Ke smési bylo pfidano 5 g
pekaiského drozdi a vysledny kvas byl uzavien v lahvi 0 objemu 1 litru pomoci kvasné zatky.
Takto byly pfipraveny tii nadoby s kvasem. Po uplynuti 35 dni (kdy smés prestala produkovat

oxid uhli¢ity) bylo kvaSeni zastaveno filtraci smési pfes gazu.

4.3. Priprava vzorku pro kontrolu jahodového vina

Béhem kvaseni byly pfes vzduchotésné septum pomoci dlouhé jehly odebirany vzorky
kapalného podilu reakéni smési. Ty byly dale zpracovany pomoci extrakce tuhou fazi (SPE).
Extrakce probihala na kolonkach Strata SDB-L (200 mg / 3 mL). Ty byly nejprve
kondicionovany 2 ml 0,1 % HCI v methanolu (v/v) a promyty 3 ml 0,1 % HCI ve vodé¢ (v/v).
1,5 ml odebrané smési bylo cenitrifugovano po dobu 5 minut rychlosti 14000 otacek za minut.
Po centrifugaci byl odebran 1 ml supernatantu a nanesen na SPE kolonku. Vzorek byl promyt
3 ml 0,1 % HCI ve vodé (v/v). Anthokyaninova barviva byla eluovana 2 ml 0,1 % HCI

v methanolu (v/v) a odpafena do sucha v proudu dusiku. Poté byly vzorky uschovany
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do mraznicky, kde byly skladovany pii -18 °C do doby analyzy.

4.4. Chromatografické metody

Izolace studovanych pelargonidinovych derivati byly provedena s vyuzitim
semipreparativni chromatografie. Odparek modelové smési byl rozpustén v6 ml 5 % (v/v)
vodném roztoku kyseliny mravenci. Z takto pfipraven¢ho vzorku byl opakované davkovéan
1 ml (pfeplnénim smycky). Separace probihala na vyse zminéné koloné¢ Gemini C18. Byla
pouzita izokraticka eluce, jako mobilni faze byl pouzit 5 % roztok kyseliny mravenc¢i ve smési
voda/acetonitril 5:1 (v/v). Pratok mobilni faze byl 5 ml/min, pro detekci byly zvoleny dvé
vlnové délky: 280 nm a 490 nm.

Cistota izolovanych izomerii byla kontrolovana pomoci UHPLC-PDA-MS s vyuzitim
gradientové eluce na koloné¢ Acquity BEH C18 (100 x 2,1 mm). Jako mobilni faze byly
pouzity 5 % (v/v) kyselina mravenéi ve vodé (dale uvadéna jako mobilni faze A) a 5 % (v/v)
kyselina mravenc¢i v acetonitrilu (dale uvadéna jako mobilni faze B). Vzorek byl rozpustén
Vv mobilni fazi A na koncentraci 100 mg/l. Davkovano bylo 5 ul tohoto roztoku. Byla pouzita
gradientova eluce s nasledujicim profilem gradientu: 0-5 min: 65-10 % A; 5-9 min: 10 % A,
9-9,3 min: 10-65 % A; 9,3-12 min: 65 % A, a prutok mobilni faze 0,25 ml/min. Detekce
probihala pfi vinové délce 500 nm a pomoci MS (m/z 271,1 pro pelargonidin a 309,1 pro oba
kondenzované derivaty). Byly pouZzity tyto parametry pro MS detekci: napéti na kapiléate
2,5 kV, napéti na sampling cone 30 V, teplota iontového zdroje 120 °C, desolvacni teplota
250 °C, ¢as skenu 0,2 s, interscan delay 0,02 s, kolizni energie pro MS skeny 5 eV. Pro méfeni
spravné a presné hmoty byly signaly korigovany pomoci lock-spray techniky. Pro lock-spray
byl pouzit roztok leucin-enkefalinu (500 ug/l ve smési mravenci kyselina/voda/acetonitril
0,1/50/50, v/vlv; pratok 10 pl/min).

Pro rychlé¢ analyzy bylo 10 pl roztoku modelové smési obsahujici pelargonidin,
5-mePyPg a 4-meFuPg odpaieno do sucha a nasledné rozpusténo ve 100 pl mobilni faze A.
Vzorek byl analyzovan na kolonach Acquity BEH C18 o rozmérech 50 x 2,1 a 100 x 2,1 mm.
Nasttikovano bylo vzdy 5 pl vzorku. V ptipadé¢ UHPLC/PDA uspotadani bylo slozeni mobilni
faze A:B 72:28 (v/v) pro kolonu o rozmérech 50 x 2,1 mm a A:B 67:33 (v/v) pro kolonu
0 rozmérech 100 x 2,1 mm. Pritok ¢inil 0,25 ml/min. Detekce pikti probihala pii vinové délce
500 nm. Pro UHPLC/MS analyzu byl pouzit nasledujici profil gradientu: 0-2 min 80-10 % A,
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2-3 min: 10 % A, 3-3,15 min 10-80 % A, 3,15-4 min: 80 % A (pro kolonu 50 x 2,1 mm,
prutok ¢inil 0,9 ml/min). Pro kolonu o rozméru 100 x 2,1 mm byl gradient upraven
na nasledujici profil: 0-3 min: 80-10 % A, 3-4 min: 10 % A, 4-4,15 min: 10-80 % A, 4,15-6
min: 80 % A, pritok €inil 0,48 ml/min. Podminky MS méfeni se shoduji s podminkami

pro kontrolu ¢istoty.

Pro analyzu barviv pfitomnych v jahodovém viné byly vzorky vina piecisténé pomoci
10x zfedény. Davkovano bylo 5 ul fedéného roztoku. Gradient mobilnich fazi byl nasledujici:
0-6 min: 80-10 % A; 6-8 min: 10 % A, 8-8,3 min: 10-80 % A, 8,3-10 min: 80 % A. Pro MS
méteni byly pouzity nasledujici parametry: napéti na kapilare 2,5 kV, napéti na sampling cone
30V, teplota iontového zdroje 100 °C, desolvaéni teplota 250 °C, ¢as skenu 0,2 s, interscan
delay 0,015 s. Byly stiidany dva skeny bez diskriminace iontl nebo jejich ptredvybéru
na kvadrupolu (MSE mod). Pro prvni MS sken byla nastavena nizka kolizni energie (Trap: CE
= 5 eV, Transfer: CE = 2 eV). Pro druhy sken byla nastavena vyssi kolizni energie (Trap:
rampa CE = 15-70 eV, Transfer: 2 eV). Pro MS/MS skeny byla na Trap vlozena CE 35 eV,

kolizni energie na Transferu byla nastavena na 2 eV.

4.5. Podminky studie vlivu kolizni energie (MS/MS)

Pro studii vlivu kolizni energie na fragmentaci byl pouzit nasledujici postup: Roztok
studované slouceniny (50 mg/L v methanolu okyseleném 1 % kyselinou mravenci) byl
davkovan do elektrospreje za pritoku 5 pl/min. Efekt vlivu kolizni energie (CE, z angl.
,»collision energy”) na vytézek fragmentti v CID-MS/MS byl studovan v rozsahu 0-105 eV
(v intervalech 5 eV). Jako kompenzace piipadné nestability signalu byl po kazdych tiech
skenech proveden sken s CE = 0 eV. Z téchto méfeni byly nasledné vypocitany relativni
intenzity fragmentovych iontd jako pomér priiméru absolutnich intenzit iontu pii dané kolizni
energii k priméru absolutnich intenzit rodi¢ovského iontu (m/z 309) ve skenech s CE = 0 eV.
Napéti na kapilafe bylo 2,5 kV, napéti na sampling cone 30 V, teplota iontového zdroje
120 °C, desolvacni teplota 250 °C, cas skenu 0,2 s, interscan delay 0,02 s, kolizni energie
pro MS skeny 5 eV. Pro méfeni spravné a piesné hmoty byly signaly korigovany pomoci
lock-spray techniky. Pro lock-spray byl pouzit roztok leucin-enkefalinu (500 pg/l ve smési
mravenci kyselina/voda/acetonitril 0,1/50/50, v/v/v; prutok 10 pl/min).



4.6. NMR analyza izolovanych pelargonidinovych derivatu

Obé chromatograficky izolované frakce (tj. 5-mePyPg a 4-meFuPg) byly detailné
analyzovany pomoci NMR za tucelem pfifazeni struktur. NMR spektra byla méfena
na piistroji Bruker AVANCE 1Il 700 MHz (700,13 MHz pro H, 176,05 MHz pro C)
v CD3CN/TFA = 9:1 pti 293 K. Jako vnitini standard byl pouzit zbytkovy signal acetonitrilu
(61 1,941 ppm, oc 1,41 ppm). S vyuzitim softwaru standardné poskytovaného vyrobcem byla
naméfena 'H NMR, C NMR, gCOSY, gHSQC, gHMBC a ROESY NMR spektra.
S vyuzitim uvedeného vybaveni bylo mozno vypocitat chemické posuny vodikl s pfesnosti
na tii desetinnd mista a chemické posuny uhlikti na dvé desetinna mista. Struktura latek byla

ur¢ena porovnanim s literaturou.

4.7. Vypocty energetickych hladin fragmenti 5-mePyPg a 4-meFuPg

Kvantové-chemické vypocty energetickych hladin  minim a tranzitnich stavl
rodicovskych iontd 5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu byly
pocitany s vyuzitim DFT metody B3LYP [24-28] ve spojeni se sadou bazi 6-31G(d)
implementovanych v programu Gaussian 09 [29]. U vsech optimalizovanych struktur byly
provedeny analyzy frekvenci a na jejich zakladé byly stuktury oznaceny jako minima
(bez imaginarnich frekvenci) nebo tranzitni stavy (S jednou imaginarni frekvenci) na plose
potencialni energie. Byly spocitany rovnéz vibra¢ni energie nulového bodu (ZPVE, z angl.
,,Zero-point vibrational energies©). Byla provedena teplotni korekce na Gibbsovu energii a
hodnoty uvedené v této praci odpovidaji Gibbsovym energiim zkoumanych iontovych
struktur. Gibbsovy energie byly vypoéteny pro teplotu 298,15 K a tlak 1 atm. VSechny energie
jsou prezentovany jako relativni hodnoty vztazené vuéi nejstabilnéjsimu konformeru
odpovidajiciho rodi¢ovského iontu, jehoz energeticka hodnota byla za timto ucelem nastavena

jako arbitrarni nula.



5. Diskuze a vysledky

5.1. Syntéza 5-mePyPg a 4-meFuPg

Pro syntézu 5-mePyPg a 4-meFuPg (obrazek 1) byl nejprve okyseleny vodny roztok
s desetinasobnym molarnim piebytkem acetonu jako reakéniho ¢inidla (v analogii
k experimentim s modelovym vinem [30]). Reakce vSak neposkytovala ofekavané produkty
ve vyuzitelném vytézku. Vyrazného zvySeni vytézku bylo dosaZeno pfi pouziti smesi 3 mg
pelargonidin chloridu, 2,5 ml methanolu, 2,5 ml acetonu a 20 pl kyseliny chlorovodikové.
Smés byla ponechéna v temnu a v pribéhu reakce z ni byly odebirany kontrolni vzorky, které
byly analyzovany UHPLC/MS. Jejich analyza poskytla informaci o produkci obou barviv

Vv ¢ase a o ubytku ptivodniho pelargonidinu v roztoku, jak ukazuje obrazek 2.

Obrazek 1. Struktura a
¢islovani atoma a kruhu 5-

mePyPg a 4-meFuPg.

Obriazek 2. Zmény v koncentracich Pg,

5-mePyPg a 4-meFuPg v reakéni smési. 2 BN
V grafu jsou vyneseny poméry intenzit 3
, . o E 0,10 .
m/z sledovanych iontt (271,1 pro Pg a ] o
309,1 pro oba izomery) kcelkové £ oos -~
intenzité iontového proudu ve spektru * 000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

primérovaném pies chromatograficky Staf smési [dny]

pik kazdého barviva. —Pg w+-5-mePyPg -+ 4-meFuPg

Z grafu v obrazku 2 vyplyva, ze veskery pelargonidin ve smési je spotiebovan béhem

prvnich tif tydnil zrdni smési. Ob€ barviva se ve smési zacinaji tvofit hned v pocatecni fazi
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reakce, ale jejich obsah ve smési pozvolna stoupd a maximalni koncentrace obou latek jsou

dosazeny ptiblizn€ po 60 dnech zrani reakéni smési.

5.2. Separace pelargonidinovych derivatu pomoci semipreparativni

HPLC v systému reverznich fazi

Jako mobilni faze pro semipreparativni izolaci byla pouzita smés vody a acetonitrilu
vpoméru 5:1 (viv) okyselena 5 % (v/v) kyselinou mravenéi. Separace probihala
Vv izokratickém modu. Chromatogram separace obou barviv je znazornén na obrazku 3 — je
vidét, ze modelova smés obsahuje v dob¢ sbéru i pres jednoduché pocatecni slozeni pestrou
Skalu latek, které absorbuji pti vinové délce 280 nm. Odparend reakéni smés obsahujici oba
cilové derivaty byla rekonstituovand V optimalizované mobilni fazi a separovana

opakovanymi nastiiky do systému v semipreparativnim uspotadani.

5-mePyPg

Obrazek 3. E 200

e zbytkovy Pg

Semipreparativni separace 5- 4-meFuPg

mePyPg a 4-meFuPg

Z modelové smeési.

0 5 10 15 20 25 30 35
¢as [min]
280 nm —490 nm

Vyvinutad semipreparativni chromatografickd metoda umoziiuje pii nastfiku 1 ml reak¢ni
smési o koncentraci cca 500 mg/l izolaci ptiblizné 0,25 mg kazdého zizomerd jednou
analyzou, coz odpovida piiblizné 10 mg kazdé z latek za 24 hodin. Cistota ziskanych frakci
byla kontrolovana UHPLC/PDA/MS analyzou. Izomerni cistota 5-mePyPg odpovida
ptiblizné 92 % a izomerni Cistota 4-meFuPg zhruba 99 %. Ziskané latky byly rovnéz
charakterizovany nuklearni magnetickou rezonanci, viz kapitola 4.6 v Experimentalni ¢asti.

Tato méfeni potvrzuji strukturu izolovanych latek.
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5.3. Vyvoj rychlych UHPLC metod pro separaci modelové smési

Pro jejich analyzu studovanych barviv byla vyvinuta UHPLC/MS metoda vyuzivajici
gradientovou eluci. Pti vyvoji UHPLC/MS metody nebyl piipojen UV/VIS detektor z duvodu
tlakového omezeni UV/VIS detekéni cely a chromatograficka kolona byla pfipojena pfimo
k iontovému zdroji hmotnostniho spektrometru. Pomoci gradientové UHPLC/MS metody je
dosazeno separace SrozliSenim na zakladni linii za 35 sekund (viz obrazek 4b). Byla
optimalizovana také izokraticka separace Pg, 5-mePyPg a 4-meFuPg a jejich detekce
spektrofotometrickym detektorem (UHPLC-PDA). Separace studovanych latek na koloné

s rozméry 50 x 2,1 mm obéma optimalizovanymi metodami je uvedena na obrazku 4.

Vsechny studované latky bylo mozné s vyuzitim vyvinutych metod separovat v ¢asech
kratSich nez 2 minuty. Metody poskytuji vysokou piesnost reten¢nich ¢ast a ploch pika
VSechny popisované metody separuji cilové latky na troven zékladni linie (R > 1,5).
Pro detekci je mozné v zavislosti na dostupném vybaveni pouzit bud’ UV/VIS detekei (pii
vlnové délce 500 nm) nebo MS detekci (m/z hledanych latek 271,1 a 309,1). Pti pouziti
nejrychlejsi gradientové metody dochazi k eluci pik do 35 sekund. Celkova doba analyzy je
u gradientovych eluci prodlouzena ekvilibraci kolony. Ekvilibrace kolony v nejrychlejsim

uspotadani trva celkem 1 minutu.

0,80
(@) o
3,5e-1
3,0e-1
2,5e-1
2 2061
1,5e-1
1,0e-1
5,0e-2 ’J
00 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200
Pg
(b) 100 0.33 4-meFuPg
Obriazek 4. Analyticka 0.50

separace Pg, 5-mePyPg a 4-
meFuPg na koloné¢ BEH C18
50 x 2,1 mm v modu (a)

UHPLC-PDA, (b) UHPLC-MS. 0

0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70
¢as [min]
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5.4. Studium fragmentace 5-mePyPg a 4-meFuPg

Oba rodicovské ionty produkuji fragmenty o stejnych hodnotach m/z, ale MS/MS
spektra obou sloucenin se lisi pomérem intenzit téchto ionti a na jejich zdkladé mohou byt
oba izomery rozliSeny. MS/MS spektra studovanych izomert ziskana izolaci jejich
rodicovského iontu na kvadrupdlu a jeho fragmentaci po kolizi indukované disociaci jsou
znazornéna na obrazku 5. 5-mePyPg a 4-meFuPg mohou byt rozliSeny na zakladé Sesti
charakteristickych fragmenti v jejich MS/MS spektrech. Ty odpovidaji ztraté molekuly
vodiku (m/z 307,0609 pro 5-mePyPg a 307,0585 pro 4-meFuPg, elementarni slozeni
fragmentu: C1gH1105"), methanu (m/z 293,0396 a 293,0330, C17H9Os"), vody (m/z 291,0602 a
291,0608, C1gH1104"), dvou molekul oxidu uhelnatého (m/z 253,0748 a 253,0761, C16H1303")
a produktu °?B* retro-Diels-Alderovského (RDA) $tépeni (m/z 121,0286 a 121,0309,
C7Hs0,2%). Relativni intenzity fragmenti odpovidajicich ztraté jedné molekuly oxidu
uhelnatého (m/z 281,0754 a 281,0884, C17H1304") se pii kolizni energii 40 eV v MS/MS

spektrech obou derivati vyznamné nelisi.

U obou zkoumanych izomerl byl sledovan vliv kolizni energie na relativni intenzity
fragmentovych ionti. Kolizni energie poskytujici nejvyS$i relativni intenzity kaZdého
fragmentu (optimalni kolizni energie, OCE) byly vyneseny do grafu proti m/z hodnotam
téchto fragmentd (viz obrazek 6). Fragmenty, které byly identifikovany jako produkty RDA
Stépeni (a jejich fragmenty) jsou v grafu vyznaceny Cerné. Tyto fragmenty maji pii daném m/z
niz§i OCE, neZz fragmenty vznikajicimi jinymi procesy (zejména opakovanymi ztratami
malych molekul — vody, oxidu uhelnatého, methanu, ketenu apod.). Kazda ztrata malé
molekuly vyZzaduje ur¢itou aktivaéni energii, a proto ma ion s nizsi hodnotou m/z (vznikajici
vétsim poctem ztrat malych molekul) vys$si hodnotu OCE nez ionty vzniklé pomoci RDA (kde
zanikd méné vazeb). RDA fragmenty mohou byt rozeznany podle polohy ve ,,spodni* ¢asti
grafu. Graf ,,m/z vs. OCE* mlze poskytovat dopliiujici informace pro identifikaci neznamych

fragmentl a tim obecné 1 pro identifikaci rodiCovskych iontd.
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Obrazek 5. MS/MS spektra (a) 5-mePyPg a (b) 4-meFuPg, (¢) pomér intenzit pozorovanych
fragmentd k intenzit¢ odpovidajiciho rodicovského iontu. MS/MS spektra a intenzity
fragmentovych iontt byly méteny pfi kolizni energii 40 eV. V grafu (c) jsou pro jednoduchost
uvedeny pouze nominalni hodnoty m/z, presné naméfené hodnoty m/z téchto iontl jsou

uvedeny v MS/MS spektrech (a) a (b).

13



(a) 70

60 [ [

[ ]

50 65. ° °
< [ ] - - ]
3, 40 .03 o o .
w 93 PO P® ® % WM ® o o ]
o 30 . s o e o e -
O 121 . 0

20

10

0

50 100 150 200 250 300 350

m/z fragmentu
* RDA fragmenty s ztraty malych molekul

60
50 65 LI
[ [

S 40 . (Y ®
2, 93 LI ] e o @
L 30 [ ) [] [ ® o ® o0
S 121 161 e .

20 189

10

0

50 100 150 200 250 300 350

m/z fragmentu

* RDA fragmenty  » ztrata malych molekul

Obrazek 6. Zavislost optimalni kolizni energie na hodnoté¢ m/z fragmentového iontu (a)

pro 5-mePyPg a (b) pro 4-meFuPg. Popisky jsou oznaceny ionty ze skupiny RDA fragmentt.

Volba kolizni energie je problematicka Vv ptipadech kdy v MS/MS spektru vznikaji
fragmenty v Sirokém rozmezi m/z hodnot, coz je i ptipad studovanych latek. Kolizni energie
potiebné pro jejich vznik se vyrazné lidi. ReSenim tohoto problému je vyuziti rampy kolizni
energie. Pii pouziti této rampy je kolizni energie linearn¢ zvySovana z jedné hodnoty na
druhou. Tim dochézi ke vzniku velkych fragmentl vyZadujicich pro svilj vznik malou kolizni
energii a k jejich nasledné aktivaci a fragmentaci vedouci ¢aste¢né k jejich rozpadu a vzniku
fragmentd mensich. Tento postupny ,,ohfev ionti* vede k vyraznym rozdilim oproti spektrim
ziskanym vlozenim konstantni kolizni nergie v prub¢hu celého skenu. Na obrazku 8 je
porovnan vzhled MS/MS spekter 5-mePyPg pfi nizké a vysoké kolizni energii (odpovidajici
nejnizsi a nejvyssi zjisténé hodnoté OCE) a pfi pouziti rampy energie (obrazek 7).
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Obrazek 7. Porovnani vzhledu kolizniho spektra 5-mePyPg pii pouziti (a) fixni kolizni
energie 25 eV, (b) fixni kolizni energie 55 eV a (c¢) rampy kolizni energie v rozsahu 15-70 eV.
V insetech obrazkt (a) a (¢) jsou pfiblizené tiseky MS/MS spekter, faktor ptiblizeni (vertikalni

zoom) je uveden vzdy v piisluSném insetu.
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Obrazek 8. Vliv kolizni energie na relativni intenzitu fragmentového iontu pro 5-mePyPg.

Pfi pouziti nizké kolizni energie (obrazek 7a) vznikaji zejména ionty tvorené malym
potem ztrat a zUstava také vyrazné zachovan signal rodi¢ovského iontu (m/z 309). Naopak
pii pouziti vysoké kolizni energie (obrazek 7b) nejsou ionty z prvniho spektra témét vitbec
pfitomny, a naopak se projevuji signaly iontli s niZz§imi m/z hodnotami tvofenymi pievazné
postupnymi ztratami. Pokud pouZzijeme pro fragmentaci rampu kolizni energie (obrazek 7¢),
je 1 ptes jeji rozsah, piekracujici vyrazn€ horni limit OCE 5-mePyPg, profil spektra viceméné
vyrovnany a objevuji se v ném fragmenty v celém rozsahu hodnot m/z. Obrazek 8 ukazuje na
ptikladu vybranych charakteristickych iontl zavislost vytézku fragmentii na kolizni energii. U
iontli 1ze pozorovat relativné uzkou oblast koliznich energii, ve kterych se vyskytuji ve
spektru. Ubytek téchto iontdl pii vyssich koliznich energiich je zptsoben jejich naslednym
Stépenim. Tonty s niz§i hodnotou m/z (v obrazku 8 ionty m/z 152 a m/z 139) se vyskytuji
Vv oblasti vys$Sich koliznich energii (a jsou tedy produkty ztrat malych molekul), oproti tomu
iont m/z 121 se vyskytuje v oblasti nizsich koliznich energii i ptes nizkou hodnotu m/z, coz

podporuje teorii o jeho vzniku pomoci RDA S$tépeni.

Dukladné studium fragmentaci ionti 5-mePyPg a 4-meFuPg pomohlo najit a popsat
charakteristické fragmenty vznikajici v kolizni cele tandemového hmotnostniho spektrometru.
Na zéaklad¢ koliznich spekter bylo mozné rozlisit oba studované izomery. V nasledujici

kapitole jsou vytéZky vybranych charakteristickych fragmentli srovnany pro obé latky
16



s vysledky kvantovych vypocta.

5.5. Vypocty energetické narocnosti fragmentacnich procesu

pomoci kvantové chemie

5.5.1. Optimalizace struktury 5-mePyPg a 4-meFuPg

Pro ob¢ latky byla optimalizovana zakladni struktura a energie obou sloucenin
v iontovém stavu v plynné fazi. Tento proces spoc¢ival optimalizaci konformace — orientace tii
hydroxylovych skupin a rotace B-kruhu vaéi zbytku molekuly. Pro kazdy parametr bylo
navoleno nékolik rdznych pocateCnich podminek a systém byl ponechan relaxovat
do lokalniho energetického minima. Z takto ziskanych minim byla poté pro kazdou
sloueninu zvolena geometric odpovidajici nejniz8i energii a ta pouzita jako vychozi.
Vysledky jsou kvalitativné v souladu v praci Leopoldiniho a kol., zaméfenou rovnéz na
pyranoanthokyaniny — je pozorovano vychyleni B-kruhu viéi zbytku molekuly [31].
Nejstabilngjsi struktura 5-mePyPg je zobrazena na obrazku 9a. Tato data jsou soucasti prace

vénujici se fragmentacim 5-mePyPg [9].

Obrazek 9. Optimalizované
struktury (@) 5-mePyPg a (b)
4-meFuPg v plynné fazi. Sipkou je
Vv obrazku (a) naznacena preferovana

orientace hydroxylu C3.

Obdobné bylo postupovano v piipadé optimalizace struktury 4-meFuPg. Na rozdil
od 5-mePyPg nebyla u 4-meFuPg nalezena zadna stabilni struktura s vychylenym B-kruhem
oproti zbytku molekuly — v§echny nalezené konformery jsou planarni. Rozdil v energiich je
unich tedy zpusobem pouze polohou jednotlivych hydroxyld. Nejstabilnéjsi struktura je

znazornéna na obrazku 9b.
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5.5.2. Porovnani energetické naro¢nosti vzniku charakteristickych fragmentt u

5-mePyPg a 4-meFuPg s vyuzitim DFT vypo¢tu

Fragmentacni chovani studovanych derivati pelargonidinu mtze byt charakterizovano
na zaklad¢ rozdilti energetickych stavli rodicovskych iontli obou latek a jejich fragmenti.
Rozdily mezi energii rodicovského iontu a souctem energii vznikajiciho fragmentu a
odstépené neutralni ¢asti mohou byt podle literatury korelovany s intenzitou tohoto fragmentu
v MS/MS spektru [32]. Dilezité procesy béhem fragmentace 5-mePyPg a 4-meFuPg zahrnuji
eliminaci molekuly vodiku, methanu, vody, oxidu uhelnatého a RDA §tépeni. U demethylace
a dehydratace je navrhovanym mechanismem piesun vodiku na misto $té€peni a nasledny
odstup pfislusné molekuly, zatimco pro dekarbonylaci je potieba vodik pfesunout
Z hydroxylové skupiny na jinou ¢ast molekuly, ¢imz se odkryje C-O skupina schopna
nasledného odStépeni. Ve vSech téchto ptipadech jsou jako mozni poskytovatelé/piijemci
ptesouvanych vodikovych atomii uvazovany jednak hydroxylové skupiny a jednak uhliky
sousedici s centry Stépeni. Byly modelovany fragmenty vznikajici za téchto podminek.

V piipadé RDA $tépeni neni pro tvorbu %?B*

iontu potieba presouvat vodik, tento ion vznika
pouhym prerusenim existujicich vazeb. Vzhledem k tomu, Ze dehydrogenace je silné
nespecificky proces a v rdmci molekuly existuje velké mnozstvi pfipadnych izomerl, nebyly
pro ugely této prace fragmentové ionty odpovidajici struktuie [M-Hz2]" modelovany. Rozdily
energii jednotlivych fragmentovych iontd (vybran byl vzdy nejstabilnéjsi z celé sady
uvazovanych izomerd fragmentu) a odpovidajiciho rodi¢ovského iontu jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1. Rozdily v Gibbsovych energiich rodi¢ovského iontu a souctu energii

odpovidajicich produktii (tj. nabité a neutralni ¢asti vzniklé Stépenim).

rozdil Gibbsovych energii [eV] geometrie iontu”
fragmentovy iont 5-mePyPg 4-meFuPg 5-mePyPg 4-meFuPg
[M-CH,]* (m/z 293) 3,33 4,64 03 o4’
[M-H.0]* (m/z 291) 1,69 3,25 03-Cé' 08-06
[M-COJ* (m/z 281) 0,80 0,53 04'-C5' 06-C7
[M-2CO]* (m/z 253) 0,54 1,37 03-C6' 04'-C5'
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RDA %2B* (m/z 121) 5,15 4,78 ‘ - -

“Geometrie iontdl jsou udavany pomoci zkratek. U iontu [M-CH4]* je uveden atom poskytujici vodik, ktery je
presunut na methylovou skupinu a ods§tépen spolu s ni. U iontu [M-H20]" je pied pomlc¢kou uveden odstupujici
atom kysliku a za poml¢kou atom puvodné nesouci vodik pfesunuty na tento kyslik. U iontd [M-CO]* a [M-
2COJ" je pted pomlékou uveden odstupujici atom kysliku a za poml¢kou pak atom uhliku, ktery ptijme atom
vodiku vazany pivodné na odstupujicim kysliku (fragment [M-2CO]* je zde ptedpokladan jako produkt
vznikajici z odpovidajiciho [M-CO]* fragmentu uvedeného v této tabulce). RDA °2B* ion m4 stejnou strukturu

pro 5-mePyPg i 4-meFuPg (acyliovy iont 4-hydroxybenzoové kyseliny). Pro oznaéeni atomi viz obrazek 9.

Wpoctené hodnoty energii a jejich rozdily dobie koresponduji s rozdily signalt
v MS/MS spektrech mezi obéma studovanymi izomernimi derivaty pelargonidinu (pfi niz§im
rozdilu energii je pozorovan vyssi signal odpovidajiciho fragmentu, viz obrazek 5c). Dobra
shoda signalti charakteristickych fragmentt ziskanych MS/MS experimenty a teoreticky
vypoctenych rozdilti energii ukazuje, ze kvantové vypoCty jsou velmi uzitenym ndastrojem
pro interpretaci procesti probihajicim pii fragmentaci pyranoanthokyaninii v kolizni cele

hmotnostniho spektrometru a mohou tedy piispét k identifikaci tohoto druhu molekul.

Bylo studovano rovnéz Kinetické chovani téchto iontl. Vypocitané energetické bariéry
se pohybuji v rozsahu 1,43 az 5,49 eV. V literature je popisovan kolaps optimalizace
nékterych tranzitnich stavi predstavujicich jednoduché sté€peni vazby [33], stejna situace byla
pozorovana i pii na$i praci. Hodnoty energii, které byly nalezeny, jsou vyrazné niz$i, nez
kolizni energie pouzité b&hem provadénych (a v praxi bézné¢ pouzivanych) MS/MS
experimentt (Fadové v desitkach eV) a vSechny pozorované procesy tedy z tohoto hlediska
mohou probihat. Zjis§téné energie tranzitnich stavli vSak zaroven naznacuji, Ze aktivacni
bariéry nejsou nutné kliCovym parametrem pro uréeni mechanismli zodpoveédnych za
fragmentaci molekuly. Toto musi byt vedeno v patrnosti zejména v piipadé presunu vodiku,

jak uvadi rovné€z prace Wrightové a kol. [34].

5.5.3. Energeticky rozbor vybranych fragmentaénich cest pro iont 5-mePyPg
5-mePyPg byl dale pouzit jako modelova sloucenina pro detailn€j$i zkoumani
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mechanismt fragmentace. Byly studovany detaily dvou procesti — ztraty molekuly vody a

ztraty molekuly oxidu uhelnatého. Pfi hodnoceni energii moznych procesii nastavajicich

cvwr

v

oxidu uhelnatého). Za timto ucelem byly nejdrve zmapovany pohyby vsech hydroxylovych
vodikt po molekule 5-mePyPg a vybrany polohy s nejnizsi energii pro nové umisténi kazdého
hydroxylového vodiku. Byly spocitany rovnéz vSechny souvisejici tranzitni stavy zahrnujici
piesuny vSech hydroxylovych vodikii mezi libovolnymi dvéma atomy v molekule. Dale jiz
byly cesty hodnoceny podle konkrétni ztraty. Vybér nejpravdépodobnéjsi cesty z vice
moznosti byl realizovdn takto: Ze vSech mozZznych cest uvaZzovanych pro dany dé&j, byla
vybrana cesta obsahujici tranzitni stav s nejvyssi energii a odstranéna z vybéru. Takto se
pokracoval do okamziku, kdy zbyvala pravé jedina cesta, ktera je proto energeticky
nejvyhodnéjsi.

Pro ztratu oxidu uhelnatého dojde po dosazeni minima K prasknuti jedné z vazeb mezi
karbonylovym uhlikem, na némzZ se nachazi odstépovany kyslik a sousednim atomem uhliku.
Tento d¢j je nasledovan recyklizaci, ¢imz vznika péticlenny kruh a nasledné je ze vzniklé
struktury odstépena molekula oxidu uhelnatého (schematicky vyjadieno na obrazku 10).
Srovnani vSech tifi moznych cest (za ztraty atomt C303, C808 a C4'04") je znazornéno
na obrazku 10. Podle tohoto srovnani je energeticky nejvyhodnéjsi cestou pfesun vodiku
z hydroxylu O3 a z termodynamického hlediska by tedy méla byt preferovana ztrata molekuly
oxidu uhelnatého pravé v této poloze. Rozdil energii (vypocteny jako energie rodicovského
iontu odectena od sumy energii vzniklého fragmentu a oxidu uhelnatého) je v tomto piipadé
0,51 eV. Nejvyssim bodem na kiivce popisujici energie jednotlivych struktur, kterymi
rodi¢ovsky ion prochazi, je tranzitni stav odpovidajici vzniku péti¢lenného kruhu (viz obrazek

10). Jeho energie je 2,69 eV.
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Obrazek 10. Srovnani

fragmentacnich cest

vedoucich k odstépeni
oxidu uhelnatého
Z rodic¢ovského iontu 5-

mePyPg.

energie [eV]

Analogicky bylo postupovano pii feSeni vybéru preferované fragmentacni cesty
pro ztratu molekulu vody (obrazek 11). ,Nejkrat§si mozna cesta vodiku“ (pfesun vodiku
z hydroxylu O4' na hydroxyl O3) je soucasné nejvyhodnéjsi ve smyslu energetické naro¢nosti
jednotlivych tranzitnich stavl. Pfi srovnéani je energie jejiho posledniho kroku nizsi i vici
energiim odpovidajiciho procesu pii transferu arylovych vodikti. To znamena, Ze tato cesta je

ve srovnani s procesy vychdzejicimi z arylovych vodika preferovana.

10

relalive energy [eV]

o
o

Obrazek 11. Srovnani fragmentacnich cest v 5-mePyPg vedoucich k od$tépeni molekuly

vody.
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Shrnutim vySe uvedenych informaci je, ze jak ztrata oxidu uhelnatého, tak ztrata
molekuly vody z 5-mePyPg se z energetického hlediska odehrava preferenéné na atomu C3.
Ztratou kysliku z polohy C3 se v obou piipadech zaroven geometrie vznikajiciho fragmentu
planarizuje (oproti ptvodni struktufe s vychylenym B-kruhem), coz muze byt dal$im
z faktort, ktery pribéh prezentovanych mechanismii usnadiiuje. Tyto vysledky byly
publikovany v praci [9]. Pro ziskani vySe uvedenych informaci bylo provedeno celkem zhruba
600 vypoctl energii tranzitnich stavli a minim (odpovida piiblizné¢ 1800 hodin vypocetniho

Casu pii pouziti vypocetniho serveru uvedené¢ho v experimentalni ¢asti).

5.6. Analyza anthokyaninu a jejich derivati v jahodovém viné

Béhem fermentace ovocnych ndpoji probihd mnoho reakci nativnich anthokyanint
s malymi reaktivnimi molekulami [35]. V jahodach se z nativnich anthokyanind vyskytuji ve
vyznamném mnozstvi pfedev§im glykosidy a acylglykosidy Pg, kyanidinu (Cy) a delfinidinu
(Dp), dale pak i samotné aglykony [36]. Jejich derivaty vznikajici béhem fermentace a zrani
jahodového vina byly analyzovany s vyuzitim UHPLC-MS/MS. Pozornost byla zamétena
predev§im na detekci a charakterizaci pfitomnych pyrano- a furanoanthokyanint.
Experimenty ukazaly, ze UHPLC/MS poskytuje dostatecnou selektivitu pro charakterizaci
pritomnych barviv. Pro chromatografickou separaci byla jako vychozi pouzita stejna metoda,
kterda se osvédCila pro analyzu sloZzeni reakéni smési  obsahujici = Pg,
5-mePyPg a 4-meFuPg. Bylo potieba pouze upravit profil gradientu tak, aby bylo dosazeno
lepsi vzajemné rozliSeni pfitomnych pigmentid. To vedlo k prodlouzeni analyzy (celkova délka
analyzy byla 10 minut). ProdlouZeni (zpomaleni) analyzy ovSem umoznilo prodlouzit délku
MS skent, pouzit MSE experiment a p¥ipadné ptidat mezi skenovaci udalosti i cilené MS/MS
skeny. Timto zpisobem byla ziskana vétSina spekter v dostatecné kvalité i dostateCny pocet
bodi na pik umoziujici kvantifikaci nalezenych barviv (optimalizované parametry pouzité
UHPLC/MS metody jsou uvedeny v experimentalni ¢asti).

Identifikace latek je zaloZena na kombinaci retenéniho Casu, méfeni piesné a spravné
hodnoty m/z, fragmentaci rodi¢ovského iontu (MS/MS & MSEF) a v ptipadé Pg, 5-mePyPg a
4-meFuPg také na srovnani S pfipravenymi standardy. Dominantnim procesem pozorovanym

v MS/MS spektrech nalezenych glykosidu jsou ztraty dehydratované glukézy (A m/z 162),
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rutindzy (A m/z 308) a malonylglukézy (A m/z 248). Pozorované charakteristické procesy pro
fragmentace aglykonti zahrnuji ztraty methylu (A m/z 15), vody (A m/z 18), oxidu uhelnatého
(A m/z 28) a RDA stépeni. S vyuzitim znalosti fragmentace anthokyanidinti v oblasti malych
ztrat [37], byly identifikovany aglykony a glukosidy Pg, Cy a Dp. Obsah glukosida je obecné
vy$8i nez obsah aglykond (pro Pg viztabulka 2). V ptipad¢ Pg (jako dominantniho
anthokyanidinu) byl identifikovan také jeho malonylglukosid. Byl pozorovan také vyskyt
latky, ktera pravdépodobné odpovida rutinosidu odvozenému od pelargonidinu. Retence této
latky je ve srovnani s diive publikovanymi daty nizsi [38], ale naméfend hodnota m/z je
identickda s elementarnim slozenim uvazovaného rutinosidu a signal aglykonu v MS/MS
spektru této latky odpovida pelargonidinu. Rozdil v retenci by mohl byt zptisoben odlisSnymi
chromatografickymi podminkami (pouziti kolony AQUA C18 a trifluoroctové kyseliny jako
aditiva ve vySe citované praci oproti koloné Acquity BEH C18 a kyseliné mravenc¢i v nasi
studii). V pribéhu studie byly i pro dalsi ¢étyfi latky predbézné urCené jako rutinosidy
pozorovany kratsi retenéni ¢asy nez U odpovidajicich glukosidd, viz nize).

Ve smési nebyly vedle 5-mePyPg-Glu nalezeny dalsi glykosidy s m/z hodnotou 471.
4-meFuPg tedy netvoii odpovidajici glykosid. Logickym vysvétlenim je Ze, O3 kyslik (ktery
je preferen¢nim mistem glykosylace anthokyanint) je blokovany pfitomnym furano-kruhem.
Ve smési byly dale nalezeny 5-karboxypyranopelargonidin (analog vitisinu A [39]), jeho 3-O-
glukosid, 3-O-malonylglukosid, 3-O-rutinosid, pyranopelargonidin-3-O-glukosid (analog
vitisinu B [39]), jeho aglykon a také stopy 5-hydroxypyranopelargonidin-3-O-glukosidu
nalezeny 5-p-hydroxyfenyl-PyPg, jeho 3-O-glukosid, 3-O-malonylglukosid, 3-O-rutinosid a
5-guajakol-PyPg-3-O-glukosid. Tvorba guajakolovych derivati je popsana v jahodovych
dzusech umeéle obohacenych kyselinou ferulovou (ktera muze dekarboxylovat v reakéni
¢inidlo, jimz je vinylguajakol) [41], coz neptimo potvrzuje i nase vysledky. Vedle predkladané
prace se identifikaci anthokyaninovych barviv ve fermentovanych produktech z jahod
zabyvali ve své praci pouze Hornedo-Ortega a kol. [42]. Jejich prace zkouma produkty
fermentace jahodovych pyré pomoci bakterie Gluconobacter japonicus. Toto kvaSeni
zpusobuje pfeménu glukozy na kyselinu glukonovou a vysledné produkty jsou tak vhodné ke
konzumaci napft. pro diabetiky. Krom¢ flavonoidu jiz diive zminovanych s ohledem na jejich

vyskyt v jahodach, byl v téchto produktech nalezen 5-cbxPyPg-Glu, ale ne 5-mePyPg, jeho
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glykosidy, ani 4-meFuPg. Tim padem jsou 4-meFuPg, 5-mePyPg, jeho 3-O-glukosid a
(ptedbézné identifikovany) 3-O-rutinosid v ptredkladané disertaéni praci identifikovany jako
soucast fermentovaného produktu z jahod viibec poprvé. Tabulka 2 ukazuje zmény v obsahu
sledovanych latek v pfipraveném jahodovém viné. Cely proces zrani ma za nasledek narast
sumy obsahu pozorovanych pyrano- a furanoanthokyanint, coz je velmi pravdépodobné
spojeno s probihajicimi fermenta¢nimi procesy (tvorba kyseliny acetoctové, acetonu, Kyseliny

pyrohroznové aj.).

Tabulka 2. koncentrace vybranych slou¢enin v jahodovém ving.

sloucenina prumérna koncentrace [ng/L]*
stari smési
[dny] Pg Pg-Glu 5-mePyPg 4-meFuPg 5-mePyPg-Glu 5-cbxPyPg 5-chxPyPg-Glu
0 152,37 | 47291,67 11,70 6,19 31,52 1,55 133,84
1 3038,82 | 30253,13 15,39 7,33 39,10 1,55 250,45
2 2757,86 | 21955,71 21,23 9,61 38,38 5,563 252,32
3 1247,30 | 22915,50 17,30 7,18 42,62 4,23 291,80
4 1040,99 | 21128,79 32,57 12,67 37,90 9,57 269,86
5 2635,38 | 16769,71 | 35,65 15,36 40,87 12,05 269,96
6 4711,09 | 12124,85| 44,34 13,69 27,95 19,57 210,81
7 2624,13 | 14445,75 27,39 11,34 35,55 5,73 271,10
14 2448,32 | 11587,90 26,96 17,51 38,07 11,52 284,13
21 476,53 | 9489,52 13,94 17,07 40,82 6,80 285,12
28 132,45 | 4979,02 11,71 14,53 36,73 5,18 173,74
35 86,47 | 5063,77 12,33 15,95 34,04 8,11 248,29

* Koncentrace vSech latek jsou vyjadieny jako ekvivalenty PgCl.
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6. Zavér

V rdmci predkladané prace byla provedena semisyntéza dvou anthokyaninovych barviv
— 5-methylpyranopelargonidinu a 4-methylfuranopelargonidinu. Byl sledovan vyvoj obsahu
téchto barviv v reakéni smési v Case a nasledn¢ provedena izolace obou latek pomoci
optimalizované semipreparativni HPLC metody. Zvolené chromatografické podminky
umoznuji izolovat 10 mg kazdého izomeru za 24 hodin. Byly vyvinuty analytické
UHPLC/PDA a UHPLC/MS metody pro rychlou kontrolu smési s ohledem na obsah
ptuvodniho anthokyaninu (pelargonidinu) a obou vznikajicich derivati. VSechny tfi latky lze
pomoci UHPLC/MS separovat za 35 sekund. Precisténé izomery byly detailné studovany
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. Mezi vyznamné fragmentaéni procesy
pozorované pii MS/MS eXxperimentech patii dehydrogenace, eliminace methanu, vody, oxidu
uhelnatého a retro-Diels-Alderovské §tépeni. Pro pozorované fragmenty byla zjisténa jejich
optimalni kolizni energie, tj. kolizni energie poskytujici v MS/MS nejvétsi relativni vytézek
ptislusnych  iontd. Pro  vSechny  vyznamné  fragmenty v MS/MS  spektru
5-methylpyranopelargonidinu i 4-methylfuranopelargonidinu se optimalni kolizni energie
pohybuje v rozmezi 25-55 eV. Rovnéz systém vkladani kolizni energie (konstantni / pouziti
rampy energie) ovliviluje do zna¢né miry vzhled fragmentaéniho spektra. Kolizni spektra
obou izomertl jsou rozdilnd co do intenzit fragmentl vznikajicich vySe uvedenymi procesy.
Vznik fragmenti ztratou molekuly vodiku, molekuly vody, molekuly methanu a dvou molekul
oxidu uhelnatého je preferovan v MS/MS spektru pyranoderivatu. RDA S§tépeni za vzniku
02B* jontu je naproti tomu preferovano v MS/MS spektru furanoderivatu. Tyto vysledky byly
porovnany s daty ziskanymi pomoci vypocetnich DFT metod. V ramci vypocti byla
optimalizovana geometrie zédkladniho stavu iontl studovanych latek v plynné fazi a vypoctena
energie zkoumanych fragmentl. Bylo zjiSténo, Ze vypoctené hodnoty reflektuji
experimentalné pozorované rozdily mezi fragmenta¢nimi spektry obou latek. Pii porovnani
fragmentacnich spekter namétenych za shodnych podminek je pozorovana vyssSi intezita
fragmentll u toho zizomerd, jehoz fragment ma nizs$i energetickou hodnotu (a je tedy
stabilng€jsi). Pro ion 5-methylpyranopelargonidinu byla déale provedena rozséahlejsi studie, kdy
byly pomoci vypoctu energii tranzitnich stavll nalezeny optimalni fragmentacni cesty vedouci
k odstépeni molekuly vody a molekuly oxidu uhelnatého. Jako preferovana se v obou

piipadech jevi takova ztrata, kdy vznika plandrni fragmentovy ion. Ob¢ studované latky
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(5-mePyPg a 4-meFuPg) byly nalezeny v ovocném viné laboratorné ptipraveném fermentaci
jahod. S vyuzitim optimalizované UHPLC/MS metody byl detailné popsan profil
anthokyanint a jejich derivatl v tomto ovocném viné a zmény V koncentracich majoritniho
pelargonidinu, odpovidajiciho glukosidu i pifitomnych pyrano- a furanoderivati bé&hem
fermentace.

Vysledky prezentované v této disertacni praci byly publikovany ve dvou
impaktovanych ¢asopisech a rukopis dalsi prace je v recenznim fizeni. Vysledky téchto studii

byly formou plakatovych sdéleni prezentovany na domacich i mezinarodnich konferencich.
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