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Od molekulové hmotnosti ke strukture:
hmotnostni spektrometrie v analyze lipidu
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- hydrofobni nebo amfipatické biomolekuly, klicové role v zZivych organismech

«w“\"\«x Strukturni slozky

- zakladni soucasti bunécnych
membran, ovlivauji a reguluji
jejich vlastnosti

Ukladani energie
- vysoky energeticky obsah,
dlouhodoba zasoba energie
u rostlin i ZivocichU

Ochrana a vodéodolnost

- lipidové vrstvy na povrchu - signalizace a chemicka
snizuji ztratu vody a chrani komunikace v rliznych

pred vlivy prostredi . fyziologickych procesech

Komunikace a signalizace

Obrazky: David M. Phillips/Science Source, https://bio.libretexts.org/, www.encyclopedie-environnement.org/, doi:10.3390/insects5020399
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Struktura lipidu
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Obrazek: https://openstax.org/details/books/biology-2e
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Struktura lipidu

Polarni hlavicka

Alifaticka cast
Usporadani alifatickych fetézcu na polarni hlavicce (glycerolu)
Struktura jednotlivych alifatickych retézci
Celkova délka (pocet uhlikovych atomu v fetézci)
Pozice vétveni alifatického retézce
Absolutni konfigurace v misté vétveni (R vs. S)
Pozice nasobnych vazeb v retézci

Geometrie na dvojné vazbé (Z vs. E)



Katedra analytické chemie PFF UK, 11. bfezna 2025, Praha

Hmotnostni spektrometrie
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Co Ize zjistit o strukture lipidu ze spekter?

o “>

¥ o

Relativné snadno:
* molekulovou hmotnost, sumarni vzorec
* urceni lipidové tridy v pripadé zndmych lipidU (identifikace polarni hlavicky)
* délky a stupné nenasyceni jednotlivych alifatickych retézci

o T
Slozité nebo vibec: W

e strukturu polarni hlavicky v pripadé novych lipidovych trid

* polohy alifatickych retézct na polarni hlaviéce (glycerolu)

* polohy vétveni, ndsobnych vazeb a dalsich funkcnich skupin v alifatickych retézcich
e geometrii na dvojnych vazbach

e absolutni konfiguraci na chiralnich uhlicich
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Priprava vzorku ke strukturni analyze

Biologicky Celkové Lipidova Instrumentalni
vzorek lipidy frakce/trida analyza
n

Extrakce Frakcionace Chemicka derivatizace
Extrakce rozpoustedly Chromatografické Pripadna chemicka Strukturni analyza
(kapalina/kapalina) déleni smési lipidi derivatizace lipidd
- Folchova metoda - TLC - Hydrolyza - Pfima (MS, MSn)
- Bligh-Dyerova metoda - Kolonova LC - Modifikace - GC-MS

- Extrakce MTBE - HPLC funkénich skupin - LC-MS
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MS vs. NMR ve strukturni analyze

Velmi podrobnd - pfimé informace o Limitovand - uréeni molekulové

propojeni atomd, stereochemii a . hmotnosti a elementarniho slozeni,
. Strukturni informace . . v

konformaci strukturni informace na zakladé

fragmentaci iont(
Nizsi Citlivost Velmi vysoka
Problematicka - prekryvani signaltd , .. Snadna - spojeni s chromatografii,
Analyza smési .

u komplexnich vzork vysoka separacni ucinnost MS



Kapitola |.

[dentifikace feromonu
rasnika
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Rasnici (Strepsiptera)

malo prozkoumani paraziti hmyzu (napf. vcely, vosy, rybenky...)

bezkridlé samicky trvale prichyceny v hostiteli, okridleni samecci ziji jen nékolik hodin

dospéld samice produkuje malé (1/4 mm) larvicky, které dokazi skakat pomoci zadeckovych stét(

rasnici méni chovani hostitele: parazitované vcely vylétaji na jare drive nez zdravé, pareni rasnika béhem
nékolika malo dni brzy na jare

samicka vydava silny feromonovy signal

Pareni Stylops muelleri na vCele piskorypce potulné —
(Andrena vaga)
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ldentifikace feromonu S. muelleri

Elektroantenografie: méreni signalu z hmyziho tykadla do mozku. Na tykadlo pfipojené k elektrodovému

systému se privadi separované latky z GC kolony.

injection
port
v :o ........................................... an‘p“flel’ ..... FID trace
FID

~ L
™ I
E’ column P amplifier |- EAD trace
€
£ EAD g
] .
- S

GC oven 45,‘5) antenna

A saline filled glass
microelectrode

GC-FID
A .

ety ‘L"‘“H s

GC-EAD

- hlavni komponenta v extraktu samice
byla jedina aktivni latka = feromon

J Cvacka et al., J Chem Ecol (2012) 38:1483-1491; obrazek EAD: Michal Hoskovec
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ldentifikace feromonu S. muelleri

100- 43
1. molekulovy pik chybi; M-15, M-18 - M=226
69
2. m/z 44, M-44 (presmyk y-H, McLafferty), ztrata
o vody - aldehyd - C;cH,,0
3. kratsi t; neZ pentadekanal - vétveni fetézce
&6
y 4. vysoka intenzita m/z 182 - vétveni v poloze 3
50
95
N
s/v '/3,0 El spektrum
251 29 & 182 AN
N 113 &
1 139 vy
‘ ‘ | M s I
ot | W R V-
m/z: 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

J Cvacka et al., J Chem Ecol (2012) 38:1483-1491
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ldentifikace feromonu S. muelleri

120
1 —
00 H /N /N
PO /@ NG - | + H0
R” >0 H,N X RN N
. Derivatizace 3-aminopyridinem, tvorba Schiffovy baze vhodné pro CRF
+e
N
3 o L]
SN NN SO
119
50+ 147 y ,
: L6 : 161 —> vetveniv
147 — 189  pozicich3a5s
302
25+
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55 . 93 107 Lm_
e 87
—04 ;
m/z: 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

J CvacCka et al., J Chem Ecol (2012) 38:1483-1491; Harvey, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1991, 2, 245-249
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ldentifikace feromonu S. muelleri

Porovnani intenzit fragmentu alkylové série C H,, .,

sVvVVvV/

relativné nizsi intenzita m/z 57 u

100- 69 100- 43 v v , ,
feromonu = mozné vétveni na n-4 uhliku
69
« U
s ’ 25 ' syntéza
/ 3,5,9-tridemethyldodekanalu
5
84 \ o @
501 501 retencni Casy shodné
N g
95
257 29 251 29 * * *
~o0
S N Hh i” ||h b ‘L O Mt ‘|||| lh || Ly ‘ 3 chiralni centra !
miz: 258 50 75 100 mi/z: 25 50 75 100
3,5-dimethyltridekanal feromon

J Cvacka et al., J Chem Ecol (2012) 38:1483-1491
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ldentifikace feromonu S. muelleri

Stylopsal

A

(3R,5R,9R)-trimethyldodekanal

Lapaé se 140 pg stylopsalu

/\/L-/\/'\/!\/CO:’—‘MQ

5 13
407
8 35 /\/’\/\/‘\)\/\
5 30] CO;Me 23.65
- 20 20
3 259 I 23.35
< 5p 3
203
£ 153 21.03
© | 13
T 103 6.23 | 2085 2326
[
515.01 17.39 19.32 24.65
o] 7908418839039 87 1330 1357M40415.80 f1778 | || 2314)) =%
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
e (min)

Prekurzory stylopsalu v masthcTT“\

kyselinach tukového télesa rasnika

Lagoutte et al., Chem. Eur. J. 2013, 19, 8515 — 8524



Kapitola .

Identifikace nové lipidové tiidy v
novorozeneckéem mazku
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Novorozenecky mazek

- bila syrovitd hmota, pokryvajici kiiZi plodu béhem posledniho \; &y N
trimestru téhotenstvi a obvykle i k(iZi novorozence T ?

- smes odloucenych bunék peridermu a sekretu mazovych
2laz et

10 % Lipids
| 10 %

80 %
Funkce: water /

- ochrana kuzZe pred maceraci v plodové vodé
- usnadnéni postnatalni adaptaci klGize (ochrana pred vysychanim a infekcemi)

Vlastnosti: antimikrobialni, antioxidacni a hydratacni vlastnosti, hojivé ucinky

Potencialni vyuziti: ochrana klize nedonosenych déti, |é¢ba popalenin, koznich chorob, bércovych viedu
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Lipidy novorozeneckého mazku

Vyzkum:
- podrobna charakterizace lipidomu novorozeneckého mazku
a jeho vztahu k predéasnym porodiim

— lepsi pochopeni vyvoje lidského plodu

— synteticka nahrazky pro léCebné ucely

Lipidy klize a mazku se vyznamné lisi od lipidU ostatnich organu a tkani

SlozZitost (complexity): mimoradné velky pocet lipidovych tfid a molekulovych druht

Zvracenost (perversity): lipidy s lichym poctem uhlik( v retézcich, dvojné vazby v neobvyklych polohach,
extrémné dlouhé alifatické retézce, velké mnoizstvi volnych (neesterifikovanych) mastnych kyselin

Nicolaides, Science 186, 19-26 (1974).



Odlisne slozeni mazku u chlapcu a divek

GC-MS mastnych kyselin (FAMEs) z celkového lipidového extraktu
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Radka Mikova

-10 F3 0 3 10
Factor 1: 26%

Statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni neutrdlnich lipidd a unikatni FAMEs u chlapct a divek odrazi
rozdily v ¢innosti mazovych 713z, ktera je rizena hormonalné

R. Mikova et al., PLoS ONE 9(6): €99173 (2014)
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Priklady lipidu v mazku

0 O OH

Diestery 1,2-diolt Nehydroxylované 1-O-acylceramidy
Identifikace tridy: T. Nikkari, 1974 E. Harazim et al., 2018
Podrobna analyza: L. Subcikovd et al., 2015 E. Harazim et al., 2018
Pocet identifikovanych: 2250 972 (> 2300 detegovano)
Délky acylu: R1, R2 = C8-C32 R1=C12-C39,R2 =C11-C38
Délky alkoholt/baze: R=8-34 Sfingoidni baze C16-C24
Priklad: 22:0//16:0 18:1 (Alc//FA_FA) 24:0;d18:1;26:0 (estFA; Sfing; amidFA)

L.Subcikova et al., J.Chromatogr A 2015, 1378, 8-18; E.Harazim et al., J. Lipid Res. 2018, 59, 2164-2173.
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Neznhname lipidy v novorozeneckém mazku

79.39

77.83 | 81.54
73.21

75.53 o’

diestery 1,2-diol( 100.77

R (@]
O g o, san I
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Time (min)

NARP-HPLC: Nova-Pak C18, gradient ethylacetdt/acetonitril
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Neznhname lipidy v novorozeneckém mazku ;i
o ¥
POSTUP STRUKTURNI ANALYZY: Aneta Vavrusova

Vzorek lipidQ

Chol Chol O

y | /[L
- O (CH,)n O .CH O CH _CH
Chvciws S et | e | ool
@) O O
cholesterol cholesterol
\ dikarboxylova kyselina \ \ mastna hydroxykyselina \
Zjisteni: alifaticky alkohol mastna kyselina

m/z 1000-1400; pocet kyslik( 4;
RDBE 6.5-9.5; ztrata 368 Da (C27H44)

— pravdépodobné diester obsahujici cholesterol

KaluZikova et al., J. Lip. Res. 58, 1579-1590 (2017)
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Neznhname lipidy v novorozeneckém mazku

POSTUP STRUKTURNI ANALYZY:

— | APCI-MS |
Vzorek lipidu I:> Produkty transesterifikace X
. { GC/EI-MS |
' Transesterifikace -
_ApCi-ms | CH5COCI, MeOH
cholesterol, [M + H — H,O]*
Zjisténi:
cholesterol
OH-FAME C32:1
\ mastna hydroxykyselina \ O Hee 00 S00 45037
OH-FAME C34:1
mastna kyselina 537 52428
Jaka je poloha hydroxyskupiny ? e "—LTO:S e el o

m/z

Kaluzikova et al., J. Lip. Res. 58, 1579-1590 (2017)
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Neznhname lipidy v novorozeneckém mazku

POSTUP STRUKTURNI ANALYZY:

A 4

APCI-MS |

Transesterification products

A 4

Oxidace alkohold pyridinium " GC/EI-MS |

dichromatem v DMF @ @
Trimethylsilylation: Oxidation:
R H RY OH BSA in acetonitrile PDC in DMF
\( e ~_
[ & ] 3 3
Primarni OH — kyselina TMS derivatives Oxidation products
\ 4 \ 4 \ 4
a2 o 2 | Gc/El-ms | | ES-Ms || APCI-MS |
PDC ~.
Y oeem
OH O Zjisteni:
Sekundarni OH — keton APCI-MS: 4 kysliky v produktech: primarni hydroxyly

GC-MS: w-hydroxy mastné kyseliny

Kaluzikova et al., J. Lip. Res. 58, 1579-1590 (2017)
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Neznhname lipidy v novorozeneckém mazku

PODROBNA HPLC-MS2 ANALYZA:

2813
100 [FA — H]
[}
(&)
o
©
k=
2 9535.5
50 - o
<q§ [HFA - H]
& 271.3
© [M - H - Chl + H,0]
[}
@) @ [HFA —H - H,0] 5355
Rio L i |
1 ~ 150 190 230 270 310 350,390 430 470 510 550
R2 O m/z

Cholesteryl estery

NARP-HPLC: Nova-Pak C18 dient ethylacetdt tonitril
w-(0-acyl)-hydroxymastnych kyselin ova-ra , gradient ethylacetdt/acetonitri

MS: APCI MS? (CID), negativni mdd, 500 °C

Identifikovano 295 diestert (32 w-OHFA, 34 FA); w-OHFA: C24 - C38, FA: C12 - C28, dvojné vazby v
w-OHFA: n-7 a n-9; nejvice zastoupené 15:0/32:1-Chl, 14:0/32:1-Chl (R1/R2-Chl)

Kaluzikova et al., J. Lip. Res. 58, 1579-1590 (2017)



Kapitola lll.

Uréovani poloh dvojné vazby -
methylpyrrolinové derivaty
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Hmotnostni spektra a polohy dvojnych vazeb

Hmotnostni spektra lipid( obvykle neposkytuji informace o poloze dvojné vazby v retézci
e silnd tendence iontl nenasycenych sloucenin k izomerizacim (elektronova ionizace)

» prednostni fragmentace v misté nejslabsich vazeb (kolizné indukovana disociace)

Derivatizace v misté

dvojné vazby, CID G
Fixace naboje na 235
vzdaleném misté, CID
\ Aktivace iontu fotony, o e
/E/\/\
COOH elektrony (UVPD, EID)
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Tvorba methylpyrrolinovych derivatu

APCI spektrum oleylstearatu

535.2 « [M+H]

100+
] 0
- Hgscﬁuo'\./\/\/\/:/w\,cmg
C —
@
2 604
3 °V] [M+39]
2 M55
2 40 589.3 %
KL -
Q]
20- 573.3
1 2511 o534 531.3 ‘
U lll' —— ] [T T T
200 300 400 500 600 m/z

+*

Chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI)

HV

topeni

/ L ]
| Ny 5D Ty

Iu— s gt

\ Qe
\ ® e e
“‘ N2 P o. K

topeni

vzorek

V pritomnosti acetonitrilu jsou v
APCI spektrech nenasycenych lipidd
pozorovany adukty [M + 55]*°

Vrkoslav et al., Anal. Chem. 2011, 83, 2978
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Fragmentace methylpyrrolinovych derivatu

4
\\

Ay

4
(P
W

MS/MS iontu [M + 55]*°

Diagnostické fragmenty pro urcovani

- ® 589.3
polohy dvojné vazby x| | cp
100~ 476.4«— (O @)
] C3H5N T.
9 80 C17H35Tro\,w\/%_—i=j\/\/\fc|.|3 .
S - X . [M+55]'
o] - 194 476
S 60—
ﬁ i ¥ , 589.3
= 404 1943 «— @
© i
O _
X 20- 490.5
_ 208.3 462 5 518.6
I I O Pl
T 1T T T 1T 17 T T T T ] T T 1 [T 171
200 300 400 500 m/z 600

Vrkoslav et al., Anal. Chem. 2011, 83, 2978
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Methylpyrrolinové derivaty

1. Tvorba reakéniho iontu H;C-C*=N*=CH, (m/z 55) v APCI zdroji

2. Reakce H;C-C*=N*=CH, s dvojnou vazbou

R—==—R, + HsC—C'=N*'=CH, —> @ g)/

3. Fragmentace methylpyrrolinovych derivatl: otevieni kruhu (a-stépeni), ztrata alkylového
radikalu = vznik dvou diagnostickych fragmentu

Jednoduchost experimentu: jedinym pozadavkem je pritomnost acetonitrilu v iontovém zdroji (mobilni
faze obsahujici acetonitril)

Vrkoslav et al., Anal. Chem. 2011, 83, 2978; Polasek et al. 14th ESOR 2013; Prague
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Vyuziti methylpyrrolinovych derivatu

Diestery 1,2-dioli v novorozeneckém mazku S
Lenka Subcdikova

¥
: H=-N** 100+
- 194.2 e Cgi 5 |
90 L — n-5
5 ] J;)\O/L/\/\A/ﬁcwﬁ e 841.8 2 — p-7
8 3 — n-9
8 70 IHB 194 728 l HCD g n
B 60 o 2
3 50 %
%40 841.8 &
& 30
20 :;7
10 208.2 :
01823 ’/0 32L9'1 386.6 526.1  626.1 ‘7,42-7 0 el it SN WA VAP WY : MAA i o lundy
100 200 300 400 500 600 700 800 900 65 70 75 80 85 90
m/z Time [min]
Chromatogram rekonstruovany pro
Identifikace: 16:0//18:1n-9/18:1n-9 ionty urcujici polohu dvojné vazby

HPLC-APCI MS?: Nova-Pak C18 (300+150 mm*3.9 mm; 4 um; Waters), gradient acetonitril — ethylacetdt, DDA

Subéikové et al., J. Chromatogr. A 1378 (2015) 8—18
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Vyuziti methylpyrrolinovych derivatu

Triacylglyceroly v novorozeneckém mazku _
Eva Harazim

S 4
5

o Tt e 799.6 ;
8% “Wn10 § :
1005 &30 690.3. lCID e
01 S0 g o
§80 2%40 *n-e 18.1 & %)
@703 w30 -99.1 i 1
Bl ®nl L, il g tz 70.0 min

a e ‘ 709570 290] 00 ol
<504 oi —tAdtrd b e — "

040l 660 680 700 720 740 /760 780 800 820 |B40 [M+53]

= ..................................................................................................................... s

8 3 7185 7996 AN
10 563 5 ' 788.6
3349 3963 50057 }5893 | ’ ‘||.|.8176 .
L SR

0 L I' T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550/ 600 650 700 750 800 850 © 0 0 % 0 1w MW 010
o Chromatogram TG v mdzku;

\/\/\/\/E/\/\)ko tisice molekulovych druht

kyselina sapienova (cis-6-hexadecenova)

HPLC-APCI MS?: Nova-Pak C18 (300+150 mm*3.9 mm; 4 um; Waters), gradient acetonitril — 2-propanol, DDA

Hakova et al., Anal Bioanal Chem (2015) 407:5175-5188
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Vyuziti methylpyrrolinovych derivatu

Trojna vazba a neobvykla usporadani nasobnych vazeb ve FAMEs N
Petra Horka
Trojna vazba: abundantni satelitni piky +15 Da Chromatogram FAMESs ze semen
(u dvojné vazby +14 Da) santalovniku Santalum album
0 easmgmgm oy
2.18:2n-7,9" 2
3.18§3n—9TEB 8§ 1 '
FAME18:1n-9 T8 349 ‘éqgﬁ::gﬁ e § ‘
100 o 8 6.20:2n-7,9" &%
8 7.18:2n-7.9 £
< 8.18:1n-9 s | ; 8
‘e £ 501 9.20:2n-9,11 5 A
iom T
g 2 &
& 50, 307.2 3
s 7
4 250.3 293.1 15.2
150.2 1 265.1279 1 456 gs!og ;]al
108.2 2203 ' 0 T T T T T T =
320.3334.3 [M+55]*+* 5 10 15 20 25 30
ol “ e [ 2 DL ‘ 41 1 | 349.4 Time (min)
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HPLC-APCI MS/MS: Develosil RP-Aqueous C30
Methyl ester kyseliny stearolové (9-oktadecinové) (250 x 4.6 mm, 5 um; mobilni fdze acetonitril

Horka et al., Molecules 2021, 26, 6468
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Vyuziti methylpyrrolinovych derivatu

Koncept MBR (multiple bond region):

* nejvice abundantni fragmenty ve spektru odpovidaji stépeni pred prvni a za posledni nasobnou vazbou
* hmotnost polynenasycené casti se lisi v zavislosti na usporadani vazeb

MBR =m/z (a) + m/z (w) —m/z ([M + 55]™)

FAME18:3n-5,7,9

MBR Uspofadani W o : . , ~ans 347
- . kyselina punikova 2w %

79 -C=C-
81 -CH=CH- MBR: 1%)02-9
93 “CH=C=CH- 190+290-347=133; £
— A=A tfi konjugované dvojné ¥ o s
107 -CH=CH-CH=CH- S — 346.3
121 -CH=CH-CH,-CH=CH- w n-7 «n.o 2582
176.2 2382 |an-7
133  -CH=CH-CH=CH-CH=CH- a2 s 0| | |23 T Lmi
PR [P PP PRV A W I 1| OO 1 A I TR PP PR P Y T P X
000 T i T 200 T 250 30 350

m/z

Horka et al., Molecules 2021, 26, 6468



Kapitola IV.

UVPD esterovych lipidi
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Fotodisociace UV zarenim (UVPD)

hv

Dvé fragmentacni cesty po absorpci fotonu:

1/ excitace do vyssSiho elektronového stavu, rychld fragmentace bez redistribuce energie (pfima
Stépeni vazeb)

2/ excitace do vyssiho elektronového stavu, redistribuce energie do vibraénich méda

(fragmentace podobna CID)
Dual-pressure
linear ion traps /é

Orbitrap Lumos Fusion (Thermo):

- UVPD v iontové pasti (nizkotlaka ¢ast dualni pasti)
- Nd:YAG laser, 213 nm

Obrazek: https://lwww.thermofisher.com/



Fragmentacni studie lithnych aduktt voskovych esterd, primé zavadéni vzork(

Relative Abundance [%]

UVPD vs. CID voskovych esteru

233.2085
C.H.O,Li
100- N\_/W\/YO “ Li*
\:§®j4 457
S g CID
504
457.4588
C,H,O,Li
O T T T T T T L) L] I
200 250 300 350 400 450
m/z

Neutradlni ztrata alkenu z alkoholového retézce

Relative Abundance [%]
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457.4588
C.,H,,O,Li
r x350 1
100- 217.2128
C,.H,.OLi
hv
216.2056
50- Gl 0L OVPD
© 233.2084
! C,H,,OLi
g 2472596 R—
215.1978] | CwM=Ob 3753708 >S5 (¥
C..H,,0Li aH OoLi Yzl
14 24 ( (2: 4|9_| 2(7)60 “" ’:.»
| [ o 1
0 T "II T |r T T T T II T 1
200 250 300 350 400 450

m/z

Fragmenty odrdZejici fotochemické reakce
na esterové skupiné a dvojné vazbé

Kloudova et al., Anal Bioanal Chem (2024) 416:5497-5512
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Fotofragmentace na esterove vazbe

247 217 .
80 Li

369 375 233, 0RO

Norrishovy reakce probihaji na ketonech a aldehydech. | CHLoL
Vs . 7 VvV, Vv 7 . - 217.2128
Zahrnuji fotochemické §tépeni (typ 1) nebo fotochemickou ] cdion
. s s . s < h
intramolekularni abstrakci y-vodiku (typ I1) = ’
g 216.2056{ 457
é 501 CM'H%OZL33.2084 ;UVPD
° ; C..H,.0,Li
Lt " - a7 250 3993793
+ Y P ¥ '34 ; ™ ”
R'/\)J\o R'MO | L4 |‘ | C'I*OL' | 1 [
. v , 200 250 300 i 350 400 450
lh m/z 233.2 & Norrishovo $tépeni typu Il ’
Vv
. o o Lt Norrish-Yangova cyklizace
Li OH fR" | R" | o e
—_— ' _— R"
R
/z 233.2
m/z 457.5 \ - H R
+
ﬁ}— e
R': C41H21 it HO " HO B R" » R .
R": C13H27 R'WR —_— 217.2
oL . * N Li*
R o= 0 R" Norrish, R. G. W., and Bamford, C. H.,
R'/ T4 Nature. 140 (1937): 195-6
H Yang, N. C., and Ding-Djung H. Yang, J. Am.

Chem. Soc. 80 (1958): 2913-2914
Kloudova et al., Anal Bioanal Chem (2024).
https://doi.org/10.1007/s00216-024-05434-2

m/z 247.3
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Fotofragmentace na dvojne vazbe

247 217
80

At L'
o o . W TE g PO
Fragmentace (1,2-eliminace) na dvojné vazbé, fragmenty | C,H.OL!
v oes . 100- 217.2128
urcuji polohu dvojné vazby CH.OL
= hv
3 216.2056
550- CM!:{%OZL?LS.ZOM ;U?JD
_ 2 P 7 T
Am/ Z = 240000 § ZCT?H:fgl?i p [ CeHOL 8733(7)?3 Syfﬁfgfﬁ
. o 2o r
A
e T 20 aw b, 350 400 450
+
Li

R; R2 hv H-yAo/ R /
— > — /z 399.4

H . — L’
R1—/_\H v H—g,

Ri: CaH7 m/z 3754

R2: C23H4502

Ryan et al., J. Am. Soc. Mass Spectrom. 28 (2017): 1406-19
Kloudova et al., Anal Bioanal Chem (2024) 416:5497-5512
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Vyuziti fotofragmentace

HPLC-MS? UVPD jojobového oleje

595.5091 RT 15.62 min
C,H,.O,Li 100+
100+
RT 14.39 min
S . x50 . =
8 301.3074 8
5 C,,H,.OLi g
2 5 2 507 RT 16.84 min
0 2 RT 14.39 min
s 303.3231 8
i C,H,.OLi
300.3008 :f.f’-'g‘;zH;'c)zLiéfiﬂf'ggﬁ L RT 13.29 min _
CooH;,OLi | ¢ 317.3027 e ’| ] " RT 18.04 min
“oJF 0
0= | ’ ’ == ) ’ ' ' 10 12 14 16 18 20 22
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 Time (min)
RT (min) Identification
13.29  20A(n-9)18:1(n-9) HPLC-ESI MS? UVPD: Acquity BEH C18 (Waters, 2.1 x 50 mm,
1439  20:1(n-9)/20:1(n-9) ) .
1562 221(n-9Y204(n-9) 1.7 um), 45°C, gradient H,0/CH;CN/2-propanol, 180 ul/min,
16.84  24:1(n-9)/20:1(n-9) postkolonové HCOOLi (0.5 mmol/l, 10 ul/min)

18.06  22:1(n-9)/24:1(n-9)

Kloudova et al., Anal Bioanal Chem (2024) 416:5497-5512; obrazek: https.//www.apivita.com/
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Shrnuti

Hmotnostni spektrometrie - skvély nastroj pro strukturni charakterizaci lipidQ
e urceni struktury polarni hlavicky i alifatickych retézcu
* vysoka citlivost, analyzy komplexnich smési (ve spojeni s chromatografii)
* rlzné typy vzorku

Vyuziti novych typl reakci pro derivatizaci molekul a iontu
e urcovani poloh dvojnych a trojnych vazeb pomoci reakci iontd acetonitrilu v APCI

Vyuziti netradi¢nich zplGsob aktivace iontl
* urcovani struktury esterovych lipidi pomoci UVPD,;
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