Identifikace anthokyaninovych barviv MS

Uvod

Anthokyaninovd barviva jsou sekundarni rostlinné metabolity sfadou vyznamnych
regulacnich funkci. Tyto polyfenolické latky jsou bohaté zastoupeny v lidské dieté a je
popsano mnoho pozitivnich G¢inkl na zdravi clovéka. Jejich obsah a vzajemny pomér obsahti
v rostlindch a potravinach z nich vyrabénych jsou vyznamné parametry pouzivané pro urceni
druhu a odridy pouzité rostliny, stafi roztoku a zplsob jeho skladovani, pfipadné i zménu
v technologii vyroby (posouzeni autenticity potraviny). Typickd je analyza téchto barviv
ve vinafstvi, pfi kontrole nealkoholickych napojt z ptfirodnich materiali (dzusi, mosti) a
podobng.
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Struktura nejbéznéjSich anthokyaninovych (a) a pyranoanthokyaninovych (b) barviv

a) b)

Ri, R, =H, OH, CH;

R, R4 = H, glukosa, galaktosa, rhamnosa, rutinosa, sambubiosa a dalsi mono a disacharidy
Rs, Rg = H, acyl kyseliny octové, kumarové, kavové, malonové, ferulové, ptipadné dalSich
alifatickych karboxylovych nebo fenolickych kyselin

R; = H, OH, CHj;, COOH, p-fenol, methoxyfenol, pyrokatechol, katechin, dalsi
anthokyaninova jednotka

Ukol

Pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie identifikujte majoritni anthokyaninova barviva
pfitomna v dodaném vzorku po jeho preciSténi extrakci tuhou fazi a pokuste se vzorek na
zakladé této analyzy bliZe charakterizovat.

(Iprava vzorku
Dodany vzorek se promichd, piipadné podle potieby nafedi vodou a homogenizuje. Alikvotni
dil, obvykle 1 ml vzorku déle natedime 1 ml 0,1% mravenci kyseliny.
Ptiprava SPE kolonky (Strata SDB-L, Phenomenex) se provede nasledujicim zptisobem:
1. Kondicionace kolonky (3 ml methanolu s pfidavkem 0,1% mravenci kyseliny)
2. Ptevedeni do rozpoustédla s malou eluéni silou (3 ml 0,1% mravenci kyseliny)
3. Naneseni okyseleného vzorku (1 ml)
4. Promyti kolonky (3 ml 0,1% kyseliny mravenci ve vod€; odd¢€leni balastnich slozek,
zejména cukri a soli)



5. Eluce barviv (obvykle 3 ml methanolu s pfidavkem 0,1% mravenc¢i kyseliny) do
vymyti v§ech barevnych slozek z kolonky

Je tfeba zajistit, aby barviva nebyla z kolonky eluovana v krocich 3 a 4 a naopak, aby vymyti
vSech barviv v kroku 5 bylo kvantitativni.

Ziskany extrakt (po pfipadném ziedéni methanolem s pfidavkem 0,1% mravenci kyseliny)
nabereme do sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 250 pl — 1 ml a pfipojime ke kapilate
vedouci do iontového zdroje tandemového hmotnostniho spektrometru s ionizaci
elektrosprejem.

Nastaveni ESI-MS/MS metody

Pratok vzorku 3-5ul/min (nastavit podle intenzity signalu). Rozsah méfenych m/z hodnot 50-
1000. Nastavit nasledujici parametry hmotnostniho spektrometru:

Ionizace kladnymi potencidly, ESI+, sprejovaci napéti 5.6 kV, sheath gas flow rate 30 arb,
auxiliary gas flow rate 0 arb, capillary temperature 200°C.

Provedeme MS méieni. Ve spektru je tfeba najit m/z hodnoty anthokyaninovych barviv.

Jejich identita se nasledng potvrdi tandemovymi spektry (MS/MS, piipadné MS? spektry).

Nastaveni MS/MS meéteni:

Mass range: Normal; Scan Mode: MS/MS, Scan Type: Full, MSn power: 2, Number of
Microscans: 2, Maximum Inject Time: 100 ms (moZno optimalizovat pro zvySeni intenzity
fragmentt).

Input method: From/To

Source Fragmentation: Off

Parent mass: zde zadejte nalezenou m/z hodnotu rodi¢ovského iontu piredpokladaného
anthokyaninu

Isolation width: Typicky 1 (moZno optimalizovat)

Normalized collision energy: 30% (moZno optimalizovat)

Activation Q: 0.4 (mozno optimalizovat)

Activation Time: 30 ms

From mass: 50

To mass: cca 50 jednotek nad m/z hodnotu rodi¢ovské latky

Rozdily mezi signaly rodicovskych iontli a fragmentii (neutrdlni ztraty) davaji informace o
navazanych cukernych zbytcich a acylech kyselin.

Vyhodnoceni:

Z uvedenych struktur vypocitejte molekulové hmotnosti anthokyanini. Z namétenych spekter
zjistéte hodnoty rodicovskych latek. V tandemovych spektrech zjistéte typ aglykonu
pfitomnych barviv, rozsah glykosylace a typ acylace pfitomnych cukrii. Navrhnéte struktury
pfitomnych barviv a prohleddvanim informaénich zdroji se pokuste ur€it plvod
analyzovaného vzorku.





