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Abstrakt

V této praci byly provedeny reakce vybranych slozek piva (predev§im aminokyselin a
fenolickych sloucenin) s dusitanovymi ionty v kyselém prostiedi a analyza vyslednych
reakénich produkti pomoci plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekci.

Analyzou reak¢énich produkt bylo nalezeno 127 produktti obsahujicich v molekule
jeden ¢i vice atomii dusiku pochazejicich z dusitanu. Nejvice produkti bylo nalezeno
u kyseliny ferulové, kyseliny kumarové, 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu a
2-methoxy-4-vinylfenolu, zadné produkty nebyly nalezeny v ptipad¢ isoleucinu, kyseliny

glutamové, B-fenylethanolu a maltolu.

Kli¢ova slova

Dusitany, GC-MS, hmotnostni spektrum

Abstract

In this work, reactions of selected beer components (especially amino acids and
phenolic compounds) with nitrite ions in an acidic environment and analysis of the
resulting reaction products were performed using gas chromatography with mass
spectrometric detection.

Analysis of reaction products revealed 127 products containing one or more nitrogen
atoms derived from nitrite in the molecule. Most of the products were found in ferulic
acid, coumaric acid, 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanone and 2-methoxy-4-
vinylphenol, no products were found in the case of isoleucine, glutamic acid,

phenylethanol and maltol.
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Seznam zkratek a symboli

ATNC — zdanliva celkova koncentrace nitrososloucenin

BSTFA — N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid

EI — ionizace narazem elektronu

GC — plynova chromatografie

GC-MS - plynova chromatografie s hmotnostn¢ spektrometrickou detekci
MS — hmotnostni spektrometrie

NDMA — N-nitrosodimethylamin

SIM — sledovani vybraného iontu

TMCS — trimethylchlorosilan

TMS — trimethylsilyl



1. Uvod

Pivo patii k nejkonzumovan€j$im napojim na svété a na jeho kvalitu a zdravotni
nezavadnost mize mit vliv mnoho faktord [1]. Mezi tyto faktory patii mikrobialni
kontaminace, ke které miize dochazet v riznych fazich vyroby piva, nebo pfi plnéni piva
do danych nadob [2], [3]. V disledku mikrobialni kontaminace muze dochazet
k nezadoucim reakcim se slouceninami obsazenymi v pivu, a tudiz k vyskytu potencialné
zdravi Skodlivych latek v konecném produktu [4]. Mezi mozné reaktanty nezadoucich
reakci patii napiiklad dusi¢nany pfirozené se vyskytujici v pivu. Mikroorganismy
z kontaminace mohou redukovat dusicnany na dusitany, které pfispivaji k tvorbé
toxickych nitrosaminti. [2], [4].

Cilem této bakalaiské prace bylo nalezeni a charakterizace reakénich produktl
obsahujicich v molekule atom dusiku pochéazejici z dusitanu a zacélenéni jejich
hmotnostnich spekter do stavajici knihovny spekter moznych dusikatych kontaminantt

piva.



2. Teoreticka cast

2.1. Dusitany a pivo

Vliv dusitanti na lidské zdravi je stale predmétem diskuse. Mnohé prace poukazuji na
pozitivni vlastnosti a funkce dusitani jako zvySeni antibakteridlniho G€inku zalude¢nich
Stav preménou dusitanu na oxid dusnaty a dalsi dusikaté meziprodukty v zaludku [5].
O oxidu dusnatém je znamo, ze reguluje krevni tlak, imunitni odpovéd’, hojeni ran a
neurologické funkce. Také bylo dokazéano, ze oxid dusny se podili na fizeni pritoku krve
v srde¢nim svalu a potencidlné v dalSich tkanich. Produkce oxidu dusnatého a dusitanii
muze zabranit riznym typum kardiovaskularnich onemocnéni, vcetn¢ hypertenze,
ateroskler6zy a mrtvice [6], [7], [8].

Nutno zminit, ze nadmérny piijem dusi¢nanti a dusitani ve specifickych souvislostech
spojen se zvySenym rizikem negativnich zdravotnich nasledk, jako je naruSeni funkce
Stitné Zlazy ¢i porucha traveni a vstfebavani zivin [9].

Nicméné nejvétsi zdravotni riziko dusitant plyne z moznosti tvofit potencidlné zdravi
Skodlivé produkty, jako karcinogenni nitrosaminy, které mohou vznikat reakci dusitanu
se sekundarnimi aminy. Nejvhodnéj§im zplsobem feSeni je odstranéni jednoho
z prekurzor nitrosaminti (dusitan ¢i sekundarnich aminitt) [7]. Tato prace vzbudila
pozornost vetejnosti ohledné bezpe€nosti dusitani a nasledné byly provadény studie
potencidlnich rizik pro lidské zdravi v disledku expozice dusitanim v potravindch a
zivotnim prostiedi [7], [9].

Soucasné zZivotni prostedi je zneciSt€no riznymi kontaminanty, jako jsou dusi¢nany
z dusikatych hnojiv, hojné vyuzivanych v zeméd€lstvi pro vyssi vynosy plodin. V ptadée
se dusik vyskytuje pfedevsim ve formé amonnych soli a dusi¢nanti. Amonné ionty jsou
diky svym sorpcnim vlastnostem zadrzovany v pud¢, na rozdil od dusi¢nand, které se
z pudy vyplavuji do povrchovych a podpovrchovych vod a mohou tak dale cirkulovat
v prirod¢€ a nasledné i v potravnim fetézci [2].

Mezi vyznamné zdroje dusitani v potravé patii masné vyrobky, jelikoz jsou do
nékterych z nich dusitany pfidavany zamérmné za ucelem konzervace. AvSak do piva se
mohou dusitany spolecné s dusi¢nany dostat skrze n¢které suroviny jako voda nebo jecny

slad [2], [10].



Pivo je neuvétitelné komplexni nédpoj obsahujici vice nez 3000 riiznych sloucenin,
vcetné€ sacharidi, proteind, iontd, organickych kyselin a polyfenolt. [11].

Predpoklada se, ze produkty reakci dusitanii v pivu jsou netékavé nitrososlouceniny a
ze jejich prekurzory jsou fenoly, aminy, aminokyseliny nebo peptidy a v zavislosti na
jejich koncentraci, chemické povaze a podminkéch prostiedi mohou byt nitrosovany,
nitrovany, popt. oxidovany [12], [13].

Podle dostupnych zdroju jiz byly reakcemi nékterych aminokyselin, jejich derivati
nebo fenolickych sloucenin s dusitanem nalezeny zdravi Skodlivé dusikaté produkty.
Byly nalezeny jak nitrosaminy pochézejici z reakce dusitanu s lysinem, tak produkty
obsahujici kyanidovou skupinu pochazejici zreakce dusitanu s fenolickymi

slouc¢eninami. [14], [15], [16].

2.2. N-nitrosaminy a nitrosacni ¢inidla

Existuje souvislost mezi mikrobidlni kontaminaci piva a koncentraci zdanlivych
celkovych nitrososlouc¢enin (ATNC, stanoveni vSech nitroso funk¢nich skupin ve vzorku)
[4]. Za ucelem zjistit odkud pochdzi N-nitrosaminy, byl proveden rozsihly vyzkum.
V ramci vyroby piva bylo zji§téno, Ze ke vzniku N-nitrosamini mize dojit pfi vyrobé
sladu, pozdé&ji bylo zjisténo, Ze mohou vznikat z dalSich procest vyroby piva, a to pfi
vyrobé mladiny, fermentaci, ¢i zpracovani a skladovani piva. AvSak pro organické
chemiky neni nitrosace nic nového, jelikoZ ji popsal pan Piria v roce 1846 [17]. Jesté, nez
byl objeven N-nitrosodimethylamin (ddle NDMA) a jeho karcinogenni vlastnosti, byla
nitrosace souc¢asti primyslové vyroby gumy [4], [17].

N-nitrosaminy mohou byt déleny na tékavé, jenz vznikaji z naprosté vétSiny pii vyrobé
sladu, zejména vznikd NDMA [13]. Druhym typem v déleni jsou net€kavé N-nitrosaminy,
jejichz mnozstvi je udavano jako ATNC. NDMA je taktéz zapocitdvano do ATNC, avSak
piispévek k ATNC je zanedbatelny. Sladci jsou schopni omezit formovani NDMA [17].
Vznik netékavych N-nitrosamind muze probéhnout v kterékoli ze zminénych procest
vyroby piva z ptedchoziho odstavce za pfedpokladu, Ze v daném procesu bude pifitomné

nitrosa¢ni ¢inidlo a zaroven amin, ¢i amid, jenZ by mohl byt nitrosovan.
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dimethylamin nitrosacni Cinidlo N-nitrosodimethylamin

Obrazek 2.2.1.: Priklad reakce vzniku NDMA [17]

Formovéani N-nitrosaminli lze popsat jako substituci atomu vodiku navazaného na
atom dusiku v aminu, ¢i amidu za nitroso skupinu pochazejici z nitrosa¢niho ¢inidla
(viz Obr 2.2.1.)[2], [17]. Nitrosa¢ni ¢inidla mohou byt povazovana za prekurzory nitroso
sloucenin. Pfi formovani nitroso slouc¢enin dochazi k nitrosaci, kde nitrosacni ¢inidla
poskytuji nitroso skupinu [17]. Vznik N-nitrosamini mize probihat v riznych fazich
vyroby piva. Hlavni pfi¢inou jejich vzniku je mikrobidlni kontaminace [18]. Kazd4 faze
vyroby miize mit jiny mikrobialni kontaminant, av§ak u vS§ech dochazi k postupné redukci
dusi¢nani, ¢i dusitani. Mohou probihat dva druhy mikrobidlni redukce, a to asimila¢ni
dusi¢nanova redukce a disimila¢ni dusi¢nanova redukce [18].

Asimilaéni dusi¢nanova redukce je zprostfedkovana divokymi kvasinkami, kdy jsou
dusi¢nany redukovany na amoniak, ktery poté mlzZe byt pouzit jako zdroj bunécného
dusiku. Kviili své energetické naroc¢nosti probiha redukce pomalu [17]. Tento zplsob
redukce je mozné vyuzit k tzv. denitrifikaci, kde jsou bakterie schopné redukce dusi¢nanti
a dusitanl vyuZivany k odstranéni jejich pfebytecného mnozstvi, napiiklad z pitné vody,
¢i pudy [19].

Nitrosac¢ni ¢inidla mohou vznikat skrze disimila¢ni dusi¢nanovou redukci, do které
jsou zapojeny bakterie fakultativné anaerobni, pifipadné i aerobni. AvSak ne kazda
bakterie redukuje na stejné produkty. Nékteré pouze redukuji dusi¢nany na dusitany, jiné
provadi redukci na oxid dusicity, oxid dusny, nebo az na plynny dusik, dochézi tedy
k denitrifikaci [17], [19]. Pti pfechodu oxidu dusicitého na oxid dusny dochazi ke vzniku
nc¢kolika meziproduktl, mezi které patii nitrosoniovy ion a oxid dusity. Tyto

meziprodukty jsou schopné nitrosace, a tedy patii do nitrosacnich ¢inidel [17].
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Dusi¢nanové anionty jsou relativné stabilni a zlistanou neménné, pokud nebudou
zredukovany urcitymi bakteriemi, pfipadné¢ mohou byt zredukovany vlivem vnéjSich
podminek [2]. AvSak pro dusitany neplati totéz. Pfidanim protonu k dusitanu dochazi
k reakci s vyslednym produktem kyseliny dusité, ze které mize dojit ke vzniku né€kolika
nitrosac¢nich Cinidel (viz Obr 2.2.2.). Jednou moznosti je piidani protonu ke kyselin¢€ za
vzniku protonizované kyseliny dusité, jenz miize figurovat jako nitrosa¢ni ¢inidlo. Dal$Sim
zpusobem je piidani nadbytku kyseliny dusité ke kyselin¢ dusité za vzniku vody a oxidu
dusitého, jenz patii mezi nitrosacni ¢inidla. Oxid dusity dale mize disproporcionovat na
radikal oxidu dusnatého a radikal oxidu dusic¢itého. Pfiddnim molekuly kysliku k radikalu
oxidu dusnatého vznikne nitrosacni Cinidlo oxid dusicCity. Pokud je k radikalu oxidu
dusicitého ptidan oxid dusi¢ity vznikne dimér oxidu dusicitého, ktery taktéz patii mezi

nitrosacni ¢inidla [17].

+ H* + H*
NO2 > HNO:2 > |H2NO2*
+ HNO2
\
N203.| +H20

+ 02 / \ + NO2
NQOe

NO:2 eNO2 — > | N204

N

Obrazek 2.2.2.: Kyselinou katalyzované formovani nitrosacnich cinidel; latky oznacené

rameckem patii mezi silnd nitrosacni cinidla [17]

Vznik téchto nitrosacnich c¢inidel je ovlivnén hodnotou pH. Pokud se hodnota pH

nachdzi v rozmezi 2-5 mohou vznikat v§echna zminéna nitrosacni ¢inidla. Pti pH niz$im
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nez 2 vznikd predevSim protonizovand kyselina dusita, pii pH vySSim nez 3 je

dominantnéjsi oxid dusity [17].

2.3. Hmotnostni spektrometrie

V hmotnostni spektrometrii jsou molekuly analytu dodanim energie pievedeny na
ionizované Castice, které se filtruji na zdkladé poméru své hmotnosti a naboje (m/z) a
dopadaji na ptevodnik, kde je pocet iontl preveden na elektricky signal [20].

Vsechny hmotnostni spektrometry se skladaji ze tfi hlavnich soucésti: iontového
zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. K ionizaci analytu dochdzi v iontovém
zdroji, v hmotnostnim analyzatoru dochédzi krozdéleni iontd podle m/z. Ionty
s konkrétnimi hodnotami m/z jsou shroméazdény a pievedeny na elektricky signal
detektorem.

Pti vybéru zplisobu ionizace je nutno zvazit vlastnosti analytu a informace, které jsou
predmétem zajmu. Zéakladni ioniza¢ni technikou je ionizace narazem elektronu (dale EI),
pfi niz jsou molekuly analytu bombardovany elektrony o vysoké energii pii snizeném
tlaku. Elektron z molekuly je béhem tohoto srazkového procesu vyrazen, aby se molekula
mohla pfeménit na kationt radikal [21], [22].

V soucasnosti patii mezi nejpouzivanéj$i hmotnostni analyzatory kvadrupol. Sklada
se ze Ctyft paralelnich ty¢i kruhového nebo hyperbolického prufezu, na které je ptivedena
kombinace stfidavého a stejnosmérného napéti. Separace hmoty je zaloZena na pohybu
iontl v oscilujicim elektrickém poli vytvofeném zménou napéti mezi ty¢emi. Pii urcitém
napéti se budou ionty s konkrétnim m/z nachazet na stabilni draze a projdou kvadrupdlem
do detektoru, ostatni ionty nejsou analyzatorem propusStény. Hmotnostni spektrum je
ziskano skenovanim spektra pii ménicim se napéti.

Analyzator miZe pracovat v nastaveni SIM, pfi kterém dochazi k méteni odezvy pfii
konkrétnim m/z nebo v nastaveni Scan pii kterém dochazi ke kontinudlni zméné napéti
pfivadéného na tyc€e, coZ umoziiuje analyzu vSech hodnot m/z v ur€itém ¢asovém useku
a sledovani vSech iontii vzniklych v iontovém zdroji [24], [25].

Hmotnostni spektra pozorovana za standardnich podminek (ioniza¢ni energie 70 eV)
jsou do znacné miry nezavisld na pouzitém pfistroji, tudiz mizeme spektra urcena
k identifikaci povaZovat za tzv. molekularni otisky prstii. Tyto molekularni otisky prsti

je mozné vyuzit pfi porovnani nalezeného spektra analytu s knihovnou obsahujici spektra
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identifikovanych molekul. Pfi analyze smési obsahujici vice analyti, je zadouci nejprve
analyty separovat vhodnou separacni metodou [20], [21].

Plynova chromatografie se Siroce vyuziva v aplikacich zahrnujicich analyzu potravin.
Typické aplikace se tykaji kvantitativni nebo kvalitativni analyzy slozeni potravin,
ptirodnich produktii ¢i potravinovych kontaminantii [26]. Nékteré analyty nejsou kvili
svym vlastnostem vhodné pro analyzu plynovou chromatografii. Z toho divodu byly
vyvinuty techniky, které maji za ti¢el upravit chemické vlastnosti analytu pro snadnéjsi
analyzu. Jednou z rozsifenych technik je tzv. derivatizace, jenz v pfipadé analyzy pomoci
plynové chromatografie mtize snizit teplotu varu analytu (zvysit tenzi par), a tedy

zjednodusit zplynéni analytu [27].
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3. Experimentalni ¢ast
3.1.Pouzité chemikalie

¢ Dusitan sodny (roztok NaNO; 0,9872 g/50ml)

e Dusitan sodny-izotopicky znaceny (roztok Na'>NO», 1 g/50 ml)

e Kyselina chlorovodikova, 37%, Cistota pro analyzu, Merck KGaA, Némecko
e Methanol, > 99,6%, Honeywell

e N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid s trimethylchlorosilanem

(BSTFA+TMCS 99:1, > 98,5%, Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2. Reaktanty

e 2-Acetylpyrol 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-Asparagova kyselina > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e 5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon 97%, Kosher, Sigma-Aldrich,
Némecko

e Fenylacetaldehyd > 90%, Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Fenylalanin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-fenylethanol, ¢istota pro syntézu, Merck KGaA, Némecko

e Ferulova kyselina > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Furaneol (4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, DMHF, HDMF > 99,0%,),
Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Glutamova kyselina > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Glycin > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-Histidin > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Homofuraneol (2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon, EMHF, HEMF),
Kosher, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-Isoleucin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e p-Kumarova kyselina > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Leucin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Lysin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Maltol, Kosher, Sigma-Aldrich, Némecko
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e [-Methionin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e 2-Methoxy-4-vinylfenol >98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Serin > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Sotolon (4,5-Dimethyl-3-hydroxy-2,5-dihydrofuran-2-on > 97%), Kosher,
Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Tryptofan > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e L-Tyrosin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-Valin > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

3.3.Instrumentace

e Topny modul Reacti-Therm I #18822 heating module (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

e QOdpafovaci jednotka Reacti-Vap 1 #18825 evaporation unit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

e Chromatograf 7890B GC system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

e Hmotnostni detektor 7000D GC/MS Triple Quad (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)

e Autosampler 7693 Automatic Liquid Sampler (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA)

3.4.Priprava reakénich smési pro analyzu

Do insertu bylo ptfevedeno 413 pl vodného roztoku dusitanu sodného. Roztok byl
odpaften pii teploté 70 °C v topném modulu Reacti-Therm I pomoci odpatovaci jednotky
Reacti-Vap 1. Po odpateni vody byl do insertu pfidan roztok pfipraveny nasledujicim
zpisobem: pfiblizné¢ 5 mg reaktantu bylo rozpusténo v 204 ul roztoku methanolu,
deionizované vody a kyseliny chlorovodikové v objemovém poméru 150:50:4. Reakce
probihala 3 h pii teploté¢ 45 °C v topném modulu Reacti-Therm I, poté bylo z reak¢ni
smési odebrano 40 pl a odpateno pii teploté 45 °C. Nasledné bylo ptfidano 100 pl
derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA+TMCS. Derivatizace probihala 30 min pfi teploté 60 °C
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v topném modulu Reacti-Therm I. Reakce s dusitanem a izotopicky zna¢enym dusitanem

byly provadény paralelné. Analogicky byly pfipraveny vSechny reakéni smési.

3.1.Podminky separace a hmotnostni detekce

K  separaci v chromatografu  byla  vyuzita kolona  HP-5MS  UI
(5%-fenyl-methylpolysiloxan, 30 m x 0,25 mm x 0,25, um Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Davkovani bylo provadéno v modu split (pomér 5:1) pfi teploté 250 °C,
s konstantnim pratokem helia 1 ml/min jakozto mobilni faze. Analyza probihala pii
nasledujicim teplotnim gradientu: 50 °C (1,5 min) — 20 °C/ min — 150 °C (5 min) —
10 °C/min — 210 °C (3 min) — 10 °C/ min — 320 °C (5 min).

Hmotnostni detekce probihala v médu MS1 Scan (40-500 m/z). Ioniza¢ni energie byla
70 eV pfi teploté¢ iontového zdroje 230 °C, doba skenu 200 ms a solvent delay 7 min,

celkova doba analyzy 36,5 min.

3.2. Princip vyhodnoceni spekter

Jednotlivé piky chromatogramu byly integrovany pro ziskani hmotnostnich spekter
produktii dané reakce. Pfi koeluci pikii bylo vyuzito dekonvoluce v programu
MassHunter. Porovndnim hmotnostnich spekter produkti reakce reaktantu s izotopicky
neznacenym dusitanem s hmotnostnimi spektry produktl reakce reaktantu s izotopicky
znacenym dusitanem ve stejném reten¢nim ¢ase bylo mozné nalézt posuny o jednu ¢i vice
jednotek m/z, coZ znaci ptitomnost izotopicky znaceného dusiku pochazejiciho z reakce
s dusitanem.

Ptiklad produktu obsahujiciho jeden atom dusiku z dusitanu je patrny pifi porovnani
spektra na Obr. 3.2.1 se spektrem na Obr 3.2.2. Piiklad produktu obsahujiciho dva atomy
dusiku z dusitanu lze pozorovat pii porovnani spekter na Obr. 3.2.3 a 3.2.4 a ptiklad
produktu obsahujiciho tii atomy dusiku z dusitanu Ize pozorovat pii porovnani spekter na

Obr. 3.2.5 a 3.2.6.
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Obrazek 3.2.1: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 13,39 min
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Obrazek 3.2.2: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s izotopicky
znacenym dusitanem sodnym v retencnim case 13,40 min
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Obrdzek 3.2.3: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 16,69 min
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Obrazek 3.2.4: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s izotopicky znacenym
dusitanem sodnym v retencnim case 16,68 min
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x10 7 |* Scan (it: 31.92-31.97 min, 15 scans) k_kumarova_N.D Subtract
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Obrazek 3.2.5: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 31,94 min
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Obrazek 3.2.6: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s izotopicky znacenym
dusitanem sodnym v retencnim case 31,94 min
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4. Vysledky a diskuze

V této praci byly provedeny reakce dvaceti Ctyt vybranych slozek piva s dusitanem.
Tyto konkrétni latky byly vybrany na zaklad¢ jejich struktury a obsahu funk¢nich skupin.
Jednalo se o latky, u nichz Ize predpokléadat, ze budou reagovat s dusitanem. Celkem bylo
detekovano 127 produktl obsahujicich v molekule atom dusiku pochdzejici z dusitanu.
Z toho 12 produktii bylo detekovano dvakrat, tedy ve dvanacti piipadech doslo k nalezeni
shodného produktu u dvou riiznych vychozich latek.

Devét produkti reakce 2-methyl-4-vinylfenolu s dusitanem bylo shodnych s produkty
reakci dusitanu s kyselinou ferulovou. Dva produkty reakce kyseliny ferulové
s dusitanem byly shodné s produkty reakce dusitanu s kyselinou kumarovou. Jeden
produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem byl shodny s produktem reakce dusitanu
s tyrosinem. Shodnost produktii pochazejicich z jinych vychozich latek je pravdépodobné

V Sesti piipadech doslo k detekovani dvou shodnych spekter produktti v odlisnych
reten¢nich €asech u jedné vychozi latky. Podobnost téchto spekter miize znamenat, Ze se
jedné o dvé izomerni formy jedné slouceniny.

Nejvice produktt reakce dusitanu bylo detekovano v piipade kyseliny ferulové (26),
kyseliny kumarové (22), S5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu (12) a
2-methoxy-4-vinylfenolu (11). Naopak Zzadné produkty nebyly detekovany v piipade

isoleucinu, kyseliny glutamové, B-fenylethanolu a maltolu.

4.1. 2-acetylpyrol

Vyhodnocenim ziskanych spekter byl detekovan jeden produkt reakce 2-acetylpyrolu
s dusitanem v reten¢nim case 17,40 min (viz Obr 4.1.1.). Molekula produktu obsahuje
jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Molekularni ion je zde pravdépodobné
282 m/z. Ptitomnost fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovand molekula obsahuje
trimethylsilylovou skupinu (TMS; vnesena derivatizaci), coz indikuje pfitomnost polarni
skupiny v nederivatizované molekule produktu. JelikoZ fragment M-15" (267 m/z) je ze
ziskaného spektra nejintenzivngj$i, molekula produktu je pravdépodobné stale

aromaticka.
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Obrazek 4.1.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-acetylpyrolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 17,40 min. Produkt obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.2. Asparagova kyselina

Vyhodnocenim ziskanych spekter byly detekovany dva produkty reakce kyseliny
asparagové s dusitanem viz Obr. 4.2.1. a Obr. 4.2.2. Oba produkty reakce kyseliny
asparagové s dusitanem obsahuji jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentti 73 a 147 m/z znaci, Ze ob¢ detekované molekuly obsahuji vice nez jednu TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizovanych
molekulach produkti.

Molekularni ion produktu reakce kyseliny asparagové s dusitanem v retencnim case
14,26 min je pravdépodobné 317 m/z a podle dusikového pravidla tedy molekula

produktu neobsahuje dusik z ptivodni molekuly kyseliny asparagové.
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Obrdzek 4.2.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny asparagové s dusitanem sodnym
v retencnim case 9,93 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.2.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny asparagové s dusitanem sodnym
v retencnim case 14,26 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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4.3. 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(SH)-furanon

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovdno dvanact produktt reakce
5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem. Produkty reakce
5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retenc¢nich ¢asech 7,65 min
(viz Obr. 4.3.1.) a 7,66 min (viz Obr. 4.3.2.) obsahuji jeden atom dusiku pochazejici
z dusitanu. Absence fragmentu 73 m/z znaci, Ze obé detekované molekuly neobsahuji
TMS skupinu, coz znamena, ze ob¢ detekované molekuly produktu neobsahuji zadnou

polarni skupinu, kterou by bylo mozné derivatizovat.
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Obrazek 4.3.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce
S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 7,65 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu
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Obrdzek 4.3.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce
S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 7,66 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retencnim
case 7,93 min (viz Obr. 4.3.3.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu.
Ptitomnost fragmentd 73 a 75 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu

navazanou pravdépodobné pies hydroxylovou skupinu.
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x10 6 |+ Scan (rt: 7.91-7.95 min, 11 scans) 5_ethyl_3_hydroxy_4_methyl_2_furanon_N.D Subtract
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Obrazek 4.3.3.; Hmotnostni spektrum produktu reakce

S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 7,93 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retencnim
case 7,98 min (viz Obr. 4.3.4.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu.
Ptitomnost fragment 73, 75 a 89 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS
skupinu navazanou pravdépodobné pies hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak

indikuje pfitomnost dalsi polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.34.: Hmotnostni spektrum produktu reakce
S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 7,98 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v reten¢nim
case 9,22 min (viz Obr. 4.3.5.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu.
Molekularni ion je zde pravdépodobné 261 m/z. Pfitomnost fragmenti 73 a 147 m/z
znaci, Zze detekovanid molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coZ indikuje

pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.3.5.; Hmotnostni spektrum produktu reakce

S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 9,22 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retencnim
case 9,68 min (viz Obr. 4.3.6.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu.
Pfitomnost fragmentt 73 a 75 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu

navazanou pravdépodobné ptes hydroxylovou skupinu.
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Obrazek 4.3.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce

S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 9,68 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retencnim
Case 11,09 min (viz Obr. 4.3.7.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu.
Pritomnost fragmenti 73 a 117 m/z znaci, ze detekovand molekula obsahuje TMS
skupinu navazanou pies karboxyl ¢i hydroxyl. Fragment 147 m/z pak indikuje pfitomnost

vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.3.7.; Hmotnostni spektrum produktu reakce
S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 11,09 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retencnim
case 12,91 min (viz Obr. 4.3.8.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu.
Ptitomnost fragmenti 73 a 147 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje vice nez
jednu TMS skupinu, coZz indikuje piitomnost vice nez jedné polarni skupiny v

nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.3.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce
S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 12,91 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v reten¢nim
case 13,99 min (viz Obr. 4.3.9.) obsahuje dva atomy dusiku pochazejici z dusitanu.
Molekularni ion je zde nejspiSe 290 m/z. Pfitomnost fragmentt 73, 75, 89 a 117 m/z
indikuje, Ze detekované molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pravdépodobné pies
hydroxylovou ¢i karboxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak znaci pfitomnost vice nez

jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.3.9.; Hmotnostni spektrum produktu reakce

S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 13,99 min.
Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem v retencnim
case 14,83 min (viz Obr. 4.3.10.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu.
Pfitomnost fragmentt 73, 89 a 117 m/z indikuje, Ze detekovana molekula obsahuje TMS
skupinu navazanou pies karboxyl ¢i hydroxyl. Fragment 147 m/z pak znaci pfitomnost

vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrdazek 4.3.10.: Hmotnostni spektrum produktu reakce

S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 14,83 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce 5-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s  dusitanem
v reten¢nich ¢asech 16,07 min (viz Obr. 4.3.11.) a 16,58 min (viz Obr. 4.3.12.) obsahuji
jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Podobnost téchto spekter mize znamenat, Ze
se jedna o dv¢ izomerni formy jedné slouceniny. Mozny molekulérni ion je zde 333 m/z.
Ptitomnost fragmentli 73 a 147 m/z znadi, ze detekované molekuly obsahuji vice nez
jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v

nederivatizovanych molekulach produktu.
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Obrazek 4.3.11.: Hmotnostni spektrum produktu reakce

S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 16,07 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.3.12.; Hmotnostni spektrum produktu reakce
S-ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanonu s dusitanem sodnym v retencnim case 16,58 min.
Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.4. Fenylacetaldehyd

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovdno osm produktu reakce
fenylacetaldehydu s dusitanem. Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v
retenénim Case 7,86 min (viz Obr. 4.4.1) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici
z dusitanu. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znadi, Ze detekovand molekula obsahuje TMS
skupinu, coZ indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
Diky fragmentu 91 m/z 1ze usuzovat, Ze doSlo k zachovéani benzenového jadra z plivodni

molekuly fenylacetaldehydu.
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Obrazek 4.4.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 7,86 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retenénim case 7,96 min
(viz Obr. 4.4.2) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentti
73 a 75 m/z znali, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navadzanou

pravdépodobné pies hydroxylovou skupinu.
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Obrazek 4.4.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym v
retencnim case 7,96 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retencnim case 8,19 min
(viz Obr. 4.4.3) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentli
73 a 147 m/z znadi, ze detekované molekuly obsahuji vice nez jednu TMS skupinu, coz
indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule

produktu.
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Obrazek 4.4.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 8,19 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retencnich casech 13,39 min
(viz Obr. 4.4.4) a 14,28 min (viz Obr. 4.4.5) obsahuji jeden atom dusiku pochdzejici z
dusitanu. Podobnost téchto spekter miize znamenat, ze se jedna o dvé izomerni formy
jedné slouceniny. Molekuléarni ion je zde nejspise 221 m/z. Pfitomnost fragmentt 73, 75
a 89m/z znali, ze detekované molekuly obsahuji TMS skupinu navézanou

pravdépodobné pies hydroxylovou skupinu.

28



x10 7 |* Scan (rt: 13.35-13.43 min, 24 scans) Phenylacetaldehyd_N.D Subtract
6

10:

3 192

) ,

163 )

. 89 2

! 45 ‘ 135 ‘
L . ‘

L T M e

|
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 4.4.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 13,39 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

x10 7 |* Scan (rt: 14.24-14.31 min, 20 scans) Phenylacetaldehyd_N.D Subtract

75

104

04 192

176 1

162 206 z
118 135
2 s 1.\.1 bl

89

59
45
Al .L 8 | H 237 299

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 4.4.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym v
retencnim case 14,28 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retencnim c¢ase 16,51 min
(viz Obr. 4.4.6) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentti
73 a 117 m/z indikuje, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pies
karboxyl ¢i hydroxyl. Diky fragmentu 91 m/z lze usuzovat, Ze doSlo k zachovani
benzenového jadra z ptivodni molekuly fenylacetaldehydu. Fragment 147 m/z pak znaci

pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrdzek 4.4.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 16,51 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retenénim case 25,22 min
(viz Obr. 4.4.7) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Absence fragmentu

73 m/z znaci, Ze detekovana molekula neobsahuje TMS skupinu, coZ znamena, ze
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detekovana molekula produktu neobsahuje zddnou polarni skupinu, kterou by bylo mozné

derivatizovat.
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Obrazek 4.4.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 25,22 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retencnim case 28,01 min
(viz Obr. 4.4.8) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentu
73 m/z znadi, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost
polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Diky fragmentu 91 m/z lze
usuzovat, ze doSlo kzachovani benzenového jadra zplvodni molekuly

fenylacetaldehydu.
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Obrdzek 4.4.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 28,01 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylacetaldehydu s dusitanem v retenénim case 29,45 min
(viz Obr. 4.4.9) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentti
73 a 117 m/z indikuje, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pies
karboxyl ¢i hydroxyl. Diky fragmentu 91 m/z lze usuzovat, Zze doSlo k zachovani
benzenového jadra z ptivodni molekuly fenylacetaldehydu. Fragment 147 m/z pak znaci

pfitomnost vice neZ jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.4.9.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylacetaldehydu s dusitanem sodnym
v retencnim case 29,45 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.5. Fenylalanin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byly detekovany ¢tyii produkty reakce fenylalaninu
s dusitanem. Produkt reakce fenylalaninu s dusitanem v retenénim case 8,91 min
(viz Obr. 4.5.1) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentti
73 a 75 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navazanou ptes
hydroxylovou skupinu. Diky fragmentu 91 m/z lze usuzovat, Ze dosSlo k zachovéni
benzenového jadra z ptivodni molekuly fenylalaninu. Fragment 147 m/z pak znaci

ptitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrdzek 4.5.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylalaninu s dusitanem sodnym
v retencnim case 8,91 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylalaninu s dusitanem v reten¢nim case 12,30 min (viz Obr. 4.5.2)
obsahuje jeden atom dusiku pochdazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentt 73, 75 a
117 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navazanou ptes
karboxyl nebo hydroxyl. Diky fragmentu 91 m/z Ize usuzovat, Ze doslo k zachovani

benzenového jadra z plivodni molekuly fenylalaninu.
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Obrazek 4.5.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylalaninu s dusitanem sodnym
v retencnim case 12,30 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylalaninu s dusitanem v reten¢nim case 12,74 min (viz Obr. 4.5.3)
obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentd 73 a 75 m/z
indikuje, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pies hydroxylovou

skupinu.

x10 6 [+ Scan (rt: 12.70-12.77 min, 20 scans) Phenylalanin_N.D

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 4.5.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylalaninu s dusitanem sodnym
v retencnim case 12,74 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce fenylalaninu s dusitanem v retenénim ¢ase 16,83 min (viz Obr. 4.5.4)
obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentd 73 a 75 m/z
indikuje, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou ptes hydroxylovou
skupinu. Diky fragmentu 91 m/z Ize usuzovat, ze doslo k zachovani benzenového jadra

z ptivodni molekuly fenylalaninu.
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Obrazek 4.5.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce fenylalaninu s dusitanem sodnym
v retencnim case 16,83 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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4.6. B-fenylethanol, glutamova kyselina, isoleucin, maltol

V piipadé B-fenylethanolu, kyseliny glutamové a isoleucinu nebyl detekovan zadny
produkt obsahujici dusik z dusitanu pfi porovnavani spekter produkt reakci reaktantu
s izotopicky neznac¢enym dusitanem s hmotnostnimi spektry produktt reakce reaktantu
s izotopicky znacenym dusitanem.

V ptipad¢ maltolu nebyl detekovan zadny produkt obsahujici dusik z dusitanu, protoze
pravdépodobné doslo k chybé pii ptipravé reakénich smési k analyze a ve vyslednych

chromatogramech nebylo mozné najit odpovidajici piky pro integraci a srovnani.

4.7. Ferulova Kkyselina

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovano dvacet Sest produkti reakce
kyseliny ferulové s dusitanem. Devét znich bylo detekovano 1 pifi reakci
2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem a dva z nich byly detekovany 1 pfi reakci dusitanu
s kyselinou kumarovou.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 7,59 min
(viz Obr. 4.7.1.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentl 73 a 89 m/z indikuje, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu
navézanou pravdépodobné ptes hydroxylovou skupinu. Neptitomnost fragmentu 147 m/z
znac¢i, ze molekula produktu neobsahuje dal§i polarni skupinu a mozna tedy doSlo
k odStépeni casti piivodni molekuly kyseliny ferulové. Stejny produkt byl nalezen 1 pfi
reakci  dusitanu s kyselinou kumarovou v odpovidajicim  retenénim  Case

(viz Obr. 4.12.1.).
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Obrazek 4.7.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
V retencnim case 7,59 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retenénim case 8,75 min
(viz Obr. 4.7.2.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Molekularni ion je
zde pravdépodobné 233 m/z. Pritomnost fragmentl 73 a 147 m/z znadi, ze detekovana
molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné
polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Stejny produkt byl nalezen i pfi
reakci  dusitanu s kyselinou kumarovou v odpovidajicim  retencnim  Case

(viz Obr. 4.12.2.).
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Obrazek 4.7.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 8,75 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim c¢ase 15,65 min
(viz Obr. 4.7.3.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Molekularni ion je
zde pravdépodobné 237 m/z. Pfitomnost fragmentl 73 a 147 m/z znadi, ze detekovana
molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné
polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Fragmenty 177, 192, 207, 222 a
237 m/z odpovidaji postupnému odStépeni Ctyf methylovych skupin, zcehoZ lze
usuzovat, Ze molekula produktu obsahuje methoxy skupinu, jelikoZ tfi methyly se od$tépi

z TMS skupiny a ¢tvrta pravé ze zminéné methoxy skupiny.
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Obrdzek 4.7.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 15,65 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 16,47 min
(viz Obr. 4.7.4.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje
pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Mozny molekularni
ion je zde 221 m/z. V dusledku vysoké koncentrace analytu doslo k destrukci spektra,
readlny m/z by mél byt 191, nikoli 190. Fragmenty 161, 176, 191, 206 a 221 m/z
odpovidaji postupnému odstépeni ¢ty methylovych skupin, z ¢ehoz lze usuzovat, ze
molekula produktu obsahuje methoxy skupinu, jelikoz tfi methyly se odstépi z TMS
skupiny a ¢tvrta pravé ze zminéné methoxy skupiny. Stejny produkt byl nalezen i pii
reakci dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem v odpovidajicim reten¢nim cCase

(viz Obr. 4.16.1.) prave s fragmentem 191 m/z.
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Obrazek 4.7.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 16,47 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 16,87 min
(viz Obr. 4.7.5.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentti 73, 75 a 89 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu

navazanou pies hydroxylovou skupinu.
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Obrdzek 4.7.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym

v retencnim case 16,87 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 18,15 min
(viz Obr. 4.7.6.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Mozny molekularni
ion je zde 235 m/z. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje
TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule
produktu. Absence fragmentu 147 m/z znamen4, ze molekula produktu neobsahuje dalsi
polarni skupinu a moznéd tedy doSlo k odstépeni c¢asti ptivodni molekuly kyseliny
ferulové, v tomto piipad¢ karboxylu, jelikoz stejny produkt byl nalezen i pii reakci
dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem v odpovidajicim retencnim ¢ase (viz Obr. 4.16.2.).
Struktura 2-methoxy-4-vinylfenolu se od struktury kyseliny ferulové lisi praveé absenci

karboxylu.
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Obrazek 4.7.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 18,15 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retenénim case 18,27 min
(viz Obr. 4.7.7.) byl dle dostupnych zdroji identifikovan jako trimethylsilyl derivat
2-methoxy-5-nitrofenolu [12]. Ve zminéné praci byla prekurzorem kyselina vanilova.
Stejny produkt byl nalezen 1 pifi reakci dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem

v odpovidajicim retencnim Case (viz Obr. 4.16.3.).
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Obrazek 4.7.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 18,27 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 18,99 min
(viz Obr. 4.7.8.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Mozny molekulérni
ion je zde 265 m/z. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje
TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule
produktu. Absence fragmentu 147 m/z znamena, ze molekula produktu neobsahuje dalsi
polarni skupinu a moznéd tedy doSlo k odstépeni c¢asti ptivodni molekuly kyseliny
ferulové. Stejny produkt byl nalezen i pfi reakci dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem

v odpovidajicim retencnim Case (viz Obr. 4.16.4.).
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Obrazek 4.7.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 18,99 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce dusitanu s kyselinou ferulovou v retenénim c¢ase 19,46 min
(viz Obr. 4.7.9.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentu 73 m/z znadi, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coZ indikuje
pritomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Mozny molekularni
ion 267 m/z odpovidad navazani jedné nitroskupiny, pokud by zaroven doslo k odstépeni
karboxylu. Tomu odpovida i absence fragmentu 147 m/z, indikujici, Ze v molekule

produktu se nachazi pouze jedna polarni skupina.
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Obrazek 4.7.9.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 19,46 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 20,02 min
(viz Obr. 4.7.10.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentl 73 a 75 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou
pravdépodobné pres hydroxylovou skupinu. Mozny molekularni ion 311 m/z odpovida

navazani jedné nitroskupiny.
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Obrazek 4.7.10.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 20,02 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencénich casech 20,65 min
(viz Obr. 4.7.11.) a 32,18 min (viz Obr. 4.7.26.) obsahuji dva dusiky pochdazejici z
dusitanu. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, ze detekované molekuly obsahuji TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v plvodnich nederivatizovanych
molekulach. Absence fragmentu 147 m/z znamend, Zze molekuly produktti neobsahuji
dalsi polarni skupinu a mozna tedy doslo k odstépeni ¢asti plivodni molekuly kyseliny
ferulové. V ptipadé produktu v retenénim Case 32,18 min je mozny molekuldrni ion

442 m/z.
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Obrdzek 4.7.11.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 20,65 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 20,80 min
(viz Obr. 4.7.12.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Molekularni ion je

zde pravdépodobné 338 m/z. Pritomnost fragmentli 73 a 147 m/z znadi, ze detekovana
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molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje ptitomnost vice nez jedné
polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Fragmenty 278, 293, 308, 323 a
338 m/z odpovidaji postupnému odstépeni ctyt methylovych skupin, z cehoz lze
usuzovat, ze molekula produktu obsahuje methoxy skupinu, jelikoz tfi methyly se odstépi
z TMS skupiny a ¢tvrta praveé ze zminéné methoxy skupiny. Stejny produkt byl nalezen 1
pii reakci dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem v odpovidajicim reten¢nim case

(viz Obr. 4.16.5.).
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Obrazek 4.7.12.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 20,80 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 21,42 min
(viz Obr. 4.7.13.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Stejny produkt byl
nalezen 1 pfi reakci dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem v odpovidajicim retencnim
Case (viz Obr. 4.16.6.), kde je mozné nalézt i fragment 73 m/z, ktery znaci, Ze detekovana
molekula obsahuje TMS skupinu, coZ indikuje ptfitomnost poldrni skupiny v

nederivatizované molekule produktu. Molekularni ion je zde pravdépodobné 355 m/z.
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Obrdzek 4.7.13.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 21,42 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 22,96 min
(viz Obr. 4.7.14.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Molekularni ion je

zde pravdépodobné 413 m/z. Pfitomnost fragmentli 73 a 147 m/z znadi, ze detekovana
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molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje ptitomnost vice nez jedné

polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.7.14.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 22,96 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retenénim case 23,38 min
(viz Obr. 4.7.15.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje
ptitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Absence fragmentu
147 m/z znamena, Ze molekula produktu neobsahuje dalsi polarni skupinu a mozna tedy
doslo k odstépeni Casti ptivodni molekuly kyseliny ferulové. Stejny produkt byl nalezen
i pfi reakci dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem v odpovidajicim retenénim case

(viz Obr. 4.16.8.).
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Obrazek 4.7.15.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 23,38 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnich cCasech 23,72 min
(viz Obr. 4.7.16.) a 25,00 min (viz Obr. 4.7.18.) obsahuji dva atomy dusiku pochéazejici
z dusitanu. Podobnost téchto spekter miize znamenat, Ze se jedna o dvé izomerni formy
jedné slouceniny. Pfitomnost fragmenti 73 a 147 m/z znaci, ze detekované molekuly
obsahuji vice nez jednu TMS skupinu, coZ indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni

skupiny v nederivatizovanych molekulach produkta.
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410 8 |Cpd 169: 23.72: + Compound Spectrum (rt: 23.64-23.78 min) k_ferulova_N.D
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Obrazek 4.7.16.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 23,72 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 24,06 min

(viz Obr. 4.7.17.) obsahuje dva atomy dusiku pochézejici z dusitanu. Molekularni ion je

zde pravdépodobné 424 m/z. Ptitomnost fragmentti 73 a 147 m/z znaci, ze detekovana

molekula obsahuje vice neZ jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné

poléarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.7.17.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 24,06 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

x10 8 |Cpd 204: 25.00: + Compound Spectrum (rt: 24.92-25.10 min) k_ferulova_N.D

1.8
16
14 .
1.2 9 "

0.8 206

056
176
69 294 307

34
04 73 ‘ b 0
. \‘H‘ i M\ \\m H\ ‘h Il L o M‘H Hm dﬁ‘) !

220 %
254 .

396
L

‘ 353
[

02 ‘ 133 165
. 0 il
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

420

440

460

480

500

Obrazek 4.7.18.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 25,00 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 25,27 min

(viz Obr. 4.7.19.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Molekularni ion by

zde mohl byt 423 m/z. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovand molekula
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obsahuje TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované

molekule produktu.
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Obrazek 4.7.19.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 25,27 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny ferulové s dusitanem v reten¢nich c¢asech 25,99 min
(viz Obr. 4.7.20.) a 26,59 min (viz Obr. 4.7.23.) obsahuji dva atomy dusiku pochazejici
z dusitanu. Podobnost téchto spekter miize znamenat, ze se jedna o dvé izomerni formy
jedné slouceniny. Molekularni ion je zde pravdépodobné 400 m/z. Pfitomnost fragmentii
73 a 89 m/z indikuje, Ze detekované molekuly obsahuji TMS skupinu navazanou pres
hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z znaci pfitomnost vice nez jedné polarni

skupiny v nederivatizovanych molekulach produktu.
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Obrdzek 4.7.20.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 25,99 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 26,15 min
(viz Obr. 4.7.21.) obsahuje dva atomy dusiku pochazejici z dusitanu. Molekularni ion by
zde mohl byt 354 m/z. Pfitomnost fragmenti 73 a 75 m/z indikuje, ze detekovana

molekula obsahuje TMS skupinu navdzanou pies hydroxylovou skupinu.
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Obrazek 4.7.21.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 26,15 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnich c¢asech 26,27 min
(viz Obr. 4.7.22.) a 26,86 min (viz Obr. 4.7.24.) obsahuji dva atomy dusiku pochazejici
z dusitanu. Podobnost téchto spekter miize znamenat, Ze se jednd o dvé izomerni formy
jedné slouceniny. Molekularni ion je zde pravdépodobné 458 m/z. Pfitomnost fragmentil
73 a 117 m/z indikuje, ze detekované molekuly obsahuji TMS skupinu navazanou ptes
karboxyl ¢i hydroxyl. Fragment 147 m/z znaci pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny
v nederivatizovanych molekulach produktt. Stejné produkty byl detekovany i pti reakci
dusitanu s 2-methoxy-4-vinylfenolem v odpovidajicich  reten¢nich  casech

(viz Obr. 4.16.10. a Obr 4.16.11.).
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Obrdzek 4.7.22.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 26,27 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.7.23.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 26,59 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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x10 7 |* Scan (1t: 26.84-26.89 min, 14 scans) k_ferulova_N.D Subtract
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Obrazek 4.7.24.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 26,86 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v retencnim case 31,69 min
(viz Obr. 4.7.25.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentt 73 a 117 m/z znaci, ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navdzanou

ptes karboxyl ¢i hydroxyl.
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Obrazek 4.7.25.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 31,69 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny ferulové s dusitanem v reten¢nim case 32,18 min
(viz Obr. 4.7.26.) obsahuje dva atomy dusiku pochazejici z dusitanu. Molekulérni ion je
zde pravdépodobné 442 m/z. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovand molekula
obsahuje TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované

molekule produktu.

x10 8 | * Scan (it: 32.17-32.20 min, 10 scans) k_ferulova_N.D Subtract

12 442

08
06
04

02

387
‘h

12
. 427

L 400 I
380 400 420

206 222 247 267 279 296 312 328 342
220 320 340

356 369
L L

360

460

440 480 500

240 260 280 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrdzek 4.7.26.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny ferulové s dusitanem sodnym
v retencnim case 32,18 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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4.8.Furaneol

Vyhodnocenim ziskanych spekter byly detekovany ctyii produkty reakce furaneolu

s dusitanem. VSechny Ctyfi produkty obsahuji jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu.

Diky piitomnosti fragmenti 73 a 89 m/z Ize konstatovat, Ze produkty reakce furaneolu

s dusitanem v retenc¢nich Casech 9,41 min (viz Obr. 4.8.1.) a 12,59 min (viz Obr. 4.8.2)

pravdépodobné obsahuji TMS skupinu navézanou pfes hydroxylovou skupinu.

Fragmenty 73 a 147 m/z znadi, ze detekované molekuly reten¢nich ¢asech 14,52 min

(viz Obr. 4.8.3.) a 17,89 min (viz Obr. 4.8.4) obsahuji vice nez jednu TMS skupinu, coz

indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizovanych molekulach

produkti. Mozné molekularni ionty jsou zde 413 m/z pro Obr. 4.8.3. a 391 m/z pro

Obr. 4.8.4.
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Obrazek 4.8.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce furaneolu s dusitanem sodnym v retencnim

case 9,41 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.8.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce furaneolu s dusitanem sodnym v retencnim

Case 12,59 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.8.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce furaneolu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 14,52 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

x107

1.8
16

12

0.8
0.6
0.4
0.2

+Scan (it: 17.86-17.91 min, 15 scans) furaneol_DMHF_N.D Subtract
260
391
s 147
116
o 173 01, 22 s
1 185 244
43 | ‘ 133 ) 59 ‘ ‘ | ‘ 274 595 302 320 334 376 h
L I [ oLttt gl - il L TR L
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 2 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

26 80 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 4.8.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce furaneolu s dusitanem sodnym v retencnim
case 17,89 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.9. Glycin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byl detekovan jeden produkt reakce glycinu

s dusitanem v retenénim case 8,73 min (viz Obr 4.9.1.). Tento produkt obsahuje jeden

dusik z reakce s dusitanem. Pfitomnost fragmentti 73 a 147 m/z znaci, Zze detekovana

molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coZ indikuje pfitomnost vice neZ jedné

polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.9.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce glycinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 8,73 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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4.10. Histidin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byly detekovany tfi produkty reakce histidinu
s dusitanem viz Obr. 4.10.1. — Obr. 4.10.3. VSechny tii produkty obsahuji jeden atom
dusiku pochézejici z dusitanu. Fragmenty 73 a 147 m/z znaci, ze vSechny tii detekované
molekuly obsahuji vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné

polérni skupiny v ptivodnich nederivatizovanych molekuléch.
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Obrazek 4.10.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce histidinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 7,22 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.10.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce histidinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 14,68 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.10.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce histidinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 18,28 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.11. Homofuraneol

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo nalezeno sedm produktti reakce homofuraneolu

s dusitanem. Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v reten¢nim case 10,09 min
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(viz Obr. 4.11.1.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Ptitomnost
fragmentt 73, 89 a 117 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu

navazanou pies karboxyl ¢i hydroxyl.
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Obrazek 4.11.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 10,09 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v reten¢nim case 10,30 min
(viz Obr. 4.11.2.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentli 73 a 75 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu
navazanou pies hydroxylovou skupinu. Diky fragmentu 91 m/z lze usuzovat, ze doslo
k zachovéni benzenového jadra z ptivodni molekuly homofuraneolu. Fragment 147 m/z
pak znaci pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule

produktu.
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Obrazek 4.11.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 10,30 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v retenénim case 11,81 min
(viz Obr. 4.11.3.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentl 73 a 89 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu
navazanou pies hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak znaci pfitomnost vice nez
jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. MoZny molekularni ion je

zde 291 m/z.
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%106 |+ Scan (rt: 11.78-11.85 min, 19 scans) homofuraneol_N.D Subtract
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Obrazek 4.11.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 11,81 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v reten¢nim case 12,27 min
(viz Obr. 4.11.4.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost
fragment 73 a 147 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje vice nez jednu TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované

molekule produktu.
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Obrazek 4.11.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 12,27 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v retenénim case 15,95 min
(viz Obr. 4.11.5.) obsahuje jeden atom dusiku pochéazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentli 73 a 75 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu

navazanou pies hydroxylovou skupinu.
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Obrdzek 4.11.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 15,95 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v retenénim case 16,69 min
(viz Obr. 4.11.6.) obsahuje dva atomy dusiku pochézejici z dusitanu. Molekularni ion je
zde pravdépodobné 376 m/z. Pritomnost fragmentli 73 a 147 m/z znadi, ze detekovana
molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné

polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.11.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 16,69 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce homofuraneolu s dusitanem v reten¢nim case 17,40 min
(viz Obr. 4.11.7.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentu 73 m/z znaci, ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje

ptitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.

x10 7 |Cpd 217: 17.40: + Compound Spectrum (rt: 17.35-17.51 min) homofuraneol _N.D
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Obrazek 4.11.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce homofuraneolu s dusitanem sodnym
v retencnim case 17,40 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.12. Kumarova kyselina

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovano dvacet dva produkti reakce
kyseliny kumarové s dusitanem. Produkty reakce kyseliny kumarové s dusitanem v
retencnim Case 7,58 min (viz Obr. 4.12.1.) a 8,74 min (viz Obr. 4.12.2.) byly detekovany
1 pfi reakci dusitanu s kyselinou ferulovou v odpovidajicich retencnich casech, jejich

charakterizace je tedy jiz uvedena vyse viz Kapitola 4.7. Ferulova kyselina.
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Absence fragmentu 147 m/z u poloviny produktt (viz Obr. 4.12.1., 4.12.4.- 4.12.7.,
4.12.9., 4.12.11.- 4.12.13., 4.12.19. a 4.12.20.) znaci, Ze molekula produktu neobsahuje
dalsi polarni skupinu a mozna tedy doslo k odstépeni ¢asti ptivodni molekuly kyseliny

kumarové.
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Obrazek 4.12.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 7,58 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.12.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 8,74 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 12,46 min
(viz Obr. 4.12.3.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentt 73 a 147 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje vice nez jednu TMS
skupinu, coZ indikuje pfitomnost vice neZ jedné polarni skupiny. Pokud je molekularni
ion 207 m/z, tak je molekula produktu pravdépodobné stale aromaticka, jelikoZ fragment

M-15" (192 m/z) je ze ziskaného spektra nejintenzivnéjsi.

x107 [* Scan (rt: 12.41-12.50 min, 23 scans) k_kumarova_N.D Subtract
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Obrdzek 4.12.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 12,46 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkty reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retencnich casech 15,49 min
(viz Obr. 4.12.4.) a 21,74 min (viz Obr. 4.12.13.) obsahuji jeden atom dusiku pochazejici
z dusitanu. Pfitomnost fragmentti 73 a 89 m/z indikuje, Ze detekované molekuly obsahuji
TMS skupinu navéazanou pies hydroxylovou skupinu. V ptipad¢ produktu v retenénim

¢ase 21,74 min je mozny molekularni ion 339 m/z.
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Obrazek 4.12.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 15,49 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 15,62 min
(viz Obr. 4.12.5.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentli 73 a 89 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu
navazanou pres hydroxylovou skupinu. Pokud je zde molekuldrni ion 211 m/z, tak je
molekula produktu pravdépodobné stale aromaticka, jelikoz fragment M-15" (196 m/z)

je ze ziskaného spektra nejintenzivnéjsi.
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Obrdzek 4.12.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 15,62 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 15,69 min
(viz Obr. 4.12.6.) obsahuje jeden dusik pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentd 73
a 89 m/z indikuje, ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pies
hydroxylovou skupinu. Pokud je zde molekularni ion 205 m/z, tak je molekula produktu

pravdépodobné stdle aromaticka, jelikoz fragment M-15" (190 m/z) je ze ziskaného
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v

spektra nejintenzivnéj$i. Stejny produkt vznikl i zreakce dusitanu s tyrosinem ve

shodném retencnim cCase (viz Obr. 4.20.2.).
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Obrazek 4.12.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 15,69 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retencnich casech 16,81 min
(viz Obr. 4.12.7.) a 21,57 min (viz Obr. 4.12.12.) obsahuji jeden atom dusiku pochazejici
z dusitanu. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, ze detekované molekuly obsahuji TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizovanych molekulédch
produktt. V piipad¢é produktu v retenénim case 16,81 min je mozny molekularni ion

235 m/z.

x107 |* Scan (rt: 16.78-16.84 min, 18 scans) k_kumarova_N.D Subtract
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Obrdzek 4.12.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 16,81 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 17,80 min
(viz Obr. 4.12.8.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentli 73 a 75 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu
navazanou pies hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z znaci pfitomnost vice nez
jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Molekularni ion zde muze

byt 281 m/z.
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x10 7 |* Scan (1t: 17.77-17.83 min, 16 scans) k_kumarova_N.D Subtract
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Obrazek 4.12.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 17,80 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 18,01 min
(viz Obr. 4.12.9.) obsahuje dva atomy dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje
pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Pokud je zde
molekularni ion 234 m/z, tak je molekula produktu pravdépodobné stale aromaticka,

jelikoz fragment M-15" (219 m/z) je ze ziskaného spektra nejintenzivn&jsi.
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Obrdzek 4.12.9.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 18,01 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retencnim case 18,66 min
(viz Obr. 4.12.10.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentli 73 a 147 m/z znaci, ze detekovana molekula obsahuje vice nez jednu TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované
molekule produktu. Mozny molekularni ion 293 m/z odpovida obsahu jedné

nitrososkupiny v molekule produktu, pokud by zaroven doslo k odstépeni karboxylu.
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Obrazek 4.12.10.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 18,66 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 20,89 min

(viz Obr. 4.12.11.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Absence

fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula neobsahuje TMS skupinu, coZ znamena,

ze detekovand molekula produktu neobsahuje zddnou polarni skupinu, kterou by bylo

mozné derivatizovat.
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Obrazek 4.12.11.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumaroveé s dusitanem sodnym
v retencnim case 20,89 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.12.12.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 21,57 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.12.13.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 21,74 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenc¢nich casech 21,89 min
(viz Obr. 4.12.14.), 22,50 min (viz Obr. 4.12.16.) a 31,62 min (viz Obr. 4.12.21.)
obsahuji dva atomy dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmenta 73 a 147 m/z
znadi, ze detekované molekuly obsahuji vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje
pritomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizovanych molekulach produkti.
V ptipadé€ produktu v retenénim case 21,89 min je mozny molekularni ion 396 m/z, pro
produkt v reten¢nim €ase 22,50 min je mozny molekuldrni ion 394 m/z a pro produkt

v reten¢nim ¢ase 31,62 min je mozny molekularni ion 382 m/z.
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Obrdzek 4.12.14.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 21,89 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retencnich casech 22,23 min
(vizObr. 4.12.15.) a 28,42 min (vizObr. 4.12.18.) obsahuji jeden atom dusiku
pochézejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentti 73 a 147 m/z znaéi, Ze detekované molekuly
obsahuji vice nez jednu TMS skupinu, coZ indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni
skupiny v nederivatizovanych molekuldch produktd. V ptipadé produktu v retenénim

Case 28,42 min je mozny molekularni ion 369 m/z.
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Obrazek 4.12.15.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 22,23 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.12.16.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 22,50 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 25,34 min
(viz Obr. 4.12.17.) obsahuje dva atomy dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
fragmentli 73 a 89 m/z indikuje, Ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu
navazanou pies hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak znaci pfitomnost vice nez
jedné poléarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Mozny molekularni ion je

zde 364 m/z.
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Obrdzek 4.12.17.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 25,34 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.12.18.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 28,42 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retencnich casch 30,01 min
(viz Obr. 4.12.19.) a31,24 min (viz Obr. 4.12.20.) obsahuji dva atomy dusiku pochazejici
z dusitanu. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, ze detekované molekuly obsahuji TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizovanych molekulach
produktt. V ptipadé produktu v retenénim ¢ase 31,34 min je mozny molekularni ion

406 m/z.
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Obrazek 4.12.19.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 30,01 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.12.20.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 31,24 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.12.21.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 31,62 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

Produkt reakce kyseliny kumarové s dusitanem v retenénim case 31,94 min
(viz Obr. 4.12.22.) obsahuje tfi atomy dusiku pochazejici z dusitanu. Molekularni ion by
zde mohl byt 397 m/z. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, ze detekovana molekula
obsahuje TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované

molekule produktu.

x10 7 |* Scan (it: 31.92-31.97 min, 15 scans) k_kumarova_N.D Subtract
35

25

15

05

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 4.12.22.: Hmotnostni spektrum produktu reakce kyseliny kumarové s dusitanem sodnym
v retencnim case 31,94 min. Produkt reakce obsahuje t7i atomy dusiku z dusitanu.

4.13. Leucin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byl detekovan jeden produkt reakce leucinu
s dusitanem v reten¢nim ¢ase 9,71 min (viz Obr. 4.13.1.). Tento produkt obsahuje jeden
atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentli 73 a 89 m/z indikuje, Ze

detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navdzanou pies hydroxylovou skupinu.
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Obrazek 4.13.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce leucinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 9,71 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.14. Lysin

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovano deset produkti reakce lysinu
s dusitanem. Produkt reakce lysinu s dusitanem v retenénim case 7,53 min
(viz Obr. 4.14.1.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Absence fragmentu
73 m/z znaci, ze detekovand molekula neobsahuje TMS skupinu, coz znamend, Ze
detekovana molekula produktu neobsahuje Zadnou polarni skupinu, kterou by bylo mozné

derivatizovat.
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Obrdzek 4.14.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 7,56 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce lysinu s dusitanem v retencnich ¢asech 10,54 min (viz Obr. 4.14.2.),
11,16 min (viz Obr. 4.14.5.) a 18,01 min (viz Obr. 4.14.7.) obsahuji jeden atom dusiku
pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentd 73 a 75 m/z znaci, ze detekované molekuly
obsahuji TMS skupinu navazanou pravdépodobné ptes hydroxylovou skupinu. Fragment
147 m/z pak indikuje ptitomnost dalsi polarni skupiny v nederivatizovanych molekulach
produkti. Molekuldrni ion produktu reakce lysinu s dusitanem v retencnim Case
11,16 min mize byt 201 m/z a molekularni ion produktu této reakce v retenénim Case

18,01 min mize byt 302 m/z.
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Obrazek 4.14.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 10,54 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce lysinu s dusitanem v retenénim case 10,64 min (viz Obr. 4.14.3.)

obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentt 73, 75 a 117

m/z znaci, ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navéazanou ptes karboxyl ¢i

hydroxyl.
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Obrazek 4.14.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 10,64 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce lysinu s dusitanem v retencnim case 11,08 min (viz Obr. 4.14.4.)

obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Ptitomnost fragmentd 73 a 89 m/z

znadi, Zze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pravdépodobné pies

hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak indikuje pfitomnost dalsi polarni skupiny

v nederivatizované molekule produktu.
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Obrdzek 4.14.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 11,08 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.14.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 11,16 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce lysinu s dusitanem v retenénim case 15,61 min (viz Obr. 4.14.6.)
obsahuje jeden atom dusik pochazejici z dusitanu. Pritomnost fragmentu 73 m/z znaci, ze
detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v

nederivatizované molekule produktu.

x10 7 |*+ Scan (rt: 15.57-15.64 min, 19 scans) Lysin_N.D Subtract
35 7
3
25
156
2
15 200 215
1 8 13
17
0.5 45 55 128 184
N N T O O PR A 272287 317

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

240 260 280 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 4.14.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 15,61 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.14.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 18,01 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce lysinu s dusitanem v retencnich casech 18,38 min (viz Obr. 4.14.8.) a
18,54 min (viz Obr. 4.14.9.) obsahuji jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu.
Podobnost téchto spekter miize znamenat, Ze se jedna o dv€ izomerni formy jedné
slou€eniny. Ptitomnost fragmentl 73 a 147 m/z znaci, Ze detekované molekuly obsahuji
vice nez jednu TMS skupinu, coZ indikuje pfitomnost vice neZ jedné polarni skupiny

v nederivatizovanych molekuldch produkt. Mozny molekularni ion je zde 377 m/z.
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Obrazek 4.14.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 18,38 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.14.9.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 18,54 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce lysinu s dusitanem v reten¢nim c¢ase 19,27 min (viz Obr. 4.14.10.)
obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci,
ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny

v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.14.10.: Hmotnostni spektrum produktu reakce lysinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 19,27 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.15. Methionin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byly detekovany ctyii produkty reakce methioninu
s dusitanem. Produkt reakce methioninu s dusitanem v retenénim case 10,22 min

(viz Obr. 4.15.1.) obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost
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fragmenta 73 a 89 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou
pravdépodobné pies hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak indikuje pfitomnost

dalsi polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.15.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce methioninu s dusitanem sodnym v
retencnim case 10,22 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce methioninu s dusitanem v reten¢nich c¢asech 10,70 min
(viz Obr. 4.15.2.), 16,22 min (viz Obr. 4.15.3.) a 16,99 min (viz Obr. 4.15.4.) obsahuji
jeden dusik pochazejici z dusitanu. Absence fragmentu 73 m/z znaci, ze detekované
molekuly neobsahuji TMS skupinu, coz znamenda, ze molekuly produktti neobsahuji

zadnou polarni skupinu, kterou by bylo mozné derivatizovat.
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Obrdzek 4.15.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce methioninu s dusitanem sodnym v
retencnim case 10,70 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.15.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce methioninu s dusitanem sodnym v
retencnim case 16,22 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.15.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce methioninu s dusitanem sodnym v
retencnim case 16,99 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.16. 2-methoxy-4-vinylfenol

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovano jedendct produkti reakce

2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem. Devét znich (Obr. 4.16.1.-4.16.6., 4.16.8.,

4.16.10.-4.16.11.) bylo detekovano

1 pii reakci dusitanu s kyselinou ferulovou

v odpovidajicich reten¢nich Casech, jejich charakterizace je tedy jiz uvedena vyse

viz Kapitola 4.7. Ferulova kyselina.
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Obrazek 4.16.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 16,46 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.16.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 18,14 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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x10 7 |+ Scan (rt: 18.23-18.29 min, 18 scans) 2_methoxy_4_vinylphenol_N15.D Subtract
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Obrazek 4.16.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 18,26 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.16.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 19,00 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.16.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 20,80 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.16.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 21,42 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem v retencnim case 21,61 min
(viz Obr. 4.16.7.) obsahuje jeden atom dusiku pochézejici z dusitanu. Pfitomnost

fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje
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pritomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu. Pokud je molekularni

ion 299 m/z, tak je molekula produktu pravdépodobné stale aromaticka, jelikoz fragment

M-15" (284 m/z) je ze ziskaného spektra nejintenzivnéjsi.
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Obrazek 4.16.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 21,61 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.16.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 23,36 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem v retencnim cCase 24,35 min

(viz Obr. 4.16.9.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost

fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu, coz indikuje

pfitomnost polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.16.9.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 24,35 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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x10 7 |+ Scan (rt: 26.24-26.29 min, 14 scans) 2_methoxy_4_vinylphenol_N15.D Subtract
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Obrazek 4.16.10.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 26,26 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.16.11.: Hmotnostni spektrum produktu reakce 2-methoxy-4-vinylfenolu s dusitanem
sodnym v retencnim case 26,87 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.

4.17. Serin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byl detekovan jeden produkt reakce serinu v
retenénim Case 11,66 min (viz Obr. 4.17.1.). Tento produkt obsahuje jeden atom dusiku
pochazejici z dusitanu. Pritomnost fragmentti 73 a 147 m/z znaci, ze detekovana molekula
obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coZ indikuje pfitomnost vice neZ jedné polarni

skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.17.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce serinu s dusitanem sodnym v retencénim
Case 11,66 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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4.18. Sotolon

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo nalezeno Sest produktii reakce sotolonu
s dusitanem. Produkt reakce sotolonu s dusitanem v retenénim case 7,29 min
(viz Obr. 4.18.1.) obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost
fragment 73, 75 a 89 m/z znali, Ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu
navazanou pravdépodobné pres hydroxylovou skupinu. Fragment 147 m/z pak indikuje

pfitomnost dalsi polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.

x10 7 |+ Scan (rt: 7.28-7.30 min, 7 scans) sotolon_N.D Subtract

5 130

73

43 o8 g9 103 116
Y T N O

40 60 80 100 120 140 160 180

191
L

207 222 242 283

200 220 240 260 280 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Obrazek 4.18.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce sotolonu s dusitanem sodnym v retencnim
case 7,29 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce sotolonu s dusitanem v reten¢nim case 8,47 min (viz Obr. 4.18.2.)
obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentti 73 a 117 m/z
znaci, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navézanou pies karboxyl ¢i
hydroxyl. Pokud je molekularni ion 247 m/z, tak je molekula produktu pravdépodobné
stale aromatickd, jelikoz fragment M-15" (232 m/z) je ze ziskaného spektra

nejintenzivngjsi.
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Obrazek 4.18.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce sotolonu s dusitanem sodnym v retencnim
case 8,47 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce sotolonu s dusitanem v reten¢nim case 9,16 min (viz Obr. 4.18.3.)

obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost fragmenti 73, 75 a
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117 m/z indikuje, ze detekovand molekula obsahuje TMS skupinu navdzanou pies
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Obrazek 4.18.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce sotolonu s dusitanem sodnym v retencnim
case 9,16 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkty reakce sotolonu s dusitanem v reten¢nich ¢asech 10,34 min (viz Obr. 4.18.4.) a
13,47 min (viz Obr. 4.18.5.) obsahuji dva atomy dusiku pochazejici z dusitanu.
Pfitomnost fragmentli 73 a 147 m/z znadi, ze detekované molekuly obsahuji vice nez
jednu TMS skupinu, coZz indikuje pfitomnost vice neZz jedné polarni skupiny
v nederivatizovanych molekulach produktt. Molekuldrni ion produktu reakce sotolonu
s dusitanem v reten¢nim ¢ase 10,34 min je pravdépodobné 260 m/z a molekularni ion

produktu této reakce v retencnim case 13,47 min je pravdépodobné 276 m/z.
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Obrazek 4.18.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce sotolonu s dusitanem sodnym v retencnim
case 10,34 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.18.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce sotolonu s dusitanem sodnym v retencnim
case 13,47 min. Produkt reakce obsahuje dva atomy dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce sotolonu s dusitanem v reten¢nim case 15,23 min (viz Obr. 4.18.6.)
obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Molekularni ion zde mize byt 319
m/z. Pfitomnost fragmentl 73 a 117 m/z znaci, Ze detekovana molekula obsahuje TMS
skupinu navéazanou ptes karboxyl ¢i hydroxyl. Fragment 147 m/z pak indikuje pfitomnost

vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.18.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce sotolonu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 15,23 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.19. Tryptofan

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovano osm produkti reakce tryptofanu
s dusitanem. Produkty reakce tryptofanu s dusitanem v reten¢nich Casech 7,53 min
(viz Obr. 4.19.1.), 23,41 min (viz Obr. 4.19.3.), 23,86 min (viz Obr. 4.19.4.), 24,32 min
(viz Obr. 4.19.6.) a 26,56 min (viz Obr. 4.19.8.) obsahuji jeden atom dusiku pochazejici
z dusitanu. Pfitomnost fragmentl 73 a 147 m/z znaci, ze detekované molekuly obsahuji
vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny
v nederivatizovanych molekulach produktti. Molekularni ion produktu reakce tryptofanu
s dusitanem v retencnim ¢ase 23,86 min je pravdépodobné 316 m/z a molekularni ion

produktu této reakce v retenénim ¢ase 26,56 min je pravdépodobné 406 m/z.
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Obrdzek 4.19.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 7,53 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkty reakce tryptofanu s dusitanem v reten¢nich Casech 21,89 min
(viz Obr. 4.19.2.) a 24,04 min (viz Obr. 4.19.5.) obsahuji jeden atom dusiku pochazejici
z dusitanu. Pfitomnost fragmentu 73 m/z znaci, ze detekované molekuly obsahuji TMS
skupinu, coz indikuje pfitomnost polarni skupiny v nederivatizovanych molekulédch
produktii. Absence fragmentu 147 m/z znamena, Ze molekuly produktti neobsahuji dalsi
polarni skupinu a mozna tedy doslo k odstépeni ¢asti ptivodni molekuly tryptofanu.
Molekulérni ion produktu reakce tryptofanu s dusitanem v retenénim case 21,89 min je

pravdépodobné 228 m/z.
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Obrazek 4.19.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 21,89 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrdzek 4.19.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 23,41 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.19.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 23,86 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.19.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 24,04 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.19.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 24,32 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce tryptofanu s dusitanem v retencnim ¢ase 24,63 min (viz Obr. 4.19.7.)
obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Absence fragmentu 73 m/z znaci, ze

detekovana molekula neobsahuje TMS skupinu, coz znamen4d, Ze detekovana molekula

produktu neobsahuje zddnou polarni skupinu, kterou by bylo mozné derivatizovat.

Cpd 218: 24.63: + Compound Spectrum (rt: 24.59-24.69 min) Tryptofan_N.D
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Obrazek 4.19.7.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 24,63 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Obrazek 4.19.8.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tryptofanu s dusitanem sodnym v
retencnim case 26,56 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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4.20. Tyrosin

Vyhodnocenim ziskanych spekter bylo detekovano Sest produktii reakce tyrosinu
s dusitanem. Produkt reakce tyrosinu s dusitanem v retenénim c¢ase 13,33 min
(viz Obr. 4.20.1.) byl dle dostupnych zdroji identifikovan jako trimethylsilyl derivat
4-kyanofenolu [12].
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Obrazek 4.20.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tyrosinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 13,33 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce tyrosinu s dusitanem v retencnim case 15,69 min (viz Obr. 4.20.2.)
vznikl i pfi reakci dusitanu s kyselinou kumarovou ve shodném retenénim case
(viz Obr. 4.12.6.), charakterizace molekuly je tedy jiz uvedena vyse viz Kapitola 4.12.

Kumarova kyselina.
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Obrazek 4.20.2.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tyrosinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 15,69 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce tyrosinu s dusitanem v reten¢nim Case 23, 19 min (viz Obr. 4.20.3.) byl
jiz dfive nalezen, ale nikoliv identifikovan. Nicméné byl potvrzen molekularni ion
(341 m/z). Dle fragmentace byla jako mozny produkt této reakce kyselina

nitrosovanilova, coz se vSak nepotvrdilo. [12]
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Obrazek 4.20.3.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tyrosinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 23,19 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce tyrosinu s dusitanem v retencnim case 25,7 min (viz Obr. 4.20.4.)
obsahuje jeden atom dusiku pochdzejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentt 73, 89 a 117
m/z indikuje, ze detekovana molekula obsahuje TMS skupinu navazanou pies karboxyl

¢i hydroxyl.
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Obrazek 4.20.4.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tyrosinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 25,70 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

Produkt reakce tyrosinu s dusitanem v reten¢nim ¢ase 26,37 min (viz Obr. 4.20.5.) byl
také jiz diive nalezen, ale neidentifikovan. Molekuldrni ion (m/z 443) byl potvrzen

spektrem prekurzorovych iontd m/z 400. [12]
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Obrdzek 4.20.5.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tyrosinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 26,37 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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Produkt reakce tyrosinu s dusitanem v reten¢nim case 27,11 min (viz Obr. 4.20.6.)
obsahuje jeden atom dusiku pochazejici z dusitanu. Pfitomnost fragmentt 73 a 147 m/z
znaci, ze detekovana molekula obsahuje vice nez jednu TMS skupinu, coz indikuje

pfitomnost vice nez jedné polarni skupiny v nederivatizované molekule produktu.
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Obrazek 4.20.6.: Hmotnostni spektrum produktu reakce tyrosinu s dusitanem sodnym v retencnim
Case 27,11 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.

4.21. Valin

Vyhodnocenim ziskanych spekter byl detekovan jeden produkt reakce valinu
s dusitanem v reten¢nim case 8,52 min (viz Obr. 4.21.1.). Obsahuje jeden atom dusiku
pochazejici z dusitanu. Absence fragmentu 73 m/z znaci, Ze detekovand molekula
neobsahuje TMS skupinu, coZ znamend, Ze molekula produktu neobsahuje zadnou

polérni skupinu, kterou by bylo mozné derivatizovat.
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Obrdzek 4.21.1.: Hmotnostni spektrum produktu reakce valinu s dusitanem sodnym v retencnim
case 8,52 min. Produkt reakce obsahuje jeden atom dusiku z dusitanu.
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5. Zavér

Analyzou reak¢nich produktii reakci dusitanovych iontli s vybranymi slozkami piva
bylo nalezeno 127 produkt obsahujicich v molekule atom dusik pochazejici z dusitanu.
Nékteré nalezené produkty byly jiz dfive objeveny ¢i dokonce identifikovany. U vSech
produktii doslo k zjisténi poctu atomt dusiku pochazejicich z dusitanu v molekule
produktu. U vétsiny produktti pak doslo k odhadu zakladnich strukturnich charakteristik
molekul produktl jako naptiklad obsah poldrnich skupin ¢i potencialni navazani nitro
nebo nitroso skupin. U nékterych produkti doslo k identifikaci mozného molekularniho
iontu.

Stavajici knihovna spekter moznych dusikatych kontaminanti piva byla rozsifena
o ziskana spektra. Dal$im postupem miize byt objasnéni struktur nalezenych produkti,
ptipadné jejich kompletni identifikace, za ucelem zjisténi informaci o jejich moznych

negativnich G¢incich na lidské zdravi.
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