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Wykaz skrotow

Wykaz skrétow i oznaczaé

ESI — jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym z &tgctrospray lonization

APCI - jonizacja chemiczna podsnieniem atmosferycznym z angtmospheric Pressure
Chemical lonization

APPl — fotojonizacja pod énieniem atmosferycznym z angAtmospheric Pressure
Photoionization

FD — desorpcja polem z ang. Field Desorption

El — jonizacja elektronowa wezyku angielskim nazywang&lectron Impactlub Electron
lonization

PDT — terapia fotodynamiczna z arighotodynamic Therapy

LDI — jonizacja przez desorpdpserow z ang. Laser Desorption lonization

MALDI - jonizacja przez desorpcjaserow w matrycy z angMatrix Assisted Laser
Desorption lonization

FAB — bombardowanie szybkimi atomami z akgst-Atom Bombardment

SIMS — spektrometria mas jonéw wtdrnych z ang. Secondary lon Mass Spectrometry
LSIMS — spektrometria mas jonéw wtornych w ciekitej matrycy z aiguid Secondary lon
Mass Spectrometry

FT-ICR - analizator cyklotronowego rezonansu jonow z fourierowslensformacj
wynikéw z ang. Fourier Transform lon Cyclotron Resonance

PA — powinowactwo do protonu z ang. Proton Affinity

DFT — teoria funkcjonatu ggtosci z ang. Density Functional Theory

THF — tetrahydrofuran

MRM — monitorowanie wybranych fragmentacji z ang. Multiple Reaction Monitoring
LOD - granica wykrywalnasd z ang. limit of detection.

m/z — stosunek masy do tadunku, ang. mass to charge ratio

TOF — detektor czasu przelotu z ang. Time of Flight

HRMS - spektrometria mas wysokiej rozdzielcensz ang. High Resolution Mass
Spectrometry

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa z aHggh Performance Liquid

Chromatography
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Zatozenia i cel pracy

1. Zalozenia i cel pracy

Spektrometria mas spetnia awa role w obszarze badanaukowych, gdy jest
poteznym narzdziem analitycznym, a obecnie musi spréstéewiarygodnym wyzwaniom
stawianym przez rozwijage s¢ bardzo prepie r@ne dziedziny nauki. Wyrazem istotrmds
spektrometrii mas w badaniach naukowych jes¢day innymi, Nagroda Nobla w dziedzinie
chemii przyznana w 2002 roku dwém uczonym zashym w dziedzinie spektrometrii mas:
Johnowi Fennowi i Koichiemu Tanace. Komitet Noblowski nagrodzit ich wktad w powstanie
nowych metod jonizacji, umdwiajacych przeniesienie do fazy gazowe] vcix
bioczsteczek, takich jak kwasy nukleinowe, polisacharydy, a przede wszystkim biatka.
Rozwigzanie problemu przenoszenia do fazy gazowej takyatuzxzsteczek umdiwia
badanie ich struktur poprzez kontrolowdragmentagj w spektrometrach mas. Dodatkowo,
mozliwos¢ sprzgania tyckie spektrometrow z technikami chromatograficznymi spragéa,
spektrometria mas jest jednym z kluczowych adzzw badaniach biochemicznych.

W swojej rozprawie doktorskiej zamierzam przedséavpotencjat, jaki oferuje
spektrometria mas w odniesieniu do dkvaej grupy zwizkéw chemicznych -
porfirynoidéw. Ta dos¢szczegodlna grupa zyakdéw jest obiektem zainteresowania wielu
badaczy, gtéwnie dgki ogromnej liczbie mdiwych zastosowa tych zwhzkéw w rénych
dziedzinach zycia. Porfirynoidy posiadaj zdolnos¢ tworzenia niezwykle trwatych
komplekséw z kationami metali i to wisie kompleksy tych zwizkow s najczsciej
aktywne biologicznie. Caly otacaay nasswiat jest pelen porfirynoidow, gdyzarowno
rosliny zielone jak i my - organizmy cudzp#ne - jestémy uzalenieni od chemii, jaka
oferujp nam porfirynoidy. Rdény zielone produkyj tlen przeksztatcag dwutlenek wgla
dzieki uktadom opartym na zwtkach o budowie porfirynowej, z kolei ten sam tlen jest
transportowany w naszej krwi dki zwiazkom chemicznym opartym na tym samym
szkielecie. Porfirynoidy to bardzo liczna rodzina a@iidw o0 ogromnym znaczeniu
biologicznym. Unikatowe wkxiwosci jakie oferuje ta klasa zaikdéw sprawity,ze @ one
obiektem zainteresowania wielu uczonych. Na cadynecie powstata i powstaje na drodze
syntetycznej imponugga liczba tego typu zwikow. Ich ogromna réiorodnosc¢sprawia,ze
trudno jest stosowajedna technile jonizacji do wszystkich zwizkow tej klasy, dlatego tak
wazna jest ocena efektywno$ metod jonizacji spektrometrii mas w odniesieniu do
wspomnianych uktadow.

Gtownym celem niniejszej pracy jest porownanie szeregu metod jonizacji w odniesieniu

do uktadoéw opartych na szkielecie porfirynowym i ich analogéw. W swojej pracy podejmuj
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sig¢ odpowiedzi na pytanie, ktdra z metod jonizacji stosowanych w spektrometrii mas
umazliwia nam analiz porfirynoidéw w sposob najbardziej efektywny. Aby zrealizéwen

cel dokonatem porownania czuéds technik jonizacji pracacych pod cdinieniem
atmosferycznym (jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym — ESI, jonizacja chemiczna
pod cénieniem atmosferycznym — APCI, fotojonizacja poénigniem atmosferycznym —
APPI) oraz wykonatlem szereg pomiarow oceyuiggh przydatnos¢émetod FD (desorpcja
polem) i El (jonizacja elektronowa).

Kolejnym zagadnieniem, ktére zostanie poruszone w niniejszej rozprawie, jest opis
procesow utleniania przebiegaych w niektérych rozpuszczalnikach i obserwowanych
podczas pomiarow MS dla mniej trwatych zmkow z grupy porfirynoidéw. W ramach
swojej pracy przeprowadzitem rowajalla wybranych ukladéw, anatiZciezek fragmentacji
obserwowanych w komorze zdefizgpektrometru mas.

Rozprawa ta nie tylko pokazuje rége midzy technikami jonizacji spektrometrii mas.
Pokazuje réwniz w jaki sposdb maemy bada porfirynoidy za pomog spektrometrii mas
oraz jakie informacje dgki tej technice analitycznej memy uzyské, nie tylko przy badaniu

struktury porfirynoidéw, ale réwniew badaniu produktow ich rozktadu.
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Czes¢ literaturowa

2. Czesé literaturowa

2.1. Dlaczego porfirynoidy g tak interesujacym obiektem badai¥

Porfirynoidy @ obszerna grupa zwiazkbw makrocyklicznych obejmaga przede
wszystkim porfiryny i ftalocyjaniny. Do grupy tej zaliczag stakze korole, chloryny,
bakteriochloryny, izobakteriochloryny i wiele innych pochodnych, m.in. uktady nazywane
,fozszerzonymi” gdzie makrocykl jest rozbudowany poprzez wprowadzenie nowyzbwi
chemicznych pomgdzy jednostki pirolowe (np. porficeny) lub poprzez wprowadzenie
dodatkowych jednostek pirolowych pagkszapcych uktad makrocykliczny (np. pentafiryny
i heksafiryny). Zwazki tego typu byly dotychczas stosowane naadskak jako barwniki,

a obecnie coraz egciej ;1 wykorzystywane jako katalizatory i sensbripadania zwizkéw
porfirynowych i ich analogbéw ciegzsie ogromnym zainteresowaniem badaczy na catym
swiecie, o czymswiadczy ogromna liczba artykutow dotycxch tego zagadnienia, ktére
mozna odnale¢ w czasopismach o zagu midzynarodowym. Pod koniec ubiegtego wieku,
w 1997 roku powstato czasopisrdournal of Porphyrins and Phthalocyanindgére przez
kilkanacie lat swojego istnienia z powodzeniem publikowato corageyiprac naukowych

w tej dziedzinie.

X N\ AN
L NH N=
N\ /N

N HN
N NPT

porfiryna chloryna bakteriochloryna ftalocyjanina

ERER A

korol rozszerzony korol pentafiryna heksafiryna

Dzigki specyficznym wiéciwosciom spektroskopowym, magnetycznym,
luminescencyjnym, a przede wszystkimettzizdolnogi do fotoprzewodnictwa i fotoemisiji,
uktady porfirynowe staty si niezlednym elementem w procesie ewolucji organizmow
zywych. Z tego whanie powodu stanowikluczowy element centrow aktywnych wielu biatek

obecnych wzywych organizmach. Biatka te spetniay przyrodzie réne funkcje: transport
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Czes¢ literaturowa

i magazynowanie tlenu (hemoglobina i mioglobina), utlenianie substancji organicznych
(peroksydazy i cytochromyR), transfer elektronéw i redukcja wody do tlenu (cytochromy a,

b i ¢ faacucha oddechowego) oraz fotosynteza (podjednostki biatkowe zaweialorofile

w fotosystemach | i Il). To wkmie che¢ naladowania proceséw biegeych w zywych
organizmach jest powodem, dla ktérego badaczeigodj tyle uwagi porfirynoidom.

Mowiac o przeragnych modiwosciach wykorzystania porfirynoidow nie wypada nie
wspomni€ o zastosowaniach w medycynie. Mam tu przede wszystkim gl tmyz czym
uktady porfirynowe w medycynieasnajbardziej kojarzone, tzn. terapfotodynamiczn
(PDT). Porfiryny mai t¢ wihasciwos¢, ze selektywnie gromadz sii w komdrkach
nowotworowych i na tym wkmie opiera s terapia PDT. Podajemy choremu tzw.
fotouczulacz, ktéry w naszym przypadku jest pochodab mieszania pochodnych
porfiryny. Nastpnie nawietlamy chore miejsc&wiattem o odpowiedniej diugof fali
i doprowadzamy do uaktywnienia fotouczulacza, ktéry ulega wzbudzeniu pod wplywem
Swiatta i przekazuje nadmiar swojej energii do tlenu obecnego w komérkach. Taki transfer
energii prowadzi do powstania bardzo aktywnej formy tlenu (tzw. tlenu singletowego), ktory
uszkadza organella komérkowe i powoduje dofieré. W ten sposob selektywnie niszczone
sa tylko komérki rakowe. Jedynym negatywnym efektem jaki enavystpowa przez
pewien czas po terapii u chorego radoy¢ nadwraliwos¢ na wiatto.

Na koncu tego krotkiego wgtu do czsci literaturowej mojej rozprawy chciatbym
zwrdck jeszcze uwag@a nazewnictwo pozycji w uktadach porfirynowych, gdyedzie sé
ono przewijgé w tekicie mojej rozprawy, a objaienie podstawowej nomenklatury znacznie
utatwi zrozumienie niektorych zagadfiprzez czytelnika. Rysunek 1 przedstawiadgienie
korolu i porfiryny z zaznaczomumeracj i hazwami pozycji w tych piécieniach. Kluczowe
dla opisu porfirynoidéw $ pozycje p-pirolowe oraz pozycjemezo cgsteczki, gdy sa
uzywane bardzo sto do opisu pot@nia okrélonego podstawnika w ukiladzie

porfirynowym zamiast stosowania numeracji.

3 2 | ~———— pozycje 3 (2,3,7,8,12,13,17,18)
/

korol porfiryna

Rysunek 1. Numeracja atomow w cgsteczce porfiryny i korolu oraz oznaczenia okrdonych
pozycji w czasteczkach.

11
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2.2 Wykorzystanie roznych technik jonizacji w analizie porfirynoidéw.

Spektrometria mas, od momentu gdy zé@zlocenia jej mazliwosci, stata s jednym
z Kkluczowych nargziem identyfikacji réaych grup zwizkéw chemicznych, w tym
réwniez porfirynoidéw. Na temat analizy ukltadéw porfirynowych za poaepektrometrii
mas ukazat gi w 2000 roku artykut przegflowy pod tytutem Mass Spectrometry of
Porphyrins and Metalloporphyrifisumieszczony wThe Porphyrin Handbook Opisuje on
bardzo dokladnie doniesienia literaturowe, ktére ukazaty do roku 1999 na temat
wykorzystania roaych metod jonizacji spektrometrii mas w analizie dyskutowanych uktadow
(418 odnokikow literaturowych). Pierwszhistorycznie technikgonizacji w spektrometrii
mas byta jonizacja elektronowa (El) i to i@ ona jest prezentowana najobszerniej
we wspomnianym przeglzie. Liczne zalety tej techniki byly nieadknie powizane z jej
ograniczeniami, ktére w przypadku porfirynoidéw byly szczegdlnie widoczneksabhsc
porfirynoidéw to zwazki nielotne lub trudnolotne, a dodatkowo nietrwate termicznie, co przy
wymogach jonizacji El zwizanych z lotnodia prébki sprawiatoze analiza za pomacte;
metody jonizacji byla cmto niemaliwa. Lotnos¢ dyskutowanych ukiadéw moa
oczywicie poprawd poprzez ich derywatyzagj co jednak komplikuje anakz tych
zwiazkéw chemicznych.Z powodu powyszych utrudnig obecnie bardzo rzadko stosuje si
te metodgjonizacji w odniesieniu do dyskutowanych uktadow.

Wraz z uptywem lat w spektrometrii mas powstawaty nowe techniki jonizacji, ktore
starano s wykorzystywa w analizie porfirynoidow. Kolejndistorycznie technikjonizaciji
w spektrometrii mas byla jonizacja chemiczna (Cl),ddo@a modyfikacg jonizaciji
elektronowej. Ze wzgHu na to,ze jonizacja chemiczna ma podobne ograniczenia co
jonizacja elektronowa, nie poszerzony zostat zakres stosowalspektrometrii mas
0 zwiazki 0 malej lotnogi. Pojawity s¢ natomiast nowe mdiwosci analityczne zwizane
z jonizacy Cl. Metoda EI dawata tylko szgikowe informacje na temat strukturyasteczek
porfirynoidéw, gdy fragmentacji ulegaly tylko podstawniki peryferyjne w pozycjgéh
i mezo. Natomiast metoda Cl, chotazana za duz mniej destrukcyjnav poréwnaniu do El,
to w przypadku porfiryn w warunkach jonizacji Cl - w obeaiafazu reagacego (amoniak,
wodor) - dochodzi do redukcji pierienia makrocyklicznego i bardzo szczegdlnych reakcji
fragmentacji. W oparciu o fragmenty powstate w wyniku rozpadatezzki wzrddle jonow
mozna okréli¢ utozenie jednostek pirolowych obok siebie wasteczce. Moia powiedzié

wigc, ze jest to metoda sekwencjonowania tetrapiroli. Istnieje tylko jedno ograniczenie:

12
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jednostki pirolowe musgsie rozni¢ podstawnikami w pozycf. Duzo wigcej informacji na
temat reakcji fragmentacji znajdzie sv nas¢gpnym podrozdziale (str. 32).

Na przetomie lat 60-tych i 70-tych ubiegtego wieku opracowano mejmuizacii,
umazliwiajaca identyfikacg za pomoe spektrometrii mas zwikkéw chemicznych, dla
ktérych nie moliwa byta analiza za pomaametod El i Cl. Byla to desorpcja polérFD),
metoda jonizacji wykorzystaga efekt tunelowy, w wyniku ktérego gsteczki poddane
dziataniu wysokiego gradientu pola elektrycznego wykateindenci do oddania jednego
ze swoich elektronéw walencyjnych. Poniewjast to tagodna metoda jonizacji, sygnaty
pochodace od fragmentacjiasobserwowana bardzo rzadko. Dlatege tee uzyskujemy
wielu informaciji strukturalnych, a jedynie potwierdzenie masystexrzkowej analizowanego
zwiazku. Z tego wiénie powodu, tak naprawdg literaturze nie ma szczego6towych doniésie
na temat analizy uktadéw porfirynowych wykorzystiyich £ metode jonizacji. Co nie
oznaczaze nie jest ona stosowana. Wzgprzeciwnie, wystarczy przejrzédka artykutdw
w czasopismach opisigych syntez porfirynoidow, aby si przekond, ze w czsci
eksperymentalnej é16d danych spektroskopowych ujrzymy skrét FD-RSo ciekawe, gdy
jeszcze nie istnialo dogodne gpatenie HPLC-MS (nie istniaty metody jonizacji pramg
pod cknieniem atmosferycznym) wykonywano wysokosprawnghromatograti,

a wydzielone produkty byly analizowane za pomfmizacji FD® Mozna réwniez spotka
sie z sytuacj, gdzie desorpcja polem jestywgana wtedy, gdy inne znane metody jonizaciji
zawodz.’

Wykonanie widma FD wymaga od operatora duzegonvdgczenia. Jednak pomimo
niedogodnosi zwiagzanych z wykonywaniem pomiaru, jonizacja FD jest dla porfirynoidow
wrecz idealna. Porfirynoidy dzki swojej unikalnej budowie (dyzukiad sprzzonych whzan
podwojnych) bardzo fatwo ulegajonizacji i metoda Widma FD g proste i praktycznie
pozbawione sygnatéw pochodzch z tta. W przypadku porfirynoidéw obserwujemy zwykle
jony M™, cho¢ istniejy doniesienia literaturowe, gdzie obserwowano jony wielokrotnie
natadowane Kf i M>*.>? Jonizacja ta jest, mozr@owiedzie¢ "ostatni deskaratunku” dla
badacza, ktéry nie uzyskat zadowatago wyniku za pomacobecnie bardzo popularnych
metod ,sprejowych” pracagych pod dinieniem atmosferycznym (ESI, APCI) i nie ma
dostpu do metod opartych na desorpcji laserowej (LDI, MALDI) Ilub opartych
na bombardowaniu probki za ponaagzybkich atoméw (FAB) albo jonéw (SIMS).

Zaréwno FAB jak i SIMS powstaty na pagku lat osiemdziestych ubiegtego wieku.

Wystepuje zasadnicze podoligwo medzy tymi dwiema metodami jonizacji. Rdia sie one
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FAB wiazka wzbudzonych atoméw gazu szlachetnego. Metody FAB i SIM&lkczane do
tzw. tagodnych metod jonizacji i przeznaczoneg®wnie dla zwizkow polarnych, ktére
jednoczénie s termicznie nietrwate. Bardzo szybko jednak wykazamometody te daj
réwniez mazliwosé analizy uktadéw porfirynowych.Aby stworzy znacznie korzystniejsze
warunki desorpcji jondw probkeozpuszcza giw tzw. matrycy, ktég moga by¢ niektore
ciekle zwizki chemiczne o niskiej lotdoi np. alkohol 3-nitrobenzylowy (NBA). Obecnos¢
matrycy powodujeze obserwujemy w widmach MS sygnaly z rmwiazane, jak réwniez
istnieje moiwos¢ tworzenia sj adduktéw analizowanego zygku z matryg. W widmach
zwykle obserwujemy kombinagjondw M™ i [M+H]". Spotk& mozna rownie: tzw. klastry
czyli jony w formie ,sklejonych” kilku casteczek, takie jak np. [2M+H]czy [3M+H]".°
Bardo interesujca prag opublikowali Schéfer i Budzikiewicz w 2001 roKuOpisali oni
zachowanie dwunatadowanych kationowych uktadéw porfirynowych w warunkach jonizaciji
FAB. Obserwowali w widmach przende formy jonéw: [M* - H']*, [M?* + €]*, M**, [M*" -
H7", [M™ + matryca]. Co ciekawe, istnieje rowniemozliwosé chelacji niektorych jonow
metali przez uktady porfirynowe, jeli tylko do matrycy dodamy odpowiednsél metalu'*

W ten spos6b ma&my analizowé& za pomoa spektrometrii mas kompleksy metali bez
koniecznogi ich syntezowania. W warunkach jonizacji LSIMS zaobserwowano réwnie
reakcp redukcji prowadzea do powstawania jonéw [M+2H]i [M+3H]".**> Metody te
obeaie stracity na popularnok gdyz zostaty w duym stopniu zagpione przez znacznie
tansze i prostsze technicznie metody jonizacji pramipod cinieniem atmosferycznym (np.
ESI).

Istnieje jeszcze jedna metoda jonizacji - oprocz metod pr@&al) pod dnieniem
atmosferycznym - intensywnie wykorzystywana w analizie uktladéw porfirynowych. Jest to
laserowa desorpcja i jonizacja probki wspomagana maf{iMéLDI). Matryca ta musi silnie
absorbowé promieniowanie o dlugaes fali emitowanej przez laser. Napromieniowanie
laserem cgsteczek matrycy powoduje ich wzbudzenie. Kzpowiedzié, ze matryca
stanowi medium pagdnicace w przekazaniu energii do analizowanej substancji i utatwia jej
jonizacg. Dzigki tej metodzie mada wykonywa widma MS duych casteczek pochodzenia
biologicznego, takich jak biatka o masach przekraczah nawet 300000 Da. Metoda
MALDI zostata opracowana i rozwigta przez Karasa i Hillenkampa w potowie lat 80-tyth.
Pod koniec tej samej dekady Koichi Tanaka opublikowat prdotyczca zastosowania
MALDI w analizie duych casteczek jak biatka, czy polimet§.Podobnaprae;, cho¢nieco
poémiej, opublikowali réwnie Karas i Hillenkamp® W 2002 roku Komitet Noblowski
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nagrodzit Koichiego Tanak®agrodaNobla w dziedzinie chemii za zastosowanie jonizacji
MALDI do analizy dugch bioczsteczek®

MALDI zaliczane jest do metod tagodnej jonizacji, ggyaktycznie nie obserwujeesi
fragmentacji w widmach MS. MALDI byto z powodzeniem stosowangdmyi innymi przy
identyfikacji produktéw fotochemicznego rozktadu pewnej chloryny, ktétasuje si
w terapii fotodynamicznej® Suzuki i wsp. pokazali,ze jest to skuteczna metoda
w odniesieniu do chlorofili i porfiryd® Ponadto udowodnione zostalo eksperymentalnie,
ze z racji swoich specjalnych wiasrmsuktady porfirynowe mog by¢ stosowane jako
matryca w jonizacji MALDI*® A skoro mana uzywaé porfirynoidéw jako matrycy, to one
same mogdy¢ analizowane bez jakichkolwiek innych dodatkéii.aka metod; jonizacji nie
nazywa s wtedy MALDI, tylko po prostu LDI. Jednak ¢zto ze wzgidu na duzaabilnos¢
analizowanego zwrku, aby uzyska pozytywny rezultat potrzebne jest dobranie
odpowiedniej matrycy: Frauenkron i wsp. w 1997 opublikowali pegooréwnujica wyniki
uzyskane za poma@dVIALDI, FAB i FD w odniesieniu do kilku uktadéw porfirynowyd.
Whiosek koncowy wynikaicy z materialu zamieszczonego w tej pracy byt jednoznaczny:
wszystkie te metody m@apewne niedoskonatol ale vietnie spetnia swoje zadanie.

W 2002 roku Szwedzka Akademia Nauk przyznata Naghtolgla w dziedzinie chemii
dwom osobom za zastosowanie metod fagodnej jonizacji MS w badaniach
wielkoczsteczkowych biopolimerow. Wspdlnie ze wspomnianymwyzej Koichim Tanak
uhonorowany zostat John Fenn - tworca jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym
(Electrospray lonization}® Prostota i maiwosé przenoszenia jonéw z roztworu do fazy
gazowej sprawily,ze cieszy & ona bardzo duzapopularnogia. Mechanizm dziatania
elektrospreju zostat juz dokladnie zbadany, a na ten temat pojawitwisie doniesig
literaturowych, ktére w sposdb kompleksowy opismjechanizmy towarzysgee jonizaciji
prébki*® Generalnie jonizacja ta polega na tywe prébke rozpuszczonaw polarnym
rozpuszczalniku rozpylaeiv silnym polu elektrycznym. Kropelki cieczy obdarzanevsten
spos6b tadunkiem, a poprzez odparowanie rozpuszczalnika sitajcoraz mniejsze.

W pewnym momencie kropleastak mate,ze dochodzi do ich rozerwania na grupg
mniejszych kropel. Taki kaskadowy proces powstawania coraz to mniejszych kropelek
sprawia, ze finalnie mae dog¢ do desorpcji jonow z kropli w wyniku dziatania pola

elektrycznego. Ten mechanizm jest skuteczny dla malychteezek, a w ich widmach
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ESI-MS obserwuje sina ogét jony pseudomolekularri@t+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, [M-H],
itp. Moze tez mie¢ miejsce tzw. wariant ,odparowania do sucha”, gdzie powsizgciowo
solwatowane jony natadowane wielokrotnie (mechanizm ten dotyczychklupolarnych
czasteczek, a w widmach MS obserwowanesggnaty jonéw typu [M+nHT). Nemykin

I wsp. w przypadku pewnych pochodnych porfiryny zawsenaih ferrocen w pozycjnezo
zaobserwowali w warunkach jonizacji ESI i APCI sygnaty typu [M+O4HW+Ox+H]",

a takze dosy nietypowy jon [M+THF+H].?* W przypadku wolnych zasad porfirynoidéw
zwykle obserwujemy jon [M+H] W pewnych szczegdlnych okoliczmi#ch moz sk
zdarzy, ze w wyniku przygcia protonu casteczki leda siec rozpada do bardziej trwatych
jonéw z oderwaniem obeinej casteczki, np. poprzez eliminacjvody lub alkoholu bda
powstawa jony typu [M-ROHJ. Z takasytuacj zetkndi sie Akhigbe i wsp. podczas analizy
pewnego porfolaktolu i jego acetalu w warunkach jonizacji elektro$pre;.

W przypadku analizy komplekséw porfirynoidow z metalami mamy ciaksytuacg.
Okazalo s bowiem, ze zrodio jondw ESI dziala jak elektrolizer i1 jest niiode
jednoelektronowe utlenienie do kationorodnika. Toswia identyfikacja kationorodnika dla
kilku kompleksow oktaetyloporfiryny, byta pierwszym przypadkiem jonii, Nbki zostat
zaobserwowany w warunkach jonizacji ESI i opisany w literattftA4. rzeczywistoéi to
przypadek opisany przez Van Berkela jest merwszym opisuicym analiz porfiryn
za pomog tej metody jonizacji. Od tamtego czasu metoda elektrosprej z wielu daéxgle
odgrywata coraz to wksz role w analizie dyskutowanych uktadéw. ¢dezy innymi dzeki
temu, ze zrédlo ESI pracuje pod aieniem atmosferycznym, istnieje #liavose
bezpofedniego podiczenia wycieku z kolumny HPLC i analizowanie skomplikowanych
mieszanin za pomacspektrometrii mas. Tego typu analizy z udziatem porfirynoidow byty
wykonywane juz na pocztku lat dziewieélziesitych ubieglego wiekd’ Pomimo ze
jonizacja ESI jest tagodnmetodajonizacji, spektrometry wypogane w tego typuwrodia
posiadajg zwykle moziwos¢ fragmentacji wytworzonych jonow, dki czemu otrzymujemy
dodatkowo pewne informacje strukturalne, na podstawie ktéryckemmp identyfikowa
analizowane zwiki. Tandemowa spektrometria mas, a to wiaso niej jest wyej mowa,
byta wielokrotnie ugywana w odniesieniu do porfirynoiddw. Tematyce wykorzystania
tandemowej spektrometrii mas i rozpadow za pamoiej obserwowanych, pwedecony

bedzie nastpny podrozdziat tej rozprawy.

" Termin “jon pseudomolekularny” jest obecnie unikany przemowiska naukowe zajmage si
spektrometti mas. Nie mniej jednak nie ma innego dobrego é&néa dla duggo zbioru jondw typu [M+H]
[M+Na]", [M-H] itp., dlatego termin ten zostat wykorzystany w tej pracy.
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Subtelnos¢ metody elektrosprej sprawiaze mozmy obserwowa nawet stabe
oddziatywania midzyczsteczkowe. Przyktadem wykorzystania metody ESI w tym obszarze
jest badanie niekowalencyjnych oddziatywapomidzy matymi oligonukleotydami
a kationowymi porfirynami, opisane przez Ramos i Wsputorzy we wspomnianej pracy
przedstawia jak kompleksowo mozna wykorzystapektromets mas do opisu oddziatywia
typu gospodarz-gos¢.

W ostatnich latach powstato kilka prac, w ktorych donosicsitworzeniu w trakcie
jonizacji ESI jonow bdacych wynikiem proceséw redoks. Barata i wsp. opisupzliwosé
generowania metalokoroli z mieszaniny odpowiedniej soli metalu i wolnej zasady korolu
w zrodle jonéw ESF® Obserwowali oni tworzenie sikomplekséw z jonami M, Cu*

i Co™, natomiast nie obserwowali analogicznych sygnatéw dla soft” MEaproponowany
przez Barat i wsp. mechanizm powstawania takich komplekséw oparty jest na procesach
utleniania zachodzych wzrddle jondw elektrosprej. Takie procesy niecgymé szczegolnie
powszechnym jednak ze wzdbw wspomnianych wiej, budowazrddta jondw elektrosprej
moze sprzyjé powstawaniu takich produktéw. Ramos i wsp. w 2007 roku zaprezentowali
przyktad proceséw redukcji, jakie zaobserwowali w trakcie analizy kationowej porfityny.
Oczekiwali oni,ze sél typu MX% da gtéwnie podczas analizy sygnaf'MTak si tez stato,
jednak oprécz tego sygnatu obserwowali jeszcze sygnaly MI' i [M+2H]", ktére wedtug

nich mog by¢ wynikiem proceséw redoks zachadych w zrédle jonéw ESI. Oczywiie
trudno oczekiwacze w trybie jondw dodatnich w metalowej kapilara@®dta elektrosprej
moze dochodzi do efektywnej reakcji redukcji, gdywarunki @ sprzyjapce wtedy dla
reakcji utlenienia. Wymienieni autorzy postulujaczej, ze procesy, w wyniku ktorych
powstaj obserwowane sygnaty zachodma po rozpyleniu prébki, a bezp@dnim sprawca
obserwowanych sygnatows siajprawdopodobniej jony jodkowe petoe w tym przypadku

role reduktora.

Elektrosprej nie jest jedynmetodajonizacji pracujca pod cknieniem atmosferycznym
Bardzo podobnav dziataniu do niej jest jonizacja chemiczna pdahieiniem atmosferycznym
(z ang. Atmospheric Pressure Chemical lonization - APCI). mcée istniej gtownie
w sposobie jonizacji prébki. W APCI prébka rozpuszczona w rozpuszczalniku organicznym
jest rozpylana i ogrzewana w specjalnej dyszy, ¢pagt juz w formie gazowej trafia
w obszar gdzie dochodzi do wytadaw&oronowych, ktére inicjuj caty szereg procesow
prowadacych finalnie do jonizacji probki. Maa powiedzie¢ze ESI i APCI § wzgledem
siebie komplementarne. APCI daje lepsze wyniki dlaazkéw chemicznych o mniejszej

polarnogci. Tak jak w przypadku ESI mamyztenodiwos¢ bezposedniego podiczenia
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wycieku z kolumny HPLC i analizowania skomplikowanych mieszaniem z wykorzystaniem
tej metody jonizacji. Przykladem wykorzystania jonizacji APCl spnej z HPLC

w analizie skomplikowanej mieszaniny zawiec& porfiryny moez by praca
zaprezentowana przez Rosell-Mele i wsp. w 1996 PokAwtorzy ci poréwnali réwnig
zachowanie spektrometrow przy pomiarachdlosvych z wykorzystanienirédta ESI oraz
APCI i stwierdzili, ze w ich konkretnym przypadku APCI oferowato bardziej stabilnag
I powtarzal odpowiedz spektrometru iw przypadku jonizacji ESI. Z kolei Verzegnassi

i wsp. analizyjc mieszaningtetrapirolowych barwnikéw zwrécili uwagea to,ze zrédto
APCI w trybie jonéw ujemnych pracuje réwnie wydajnie, jak w trybie jonéw dodaffich.
Dodatkowo, w trybie jonow ujemnych, metoda APCI okazala lsi¢ bardziej tagodna
metodajonizacji i w tym dyskutowanym przypadku obserwowano w widmach mniej jonéw
fragmentacyjnych.

Niedawno ukazat si komunikat opublikowany przez Owena i wsp. Opisyj
wykorzystanie disiarczku ggla jako efektywnego rozpuszczalnika w analizie nielotnych
i niepolarnych zwizkéw, w tym réwnié porfiryn z wykorzystaniendrédta APCI3® Autorzy
Ci zapewniag, ze wycie CS daje pozytywne efekty nawet dla skwalenu i cholestanu.
Jednoczénie dla kilku przypadkow poréwnano wyniku uzyskane zciegm polarnych
rozpuszczalnikow (MeOH, #D) i zauwasno, ze jony pochodace z fragmentaci
analizowanych zwizkéw pojawialy st duzo czsciej i wyrazniej z uxyciem tych
rozpuszczalnikow.

Ostatny opisanaprzeze mnie metodjonizacji bgzie fotojonizacja pod énieniem
atmosferycznym (APPI)Zrédto jonéw APPI pracuje w bardzo podobny sposobzjakito
APCI, jednak w tym przypadku nie dochodzi do wytadawaronowych, a strumien gazéw
wylatujacy z dyszy rozpylajcej analit jest nagietlany swiattem UV o dugj energii (zwykle
kryptonowa lampa wytadowcza 10 eV). Kluczowe znaczenie w procesie jonizacji ma
substancja pomochnicza wprowadzana réwnolegle z pralik zrodta jonow, nazywana
dopantem. Jako dopantywa sk substancje charakteryagg st niska energi jonizacji,
takie jak toluen lub aceton. Dopant ulega jonizacji pod wptywem lampy, &pnast
w wyniku interakcji z rozpuszczalnikiem lub préblkdochodzi do jonizacji analizowanego
zwiazku. Oczywscie dopant nie jest konieczny, @@izchcemy analizowasubstancje, ktore
charakteryzyj sic na tyle mat energa jonizacji, &eby mogty by jonizowane bezpoédnio
przez lamp UV. APPI jest stosunkowo miadmetodajonizacji. Pierwsze doniesienia na
temat wykorzystania fotojonizacji w spektrometrii mas pojawitg 8 potowie lat

osiemdziesitych dwudziestego wieku wraz z eksperymentamiazanymi z lon Mobility
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Mass Spectrometr’. Tak naprawdezrodia APPI, z ktérymi mamy dzisiaj do czynienia
powstaty okoto roku 2000 i od tego momentu zaial@e wzrosto zainteresowanieretod,
jonizacji. Tto historyczne powstawania tegr@dta jonizacji, opis jego budowy i istniglych
geometrii oraz nieco informacji teoretycznych mazznale¢ w artykule przegldowym
z 2003 roku®

Ze wzgkdu na to,ze APPI jest mtoddechnikajonizacji, nie ma zbyt wielu doniesien
literaturowych na temat wykorzystania tegoddta w analizie porfirynoidow. Pierwsze
doniesienie literaturowe na ten temat, jakie udato miiosinalé¢ pochodzi z 2002 roku.
Richeter i wsp. wykorzystali APPI do charakterystyki oligomerow skiggah z kilku
jednostek porfirynowych patzonych ze sobza pomog jonéw palladu®® APPI jest technika
komplementarnado ESI oraz APCI i daje mbwos¢ analizy niepolarnych uktadéw, takich
jak wielopiercieniowe wglowodory aromatyczne, ofeaq przy tym niezwyki czutosé
Natomiast wspomniani autorzy pokazak, jest to rownig bardzo tagodna metoda jonizaciji.
Ostatnio ukazato sikilka prac powieconych analizie uktadow porfirynowych w probkach
asfaltenéw z wykorzystaniem spektrometréw z analizatorem FT2{ORe wszystkich
cytowanych publikacjach autorzy podkiaga wicksz czutos¢zrodia APPI w poréwnaniu do
innych zrodet pracuicych pod dinieniem atmosferycznym w analizie badanych przez nich
uktadow. Qian i wsp. postanowili rowrieporéwnac¢ odpowiedz aparatu pracagego ze

zrodlem APPI na konkretne zveiki."

W zaprezentowanym przez nich przyktadziezma
zobaczy, ze zrodto APPI wykazuje wiksz czutos¢ dla kompleksu wanadylowego porfiryny

niz kompleksu niklowego.

2.3. Przyktady reakcji fragmentacji obserwowanych dla porfirynoidéw

w spektrometrii mas

Masa casteczkowa analizowanego zwku to nie jedyna informacja, ktérmoze
dostarczy spektrometria mas. Dgdi analizie fragmentacji obserwowanych w spektrometrii
mas mamy mdiwvos¢ uzyskania take informacji strukturalnych na temat analizowanych
przez nas uktadéw. Badania fragmentacjng@h klas zwizkdéw s prowadzone od pogiku
istnienia spektrometrii mas. Przebadane zostalgzki fragmentacji obserwowane dla
réznorakich klas zwizkéw i generowanych w réznych warunkach. Jonizacja El zeedug|
na swoj destrukcyjny charakter obfituje w reakcje fragmentacji. Natomiast jony generowane
przez tagodne metody jonizacji poddajeg dragmentacji za pomac tandemowych
spektrometréw mas np. z wykorzystaniem komory zdemeanalizatorach typu potréjny

kwadrupol. Literatura opisgga fragmentacje porfirynoidéw obserwowane w jonizacji El jest
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bardzo bogata. Takim obszernym prazegim dotykajcym rownie: tej tematyki, jest jeden
z rozdzialéw wspomnianego juz wénéej The Porphyrin HandbookZawiera on zwizty
opis szeregu reakcji fragmentacji obserwowanych dlanygz porfirynoidéw, gtéwnie
w warunkach jonizacji El, zamieszczonych w literaturze przed rokiem 1999.

Generalnie, najbardziej charakterystyczne dla porfiryn jestetdragmentacji ulegaj
tylko podstawniki peryferyjne, natomiast sam makrocykl nie ulega prawie nigdy rozpadowi
na mniejsze elementy. Dla przyktadu, podstawniki alkiiowe w pozygiersienia ulegaj
homolitycznemu rozpadowi wzania z utworzeniem odpowiedniego produktu, tak jak
pokazano na Schemacie 1.

Schemat 1

W przypadku oktaetyloporfiryny mamy do czynienia mama kolejnymi rozpadami
tego typu z odszczepieniem zazétgm razem rodnika metylowedd. Natomiast jeeli

poddamy fragmentacji jon protonowany oktaetyloporfiryny, otrzymany za ppmoe

przykiad, zrodta jonow FAB, moemy obserwowa rowniez utrak czsteczki metanu
(Schemat 2§°

Schemat 2

Nieco inaczej wygldga tego typu rozpady dla chloryn. W ich przypadku podstawniki
alkilowe zaczepione doagdza chlorynowego ulegacatkowitemu oderwaniu z utworzeniem
stabilizowanego rezonansem karbokationu (Schemat 3). Taka sytuacja ma miejsce gtownie w
przypadku izomerurans chloryny. W przypadku izomeruais obserwowana jest gtéwnie

eliminacja H ze zhcza chlorynowego z utworzeniem odpowiedniej porfiryny.
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Schemat 3

Przestawione powg reakcje fragmentacji prostych grup alkilowychresodiwe dzigki
powstawaniu w ich wyniku odpowiedniego produktu stabilizowanego rezonansgeh. Je
czasteczka bdzie posiadainne grupy funkcyjne, bedziemy obserwawveeakcje zwizane
z obecnogia tych grup i charakterystyczne dla nich. Fragmentacja innych grup funkcyjnych
czgsto przebiega bezadnego wptywu ze strony uktadu porfirynowego na ten proces - na
przyktad przegrupowanie McLafferty’'ego obserwowane dla pochodnych acylowych

porfiryny. Wystarczy, e taicuch alkilowy bgzie wystarczago diugi &Cs, Schemat 45°

(& N 5"

Schemat 4

Podobnych przyktadéw niaapoda& wigcej. Domingues i wsp. opisali podobny proces
zaobserwowany dla pochodnych tetrafenyloporfiryny zadwminymi diugimi taécuchami
kwasow tluszczowycfr. W tym jednak przypadku nagito nie przegrupowanie, a eliminacja

czasteczki wodoru z rownoczesnym odszczepieniem alkenu (Schemat 5).

O 0
O)WCMH% %O)v * N CyqHpy t M2
H H

Schemat 5

Do uktadow porfirynowych przykzano nie tylko réne podstawniki, aleaézono je
z romymi klasami zwazkow, jak na przyktad z cukrami, twexz tzw. zwizki hybrydowe.
Takie glikoporfirynowe polazenia zostalty przebadane za pomtandemowej spektrometrii
mas?? Wszystkie zarejestrowane sygnaly w widmach fragmentacyjnych pochodzity
z rozpaddéw biegreych w obrgbie jednostki cukrowej pokzonej z uktadem porfirynowym.
Zaobserwowano jedynie drobne nice we fragmentacjach pordizy jonami [M+H]
i [M+2H]**, ktore byly wytwarzane za pomoggnizacji ESI (Schemat 6). Dla jonu
dwukrotnie protonowanego obserwowano po odszczepieniu fragmentu cukrowego dodatkowo

eliminacg wody, co nie byto widoczne w przypadku jonu pojedynczo protonowanego. Taki
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przebieg reakcji wskazuje na tze na pewno jeden z protonow glajch dodatni fadunek
czasteczce znajduje gina atomie tlenu grupy estrowej,ctacej porfiryre z jednostka
cukrowa. Brak takiej reakcji w przypadku jonu pojedynczo protonowanegemskazywa

na to,ze gtbwnym miejscem protonowania wasteczce jest jeden z atoméw azotu ukiadu
porfirynowego.

@ .H
O

y O “porfirynaH® - fragment ® _H

(0]
cukrow o OH -H,0 O
0 _ cukrowy Py ~— ol 2 @K _ .
HO HO™ “porfiryna H* HO™ “porfiryna H* porfiryna H
OH

Schemat 6

Izquierdo i wsp. opisali w 2004 roku fragmentacje chloryn i izobakteriochloryn, ktore
otrzymali na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji porfiryn z ylidem ;EN(CHz)CH .*3
Podczas fragmentacji obserwowali oni reakadjetro powyszej wersji cykloaddycji
prowadaca do eliminacji N-metyloazyrydyny (Schemat 7). Réwndoke obserwowali
reakcg eliminacji N-metylometanoiminy, w wyniku ktérej powstaje p@ea

cyklopropanowy na ztzu chlorynowym.

Schemat 7

Druga grupa reakcji fragmentacji ste procesy, w ktoérych bezpedni udziat bierze
makrocykl porfirynowy. W 2005 roku Lau i wsp. opublikowali analreakcji fragmentacji
obserwowanych dla mezo-tetrakis(heptafluoropropylo)porfiryfiy. Jon deprotonowany
[M-H]  tej casteczki w wyniku fragmentacji tracitzaé casteczek HF (Rysunek 2). Autorzy

publikacji zaproponowalize kada kolejna eliminacja odbywagsna drodze oderwania
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atomu wodoru z pozycjif pierscienia porfirynowego i atomu fluoru pochegego

z kraacowej grupy perfluorowanegontaucha alkilowego (Schemat 8).

8.0E+02 - -HF -HF -HF -HF -HF -HF
I 17 17T 1T 1T 1
z 921.1
= 941.1
1
4.0E+02 4
961.1
881.1
901.2 [T'HP - H]
861.3 L 981.2
0.0E+00 L : L = :
800 900 i 1000

Rysunek 2. Widmo fragmentacyjne jonu [M-H] mezo-tetrakis(heptafluoropropylo)porfiryny
(kopia widma zamieszczonego w pozyciji Ift).

Schemat 8
Intensity x3
B 1 SERIES 1
6.0E+02 - SERIES 4 SERIES 2 “m" :"3 :‘) g 5
-— o™ o~ o =T ™ (o] Lot ] o o < (o] ee]
0w W W W < o o o o O
5 © © © © ®© © =] | I l I |
§ [T'HP + H)
£
3.0E+02
0.0E+00 A LJ_,‘

600 650 700 750 800 850 900 ., 950 1000

Rysunek 3. Widmo fragmentacyjne jonu [M+H] mezo-tetrakis(heptafluoropropylo)porfiryny
(kopia widma zamieszczonego w pozycji Ift).
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Schemat 9. Schemat przedstawiagy s$ciezki fragmentacji jonu [M+H] ©  mezo-
tetrakis(heptafluoropropylo)porfiryny (kopia schematu zamieszczonego w pozycii lit).

W trybie jonéw dodatnich, w widmie fragmentacyjnym jonu [M+hobserwowano
o wiele wigksz liczbg sygnatéw. Bardzo wytmie dato st zauway¢ kilka serii eliminacji
HF, pochodzcych od réaych sciezek fragmentacji (Rysunek 3). Autorzy w sposob

przejrzysty rozpisali prawdopodobny przebieg tych wszystkich proceséw (Schemat 9).
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Dodatkowesciezki pojawity sie za spraw eliminacji rodnikow CECF,’ i CRCF.CF,' oraz
kombinacji eliminacji tych dwoch rodnikow z protonowanejasteczki. Powstale w ten

sposo6b kationorodniki fragmentowaty dalej poprzez eliminacje kolejnygtiezzek HF.

CeF - HF, 20.00
ki —— > CuqH1oF1oNg*, 955.06
- 2 HF, 40.01
— C44H9F18N4+, 93505 F
- 3 HF, 60.02
CeFs CeFs —————» CyyHgF17N4*, 915.05 . F
- 4 HF, 80.02 .
—— > Cy4H7F1gN4", 895.04
-5 HF, 100.03 F
CeFs — > CyHgF15N4*, 875.03
[TFPP + HI, CagHy1FaoNy*, 97507 S HF. 120.04 o
Ca4HsF14N4*, 855.03
F
- CgF5P166.99
CeF
e - HF, 20.00 "
- C38H10F14N4 , 788.07
- 2 HF, 40.01 N
———» CagHgF13N4™", 768.06
CeFs - 3 HF, 60.02
TARF. 8002 L HFL NG 728.0
—_—— * . 728.05
C6F5 10 38171114

CagHq1F1sNg™, 808.07

Schemat 10. Schemat przedstawiggy $ciezki  fragmentacji jonu [M+H] © mezo-
tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryny (kopia schematu zamieszczonego w pozycji Ift)

W tym momencie chcialbym zwrdciuwage na bardzo wana ceche reakcji
fragmentacji obserwowanych dla uktadéw porfirynowych. W ogromnegkszbgi
przypadkow jony parzystoelektronowe, takie jak np. [M%Hihogaulega& rozpadom tylko
do innych jonéw parzystoelektronowych poprzez eliminacje z uktadw:tolepjczsteczki.
Wariant rozpadu z homolitycznym rozerwaniemazminia i utworzeniem rodnika oraz kationu
nieparzystoelektronowego (kationorodnika) jest mato prawdopodobny,pydgesy takie &
najczsciej silnie endotermiczne. Istnigjednak wyjtki, do ktorych niewtpliwie nalezy
zaliczy¢ wiasnie fragmentacje uktadow porfirynowych. Ma to zmeék z ogroma trwatoscia
powstalych na tej drodze kationorodnikéw dystoniczny&tore g stabilizowane uktadem
wigzan podwojnych makrocykla porfirynowego. Z takim przypadkiem mamy do czynienia

w omawianym wyej schemacie fragmentacji.

tang. distonic ion — kationorodnik lub anionorodnik, w ktérym fadunek i niesparowany elekiron s
zlokalizowane formalnie na raych atomach w esteczce.
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Ci sami autorzy rok pdiej opublikowali opis fragmentacji korolu i porfiryny
posiadajcych tym razem w pozycjadmezo perfluorowane piignie fenylowe' Reakcje
fragmentacji przebiegaly analogicznie. Ngstwaly kolejne eliminacje a@steczki HF,

a w trybie jonéw dodatnich dodatkowo zaobserwowano dsegg eliminacji HF, zwigana
z fragmentag kationorodnika dystonicznego, powstatego po utracie z jonu protonowanego
rodnika GFs" (Schemat 10). Podobne obserwacje poczynili Barata i wsp. analinigzki

fragmentacii koroli i ich komplekséw z metalami p&oipwymi. >

100% 614

i -NO,

901 z

801

70 .
] |

607 i

504

0]

30

20 CHNO; o
1 7 CHS

10} K . NOT o8
K ’ 830

’“""‘—**’"‘““rﬂ'# —r “%‘M—"M-“"ﬁvv}\“‘“h"# v \"“A

[ e e e S S K ey v T . —
s00 S10 520 S30 540 550 S60 570 S80 590 600 610 620 630 640 650

A
1004 j614
a0 -HNG, || -NO A |
B0
704
60+
504
40 u
30 . .
} -CH,-NO,
201 537 20H
1 626 HO
10 CHy i 612
3 583 i
. A . LT

530 540 550 S60 | S70 S80 500 600 610 620 630 | €0 | 650

B

Rysunek 4. Widmo fragmentacyjne jonu [M+H]" 5-(4-nitrofenylo)-10,15,20-trifenyloporfiryny
(widmo A) i g-nitrotetrafenyloporfiryny (widmo B)(kopie widm zamieszczonych w pozycji lit*9).

Ciekawy przyktad fragmentacji o dyrn znaczeniu analitycznym opublikowali w 2001
roku Domingues i wsf’ Zaobserwowali oni drobne mize w widmach fragmentacyjnych
dwoch izomeréw nitrotetrafenyloporfiryny: izomeru z grupdtrowa w pozycji para
pierscienia fenylowego (TPPN oraz izomeru z grupgitrowa w pozycji § makrocykla

(TPPBNO,). Najbardziej charakterystyczne sygnaty fragmentacyjne, obserwowane dla
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protonowanego sygnatu TPPR@o piki pochodzce od utraty rodnikow OHNO' oraz NG
(Rysunek 4A). Mozna powiedzie ze jest to standardowy zestaw sygnatow zamych

z obecnoéia aromatycznej grupy nitrowej w gteczce. Inaczej prezentowate svidmo
fragmentacyjne izomeru z grupaitrowa w pozycji f czasteczki. Obserwowano uteat
czasteczki wody, dwdéch rodnikow hydroksylowych, ditlenku azotu oraz smgraliminacg
HNO, (Rysunek 4B). Autorzy publikacji znalézproste wyttumaczenie tych ndic.
Odosobnienie grupy nitrowej w pieigniu fenylowym powodw} ze zachowuje si ona

w sposéb standardowy, natomiast umiejscowienie grupy nitrowej w pgzyopkrocykla
indukuje ztozone procesy sprawdej ze obserwujemy inne sygnalty w widmie
fragmentacyjnym. Schemat 11 pokazuje przypuszezaitiezke reakcji fragmentacji
prowadaca do utraty czsteczki wody. Z kolei Schemat 12 przedstaydeezke prowadzga

do utraty dwdch rodnikow hydroksylowych. W obydwu przypadkach dochodzi do
wewndrzczsteczkowej cyklizacji i powstania sogoczionowego piegienia zawierajcego
atom azotu pochodzego od grupy nitrowej, ktéra traci jeden lub obydwa atomy tlenu

w wyniku tego procesu.

Schemat 12

Ci sami autorzy w publikacji z 2002 roku zaprezentowali kilka podobnych przyktadow
wewndrzczsteczkowe]j cyklizacji z udzialem innych grup funkcyjnyéhSchemat 13
przedstawia przebieg takiej reakcji cyklizacji w przypadku podstawnika propenalowego
W pozycji f czasteczki porfiryny. Odszczepieniu ulega aldehyd octowy i tworzybargzo

trwaty kation stabilizowany rezonansem.
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Schemat 13

Obogtnie jak duy bedzie podstawnik w pozycip i jesli tylko posiada wielokrotne
wiazanie sprgzone z ukladem porfirynowym bgie zachodZi reakcja fragmentacji wedtug
dyskutowanego schematu. Silva i wsp. w opublikowanej w 2006 roku pracy zaprezentowali
fragmentacje takiego doduzego podstawnika zawiergjego jednostkgukrows i pierscien
pirydynowy pohiczony z grupawinylowa znajdujca sie w pozycjif. Zaobserwowali i w tym
przypadku w widmie fragmentacyjnym sygnat charakterystyczny dla takiego schematu

rozpadu (Schemat 14).

O
0.0 —e
)k /- SN o / N CH
72 0% - C1gH2sNO5 N=
0o )Q HN {
X 7

Schemat 14

W spos6b analogiczny zachowusgie kationorodnik porfiryn, z d réznica, ze po
cyklizacji oderwaniu ulega rodnik. Pamej przedstawiony zostat ogélny schemat

dyskutowanej reakcji w przypadku tych jonéw nieparzystoelektronowych.

@/R
X

R-X=Z to NO,, CH=CH,, CH=CHCHO lub CH=CHCOOCH;

Schemat 15

Nastpnapraca, w ktérej opisano reakcje fragmentacji podstawnikéw umiejscowionych
w pozycji # dotyczy zachowania sigrupy 1,3-dinitroalkilowef® Dzicki obecnogi grup
nitrowych tak rozbudowany podstawnik prezentowat bardziej bogate liwoéei

fragmentacji. Dwie przedstawiorieiezki fragmentacji (Schemat 16) prowadzity finalnie do
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wewndrzczsteczkowej cyklizacji, tak jak miato to miejsce w poprzednich przykfadach.
Rémica polegata na tymze tutaj powstawat kationorodnik dystoniczny, ktérego centrum
rodnikowe, tak jak kation w prezentowanych aey przyktadach, mae by stabilizowane

uktadem wizan podwdjnych makrocykla.

R=H lub CH,

Schemat 16

W 2007 roku ukazala sikolejna publikacja podejmaga zagadnienie zwzane
z fragmentag podstawnikéw znajdagych sé w pozycji S-pirolowej*® Autorzy tej
publikacji podgli si¢ bardziej dogibnej analizy fragmentacji w oparciu o uktad zawigrgj
zmetylowany piersien pirydynowy zaczepiony do podstawnika winylowego znaijckgo st
w pozycji f-pirolowej. Dla tego konkretnego przyktadu autorzy zaproponowali deieki
fragmentacji prowadze do tego samego produktu (jonu [M-107]bedacego wynikiem
wewndrzczsteczkowej reakcji cyklizacji z utworzeniem stabilizowanego rezonansem
kationu (Schemat 17). Autorzy obserwowali tdalsze reakcje fragmentacji. Utworzony
na drodze wewnatrzcgteczkowej cyklizacji jon fragmentowat dalej, tec piercien
fenylowy (Schemat 18). Dodatkowo, widmo fragmentacyjne jonu molekularnego ujawniato
jeszcze jednamodiwa sciezke fragmentacji. Najprawdopodobniej nezez dochodz do
oderwania ugrupowania metylopirydylowego i cyklizacji z utworzeniem sq@mmia
czterocztonowego. Dla tak powstatego jonu autorzy zaobserwowali jeszcheroddutraty
rodnika fenylowego. Caltg sciezkg fragmentacji prezentuje Schemat 19.
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Schemat 17

[M-107]*

X =2H, Nilub Zn

[M-107-2]*

[M-107-78]*
Schemat 18
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X =2H, Nilub Zn

[M-170]*

Schemat 19

Na samym pocgku tego podrozdziatu wspomniaterag makrocykl porfirynowy
prawie nigdy nie ulega fragmentacji. W pewnych szczegélnych przypadkach posteluje si
rozpkcie makrocykla i fragmentagjna mniejsze elementy. Takie rogpe makrocykla
porfiryny i fragmentagj zaobserwowali Laycock i wsp. daezo-nitrooktaetyloporfiryny’
Zaproponowali onisciezke reakcji fragmentacji prowadea do dyskutowanego produktu
(Schemat 20). Wedtug tych autorow w wyniku doskomplikowanych przeksztalte
dochodzi do ,wypgcia st” jednej z jednostek pirolowych w postaci rodnika i utworzenia
kationorodnika dystonicznego, obserwowanego w widmie El prz/= 375 (Rysunek 5).
Analogiczny sygnat dla @steczki nie posiadagej grupy nitrowej nie byt obserwowany
w widmie EL.

100.0 579 _

b)

50.0 -

550

562
489 522
375 459 474 04
429 445

30 o . o S;Or T |6$°r; T oo

Rysunek 5. Widmo EI 5-nitrooktaetyloporfiryny (kopia widma zamieszczonego w pozycji lit?).
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m/z =375 m/z =522

Schemat 20

Takim szczeg6lnym przykiadem fragmentacji makrocykla porfirynowego na mniejsze
elementy jest wspomniana jwzczeniej metoda sekwencjonowania tetrapiroli w warunkach
jonizacji chemicznej. Shaw i wsp. opisali jakie informacje strukturalneneqiozyské
wykorzystujc jonizacg chemicznaw analizie tej klasy zwizkéw?>* Dla przyktadu, podczas
analizy estru dimetylowego mezoporfiryny IX i estru dimetylowego mezoporfiryny II,
otrzymano w wyniku fragmentacji takie same rodziny jonéw monopirolowych, ale w rodzinie
jonéw dipirolowych wystpity duze rénice. Jak pokazuje Schemat 21 dla mezoporfiryny Il
mozliwa jest jedna rodzina jonow dipirolowych JYa dla mezoporfiryny IX — atrzy (X, Y,

Z). Dla rodzinyY w przypadku obu mezoporfiryn mosge sa po dwa izomery, co jednak nie
ujawnia s¢ w widmie, poniewazmasy fragmentow astakie same. Mezoporfiryna ljest
tetrapirolem typu AABB, natomiast mezoporfiryna |l jest tetrapirolem typu ABAB i, jak

wida¢, na podstawie widma Cl moa ustalt, z ktérym z izomeréw mamy do czynienia.
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P
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P= -CH20H2002CH3 R=HIlub CH3

Schemat 21. Fragmentacja estru metylowego mezoporfiryny IX (w) i mezoporfiryny Il (ni zej).

Kolejnym zagadnieniem, ktére chciatbym porusay ramach tego podrozdziatu mojej
rozprawy doktorskiej jest fragmentacja uktadéw bardziejargch, takich jak na przyktad
chlorofile. Tematyka zwazana z chlorofilami pojawia @ibardzo cgsto w literaturze
dotyczcej spektrometrii ze wzgllu na znaczenie tych zyzkéw. Obszerny opis
fragmentacji tej klasy zwekéw zawiera midzy innymi praca Grese i wsp., ktérzy
z wykorzystaniem jonizacji FAB i tandemowej spektrometrii mas przeanalizdaiahki
fragmentaciji chlorofilu a i b, bakteriochlorofilu a oraz fragmentacje odpowiednich febfityn
Autorzy ci opisali pokrotce, jakich gtownych jonow fragmentacyjnych maoaczekiwé

w widmie CID chlorofilu a (Tabela 1).

* Feofityny to pochodne chlorofilu pozbawione atomu magnezu.
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Tabela 1. Opis widma fragmentacyjnego chlorofila (kopia tabeli zamieszczonej w pozyciji lit?).

mrz Relative abundance Assignment

892 M+

877 3 [M—--CHs]*

860 2 [M—CH3QH]*

833 2 [M - -COOCH;]

614 100 [M—CapHasl*

599 . 4 [M‘-Con;gs"‘ 'CH3]+

583 5 [M—CagHg — HOCH31+

6569 4 [M—-CyHag— -COQOHI*

5556 16 [M—CygHsg— -COOCH;1* or [M— -CH;COOC ;5Hag1*
540 7 [M—-CH,CH,COOC ;3Haq)*

527 4

509 6

495 3 [M - -CH;COO0C0Hae-CO-HOCH3]~

481 27 M — «CH;CH,CO0C ,pH3e-CO-HOCH;]*
467 10 [M - -CH2CH,CO0C ;5H3g-CO-HOCH;-14]*
453 7

439 4

Czasteczka chlorofilu, z racji swojej skomplikowanej budowy, prezentopgah
fragmentagj (Tabela 1). Nie ma potrzeby przytaczanie tutaj kompleksowego égiek
fragmentacji, ale postaramestwrocic uwage na pewne istotne elementy tego opisu. Grese
i wsp. zauwayli pewne réznice we fragmentacji pordiy jonami M™ i [M+H]". W widmie
obsrwowano jednoczese obydwa te jony, przez co trzeba ktzy¢ ze znacznym wkiadem
jonu izotopowego zawiergiego wegiel **C sygnatu M do jonu protonowanego. Mimo to
dao sie wyraznie zauway¢, ze w przypadku jonu protonowanego sygnaly jondéw
fragmentacyjnych pochodeych od utraty CBOH i CH4O, (-CH;OH -CO) g bardziej
intensywne ni dla kationorodnika. tatwo jest to zjawisko wyttumaczywzgkdniajac
wplyw protonu nag sciezke fragmentacji (Schemat 22).
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Schemat 22

W tej samej publikacji opisano reakcjragmentacji hydroksylaktonowej pochodnej
chlorofilu, nieobeca w przypadki innych pochodnych. W wyniku tej fragmentacji dochodzi
do przegrupowania atomu wodoru i odszczepienia rodnikR@’, tak jak pokazuje Schemat
23.

przegrupowanie
wodoru

Schemat 23

Inne spojrzenie na analizhlorofili za pomog MS ukazuy prace opublikowane przez
Verzegnassi i wsfr > Wykonali oni analizy catej gamy chlorofili i ich pochodnych
wykorzystupc zrédto APCI. Zaobserwowalize w trybie jonéw dodatnich egto gtownym
sygnatem obecnym w widmie jest nie jon [M+H]lecz sygnat fragmentacyjny,
odpowadapcy utracie tacucha fitylowego [M+H-GoHsgl". Jednoczenie zauwayli,
ze W trybie jondéw ujemnych obserwujeg sgtdwnie anionorodnik, ktoremu towarzysz
czasami jony fragmentacyjne, ale w mniejszym stopnid, tai ma miejsce w jonach

dodatnich, co juz byto wspomniane we wazejszym rozdziale tej rozprawy.
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2.4. Porfirynoidy — spektrometria mas w trybie jondw ujemnych

Wzmianki na temat spektrometrii mas jonéw ujemnych w odniesieniu duayaidz
metod jonizacji juz pojawialy siw poprzednich podrozdziatach mojej pracy. Postanowitem
w tym krotkim podrozdziale zgromadzpozostate elementy tego zagadnieney pokazé,
ze istnieje moliwos¢ skutecznego analizowania wielu uktadow porfirynowych $nika
w trybie jondw ujemnych. Dominaga wkkszos¢ pomiaréw wykonywanych za pompc
spektrometrii mas dotyczy analiz, w ktérych rejestrugej@ny dodatnie. Wynika to z faktu,
ze dominugca do niedawna metoda jonizacji El dostarcza niemajcagie jondéw dodatnich
(wyjatki sa nieliczne). Dopiero pojawienie sigonizacji chemicznej dalo mbwos¢
wytwarzania, a tym samym badania jonéw ujemnych. Istnieje kilka dofijesiektorych
wykonywano pomiary jonow ujemnych z wykorzystaniembdta ClI w odniesieniu do
uktadow porfirynowyc? Jednak pomiary tego typu nie upowszechnityzg wzgkdu na
zbyt niska lotnos¢ porfiryn. Duzo czsciej spotyka s doniesienia, w ktorych
wykorzystywano technik§AB lub LSIMS. Wspomniana juprzeze mnie praca dotyza
analizy chlorofilu i jego pochodnych przedstawia dodatkowo przyktady fragmentacji
anionorodnika chlorofilu a uzyskanego za pomjmizacji FAB>2 Gtéwny sygnat w widmie
fragmentacyjnym anionorodnika obserwowany prajz 613 pochodzi od utraty aaucha
fitylowego, w wyniku ktérej powstaje anion kwasu karboksylowego. Autorzy obserwowali
rowniez sygnat powizany z utraf catego podstawnika zawiegaggo fragment fitylowy
i przytaczonego do zcza chlorynowego z utworzeniem stabilizowanego przez qigars

chlorynowy anionu obserwowanego prayz541 (Schemat 24).

- H2C=CH2

Schemat 24
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Bardzo wiele doniesien literaturowych, opignjch jony ujemne obserwowane
za pomog spektrometrii mas, dotyczy kompleksow porfirynoidow z metalami
przegciowymi. Wynika to z tegoze kompleksy z niektorymi metalami wykazugndenai
do generowania trwatego anionorodnika. Przyktadenemm¢ praca opublikowana przez
Rubino i wsp. gdzie wykorzysig jonizaci FAB przebadano kompleksy
tetrafenyloporfiryny (TPP) typu TPP(M)-X (gdzie X to aniony,Ql, ClO;) z zelazem
i manganem> Obserwowano nie tylko sygnaty pochadz od jonéw [TPP(M)] ale réwniez
od jonéw [TPP(M)-X]", czyli casteczek, ktore nie utracity ligandu X podczas jonizacji.
Potwierdzato to tagodny charakter metody jonizacyitejzdo otrzymania tych jonéw. Rownie
wydajna i tagodna okazatagsiechnike elektrosprej wykorzystana w analizie kompleksow
korolu z metalami przégiowymi opisanej przez Baraiavsp®®

Na pocatku lat 90-tych poprzedniego wieku pojawity snetody jonizacji pracage
pod cknieniem atmosferycznym, ktére ostatecznie zrewolucjonizowaty obszar spektrometrii
mas zwizany z jonami ujemnymi. Maa bylo od tamtej pory w bardzo prosty sposadb,
z duza wydajnogcia uzyskiwa& widma zwazkow w trybie jondéw ujemnych. Generalnie
naleey podkreli¢ jedna wazng rzecz zwazana z dyskutowanymi zvazkami. W przypadku
wolnych zasad porfirynoidéw z duzatwoscia jony ujemne tworzagtdédwnie korole. Zostato
pokazaneze korole charakteryzaljsic duzo wigksza kwasowoséniz na przyktad porfiryny,
stad duzo tatwiej tworzajony ujemne’® Oczywicie uzyskanie jonéw ujemnych dla porfiryn
nie jest niemgliwe. Wystarczyze uktad bezie posiadat podstawniki elektronoakceptorowe,
ktore zwkkszy jego kwasowos¢. Mogato by opisane juz przeze mnie porfiryny
z podstawnikami heptafluoropropylowymi w pozyejezo!* jak rowniez uktady posiadajice
perfluorowane piedenie fenylowe. WczZmiej opisatem fragmentacje porfiryny
z perfluorowanymi piegieniami fenylowymi w pozycjimezo obserwowane dla jonu
protonowanego generowanego za pogjonizacji ESI. Dla jonu deprotonowanegoiezka
fragmentacji przebiega analogicznie: rownimchodzi do wielokrotnej eliminacji ggteczki
HF (Schemat 25%

Bardzo interesujca prag dotyczca spektrometrii mas jondw ujemnych opublikowali
Denekamp i wsp’ Otrzymali oni szereg koroli skompleksowanych miedzpotaczonych
z estrami aminokwasow. Naphie wykorzystali oni zdolnosckompleksow korolu do
generowania anionorodnika podczas jonizacji i wykonali fragmentaryskanych na tej
drodze jonow. Poniewa w przypadku porfirynoidéw fragmentacji ulegajgtownie
podstawniki peryferyjne, ktéorymi w tym przypadku byly peogone do korolu w pozycji-

pirolowej estry aminokwasow, wspomniani autorzy mogli obserwawapady indukowane
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przez anionorodnik w obr¢bie pragizonych ugrupowa Uzyskanie podobnego efektu bez

takiego paodczenia chemicznego byloby nientiaée.

- HF,
20.00
[TFPP - HJ", C44HoF 20Ny~ 973.05 CasHgF 1Ny, 953.05 / CasH7F1gNy7, 933.04

CaaHeF 17Ny, 913.52 ¢ 2 HF. 40.00

- HF,
20.00
CyqHzF 14Ny, 853.01 ===~

-2 HF,
40.00
CyaqHoF 13Ny, 833.01 —€-=---

- 3 HF,
60.00
CygHF 19Ny, 813.00 ==----

CyqH4F 45Ny, 873.02 CaqHsF 16Ny, 893.03

Schemat 25. Fragmentacja jonu [M-H] mezo-pentafluorofenyloporfiryny (kopia schematu
zamieszczonego w pozyciji lit%).

AA=Trp (100%)
AA=lle

-R AA=Phe (100%)
AA=Tyr (100%)
AA=Val

R R
-. |__or ron -. | R
<Cu>-CH=N it = <Cu>-CH=NA::O ——  m/z652
O

AA=Ala m/z713 m/z 867
AA=His m/z 765 m/z 733
AA=Leu/lle m/z 741 m/z 709
AA=Met m/z 759 m/z 727
AA=Phe m/z775 m/z 743
AA=Tyr m/z 791 m/z 759
AA=Val m/z 727 m/z 695

Schemat 26. Fragmentacje anionorodnika korolu paiczonego z réaymi estrami aminokwaséw
(kopia schematu zamieszczonego w pozyciji fif)
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Ze wzgkdu na zachowanie ¢i podczas fragmentacji podzielono przebadane
aminokwasy na dwie grupy: na te, ktére w wyniku fragmentacji wykazywaty terdéacj
rozpadu homolitycznego z odpadaniem rodnikeoRaz na aminokwasy, ktore fragmentowaty
poprzz eliminacg obogtnej casteczki alkoholu (Schemat 26). Schemat 27 natomiast
prezentuje niektore inne reakcje fragmentacji obserwowane dla dyskutowanycheapot
chemicznych. Pokazana jest e¢agy innymi eliminacja estru metylowego kwasu
mrowkowego w przypadku metioniny i eliminacja formy enolowej aldehydu octowego

w przypadku treoniny.

SCH,

-HCO,CH, -
" OMe <Cus-CH=N—"""""SCH,
<Cu>-CH=N

0
m/z 699
m/z 759
OH -OCH,
-CH,OH -
- OMe = <CU>'CH=N/::::'I}O
<Cu>-CH=N
0
0
m/z 759 m/z 653 (100%)
OH S OH
) - OMe -CH,OH -
- OMe — = 2 - 3 g e
<Cu>-CH=N <Cu>-CH N/T s <Cu>-CH=N =~
0
miz 729 m/z 685 m/z 653 (100%)

Schemat 27. Kilka reakcji fragmentacji obserwowanych dla réaych polaczei korolu z estrami
aminokwas6w (kopia schematu zamieszczonego w pozycjiTij.

Ponadto zauwano bardzo istota roznice w widmach fragmentacyjnych wykonanych
za pomog putapki jondw dla pochodnych zawiegeych reszty leucyny i izoleucyny. Na
widmach wid& wyraznie, ze sygnat pochodzy od eliminacji rodnika butylowego
obserwowany przyn/z684 jest duzo bardziej intensywny w przypadku izoleucyny (Schemat
28). Stosunek sygnatow M/ [M-C4Ho]” dla leucyny i izoleucyny wynosi odpowiednio 3
i 0,5. Obserwacja ta ma duzznaczenie diagnostyczne i mobhy w przysziogi

wykorzystywana do rozréiania tych izomerycznych aminokwasow.
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(a)
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Schemat 28. Widma fragmentacyjne jonéw M uzyskane dla pochodnej korolu zawierajcej resze
izoleucynowy (a) oraz pochodnej zawieragcej resze leucynowy (b) (kopie widm zamieszczonych
w pozyciji lit.>").

2.5 Przyktady stosowania technik HPLC-MS i HPLC-MS/MS w analizie
ztozonych mieszanin zawieragcych porfirynoidy

Sprzzenie wysokosprawne] chromatografii cieczowej ze spektrognetas pozwolito
analizowa w sposob bezpeogdni ziaone mieszaniny. Przed pojawieniem gechnik
jonizacji pracugcych pod dinieniem atmosferycznym analiza mieszanin zawieyah
porfirynoidy wigzata s¢ zwykle z wydzieleniem poszczegdlnych sktadnikéw i zbadaniem
wyizolowanych frakcji za pomacwybranej techniki spektrometrii msPo powstaniu
technik pracujcych pod dinieniem atmosferycznym ten problem zostat razamny - wyciek
z kolumny chromatograficznej kieruje ¢sibezpofednio do spektrometru mas. Takie
polaczenie oferuje nam rowriemodiwos¢ bezpofedniej fragmentacji jondw uzyskanych

w trakcie analizy, jeeli tylko posiadamy tandemowy spektrometr mas.
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Kompletupc literature zwazana z porfirynoidami i opisujca techniki jonizacji
pracupce pod dinieniem atmosferycznym zauwdem, ze w zastosowaniach HPLC-MS
techniki ESI i APCI § wykorzystywane praktycznie tak samoesto. W przypadku mniej
polarnych zwizkéw decydowano sina APCI ze wzgldu na zakres stosowalrubste]
metody jonizacji. Jednak generalnie obydwie techniki spiskijcatkiem dobrze w tego typu
analizach. Oczywcie na dobor odpowiedniej metody jonizacji wptyw ma wiele czynnikow.
Najwazniejszym z nich jest wykorzystywana w analizie faza ruchoma; dgba pamitac,
ze nie w kadych warunkach dojdzie do jonizacji probki. Mam tu nalirgtéwnie jonizacg
elektrosprej, ktéra wymaga polarnego rozpuszczalnika do jonizacji prébki. Wykonanie
analizy w uktadzie faz normalnych z wykorzystaniem techniki ESI mgavgic z celem,
gdyz faza nie zjonizuje prébki. Jonizacja APCI jest pozbawiona tego ograniczenia, jednak
ze wzgtdu na koniecznos@rzania roztworu wzrodle jonow zwigzki termolabilne moga
ulega rozktadowi podczas jonizacji. Nie natkem st na przyktady analiz HPLC-APPI-MS,
jednak charakter tej metody jonizacji jednoznacznie wskazuje ra twez problemu bedzie
mozna dokonywa analiz zarowno w odwréconym jak i normalnym uktadzie fazy ruchomej.

Dominujaca wigkszos¢ analiz HPLC-MS z obszaru porfirynoidow dotyczy probek
0 pochodzeniu naturalnym. Takim przyktadem jest analiza HPLC-ESI-MS wykonana przez
Lim i wsp. mieszaniny porfiryn wyekstrahowanych zatmby myszy zatruwanej dioksyna
powodujca porfirie.>® Porfiria jest chorobazwiazana z zaburzeniami dziatania enzymoéw
w szlaku syntezy hemu. zii ktérys z enzymow w szlaku tej syntezy nie funkcjonuje
prawidtowo, dochodzi do kumulowaniagsiv komorkach prekursorow, ktére nie uleglty
przemianie w produkt katalizowany przez ckoay enzym. Jednym z fragmentow szlaku
syntezy jest przégie od uroporfirynogenu do koproporfirynogenu poprzez kilka reakciji
dekarboksylacji katalizowanych przez enzym dekarboksylazoporfirynogen posiada 8
grup karboksylowych, natomiast koproporfirynogen 4. Rysunek 6 przedstawia
chromatogramy masowe otrzymane podczas wspomnianggj\apalizy. Wyekstrahowano
z catkowitego chromatogramu jony odpowiagaj poszczegdlnym produktom kolejnych
przemian zwjzanych z konwersgjuroporfirynogenu do koproprofirynogenu, ktére w wyniku
utlenienia ulegty przeksztatceniu w odpowiednie porfiryny. Mamy w tej analizowanej probce
obydwa izomery uroporfiryny, pochodaawierajca 7 i 6 grup karboksylowych (7111'i 6 Ill),
kilkka izomeréw zawieragych 5 grup karboksylowych (5lll) oraz obydwa izomery
koproporfiryny. W prébce kontrolnej nie byto tych porfiryn, co jednoznacznie wskazuje na to,
ze dioksyna podawana myszy wywotata zaburzenia w szlaku syntezy hemu, a uzyskany

wynik analizy jest tego dowodem. Dodatkowo obecnos¢ porfiryn typu | jest kolejnym
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objawem stanu chorobowego, gdgorfiryny tego typu pojawiaj si¢ tylko w warunkach

patologicznych, takich jak na przyktad porfiria erytropoetyczna.
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Rysunek 6. Chromatogramy masowe jonéw [M+H] dla kilku zwiazkéw zwigzanych z przemiam
uroporfirynogenu w koproporfirynogen (kopia rysunku zamieszczonego w pozycii lit)

Ogromnazalet sprzzenia HPLC ze spektrometrem mas jest im@s¢ fragmentacii
jonébw obserwowanych w trakcie analizy. Pozwala nam to zddbgatkowe informaejna
temat struktury analizowanej, nieznanej substancji lub uzygkdwierdzenie zakladanej
struktury casteczki. Dla przyktadu, Danton i wsp. wykonali analiZPLC-MS mieszaniny
hydroksylowanych pochodnych uroporfiryny i urochloryny powstatych na drodze
fotochemicznego utlenienia porfirynogenu (Schemat®2@téwnym produktem utlenienia
byta uroporfiryna zidentyfikowana na podstawie czasu retencji i widma fragmentacyjnego
wzorca wykonanego przy okazji wcnagjszych analiz przeprowadzanych przez
wspomnianych badaczy. Pozostate produkty utlenienia rawmelentyfikowano na
podstawie czaséw retencji, jednak z racji teg®,nikt nie prezentowat wcgeiej widm

fragmentacyjnych tych zwikow, autorzy zdecydowaligtdokona& opisu tych widm.
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Rysunek 7. Widmo fragmentacyjne jonu [M+H] kwasu hydroksyoctowego uroporfiryny | wraz
z opisem odpadagcych fragmentéw (widmo pochodzi z pozycii lit®)

W swojej rozprawie przedstagvitylko dwa widma fragmentacyjne wraz z opisem.
Rysunek 7 przedstawia widmo fragmentacyjne protonowanego sygnatu pochodnej
uroporfiryny (m/z 847) posiadacej grupe hydroksylowa w obrebie podstawnika
karboksymetylowego wraz z wzorem strukturalnym jak i opisem odgaddy fragmentow.
Kluczowy dla identyfikacji tego zwiku jest sygnat obserwowany pray/z 772 zwazany
z odszczepieniem w postaci rodnika podstawnika zawmrgp grupe hydroksylogv

Drugi przyktad dotyczy izomeru, w ktérym grupa hydroksylowa znajdgjevsobrebie
ugrupowania 2-karboksyetylowego. W tym konkretnym przypadku kluczowy jest sygnat przy
m/z 759, ktéry pochodzi od eliminacji kwasu formylooctowego (semialdehydu malonowego)
z jonu protonowanego. Spektrometria mas oczgwi nie powie nam, czy dyskutowana

pochodna zawiera grugeydroksylows w pozycji o czy f wzgldem grupy karboksylowej.
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Jednak daje nam mib&os¢ odpowiedzi na pytanie, czy grupa OH znajduje \8iobrebie

podstawnika karboksymetylowego czy 2-karboksyetylowego.

H 743
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740 7580
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Rysunek 8. Widmo fragmentacyjne jonu [M+H] kwasu -hydroksypropionowego uroporfiryny |
wraz opisem odpadagcych fragmentéw (widmo pochodzi z pozycii lit?)

Przyktadow tego typu analiz maa by zaprezentowaduz. W ramach mojej rozprawy
nie ma miejsca na rozwitie tego obszernego atku. Na temat analizy uktadow
porfirynowych za pomag wysokosprawnej chromatografii cieczowej | sgimej z nj
spektrometrii mas powstata niedawno monografia w ramach ddeithods in
Chromatography pod tytutemHigh-Performance Liquid Chromatography and Mass
Spectrometry of Porphyrins, Chlorophylls and Bilirf§”.

Kompleksowe przedstawienie najnowszej literatury na temat spektrometrii mas
porfirynoiddw mogtoby by tematem bardzo dego przegidu literaturowego. Moja
rozprawa dotyczy d@¢ szerokiego wachlarza zagadhniellatego w swojej pracy starateng si
przedstawd zwigzty opis literatury dotycacej podgtego zagadnienia, stasaj Sk przede
wszystkim uwydatréi znaczenie spektrometrii mas jako techniki analitycznej, vwacesz

bardzo wiele do badazwiazanych z porfirynoidami.
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3. Badania wiasne

3.1. Wstep

Wyniki bada, bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy, zostaly juzscowo
opublikowané! Rozdziat bada wiasnych sktada siez trzech duych podrozdziatow.
Najpierw przedstawione zostamayniki, ktore nie zostaly jeszcze opublikowane, doigez
poréwnania metod jonizacji spektrometrii mas w odniesieniu do porfirynoidéw oraz
dotyczce sciezek fragmentacji niektérych wybranych zwkéw z tej klasy. W ostatnim
podrozdziale opiszmateriat, ktory zostat opublikowany, dotycy identyfikacji produktéw

utlenienia koroli.

3.2. Poréwnanie technik jonizacji w odniesieniu do badanych uktadow

porfirynoidowych

3.2.1. Krotka charakterystyka sygnatow obserwowanych w widmach MS
rejestrowanych roznymi metodami jonizacji oraz z zastosowaniem rdizych
rozpuszczalnikow

Bardzo czsto obserwowanym elementem widocznym w widmach porfirynoidow,
rejestrowanych metodami jonizacji prageymi pod cénieniem atmosferycznym, jest
obecnos¢ réwnoczénie kationorodnika M i jonu [M+H]". Proporcje tych sygnatow
w widmach zaleza od wielu czynnikow, ale gtownie od ytej metody jonizacji
i rozpuszczalnika. Podobne zjawiskoina spotkéa w jonach ujemnych, gdzie réwnoénée
pojawia s¢ sygnat anionorodnika Mi jonu [M-H]’, jednak nie jest ono tak powszechne jak
w jonach dodatnichRysunek 9 przedstawia fragmenty widm MS zarejestrowanych metod
APCI dla 10-(4-cyjanofenylo)-5,15-dimezytylokorolu w metanolu, acetonitrylu, heksanie
i octanie etylu. Jak wida uzycie protycznego rozpuszczalnika, takiego jak metanol, sprawia,
ze obserwuje giwigksz intensywnosésygnatu jonu protonowanego, ktory jest wtedy zwykle
sygnatem domingcym w widmie. Natomiast rozpuszczalniki aprotyczne sprzyjaty
generalnie powstawaniu kationorodnika, cimacprzyktad dla octanu etylu obserwowany byt

dos¢ silny sygnat jonu protonowanego.
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Rysunek 9. Widma APCI jon6w dodatnich wykonane dla 10-(4-cyjanofenylo)-5,15-
dimezytylokorolu z zastosowaniem réaych rozpuszczalnikow.

Niespodziewanie w jonizacji APPI (bezyata dopanta), wykorzystag heksan jako
rozpuszczalnik, obserwowatem quidziat jonu protonowanego (Rysunek 10c). Natomiast
przy uzciu rozpuszczalnikow takich, jak metanol, acetonitryl czy octan etylu, kationorodnik
byt dominupcym sygnatlem (Rysunek 10a, b i d). Z sytaagdzie obserwowany byt dosé¢
silny sygnat jonu protonowanego obok kationorodnika gciem heksanu, spotkali esi
réwniez Ghislain i wsp’?> Poréwnali oni dziataniezrode jonizacji ESI, APCI i APPI
w analizie wielopiergieniowych wglowodoréw aromatycznych. Zwrécili uwagga
szczegoOlne zachowanie heksanu w warunkach jonizacji APPI, pekazownie,
ze W niektérych przypadkach korzystniejsze jesycigz w analizie tylko heksanu bez
wspomagania dopantem. Postuluje s&z racji niskiej energii jonizacji (dla heksanu wynosi
10,13 eV, a lampa kryptonowa emitdjeiatto o energii 10,0 eV i 10,6 eV) heksan raoz
wspomaga jonizacg probki tak jak doparft
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Rysunek 10. Widma APPI jonéw dodatnich wykonane dla 10-(4-formylofenylo)-5,15-bis(4-
metylofenylo)korolu z zastosowaniem raiych rozpuszczalnikow.
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Rysunek 11. Widma ESI i APCI w metanolu dla przedstawicieli koroli [a) i b)] oraz porfiryn
[c) i d)] posiadajacych atomy tlenu w cgsteczce (struktury zwazkéw zamieszczone na rysunku).
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W widmach MS porfirynoidéw nie obserwujeestwykle jondw [M+Na]. Wyjatek
stanowi zwiazki posiadajce w casteczce atomy tlenu, dla ktorych w przypadkuyaie
metanolu jako rozpuszczalnika w jonizacji ESI zwykle obserwowan@rsy sodowane
(Rysunek 11). W metodzie APCI lub APPI nie spotkatem przypadku, w ktorym byiby
obserwowany jon sodowany.

Jak wspomnialem wczetej, kwestia wysfpowania réwnocze¥e w obszarze jonu
molekularnego sygnatu jonu parzystoelektronowego i nieparzystoelektronowego nie odnosi
sic tylko do jonéw dodatnich. Na przyktad, stoguj jonizacg APCl dla
5-(etoksykarbonylo)metylo-15-nonyloporfiryny w trybie jonéw ujemnych obserwowatem
w widmie roéwnoczesie jon deprotonowany i anionorodnik (Rysunek 12a). Natomiast

w trybie jonéw dodatnich obserwowatem tylko jon protonowany (Rysunek 12b).
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90% 0%
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0% 40%
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50 &2 &4 &6 618 60 &2 G4 4% &2 60 532 &M &6 6B 50 52 614 66 F 610 512 614 516 618 52 62 624 625 528 §30 632 534 6% 516 G40 542 644 508
miz, amu iz, amy

Rysunek 12. Widma APCI jonéw dodatnich i ujemnych 5-(etoksykarbonylo)metylo-15-
nonyloporfiryny.

3.2.2. Por6éwnanie czutogi technik jonizacji pracujacych pod cénieniem
atmosferycznym

Podejmujc sk problemu poréwnania efektywnms roznych technik jonizaciji
w odniesieniu do analizowanej klasy zuk$w, zastanawiatem sjak w sposéb przejrzysty
da¢ odpowiedzna pytanie: ,Ktéra metoda jonizacji jest najlepsza w odniesieniu do danego
zwiazku?”. Postanowitem,ze czutos¢ oferowana przez te metodyedzie najlepszym
wskaznikiem ich efektywnogi. Innym parametrem opisigym techniki jonizacji mogtaby
by¢ granica wykrywalnosi okreslonych zwhzkédw przy wyciu danej metody. Jest ona
wielkoscia otrzymywanana drodze statystycznej, wymaga ejuliczby eksperymentéw dla
poprawnego jej oszacowania i zale od wybranej metodologii obliczania jej wakbds
mozemy uzyskiwé rozne wyniki. Jakascisty parametr obrazagy faktyczne réznice mdzy
metodami jonizacji wybralem czutodcuwazam, ze poréwnanie metod jonizacji za pomoc

tego parametru lokzie najlepiej przedstawiaéznice medzy nimi.
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Na podstawie uzyskanych wynikow pealéim sk rowniez proby statystycznego
oszacowania granicy wykrywalngs badanych zvazkow za pomog wybranych metod
jonizacji. Niestety wyniki okazaty simato spéjne i nie oddaje prawdziwego obraz sytuaciji.
Krotki opis i analiza uzyskanych wynikéw znajdujez s nas¢pnym podrozdziale tej
rozprawy (Rozdziat 3.2.3, str. 70).

CN

o} 6
o)

s

Rysunek 13. Wzory zwazkow uzytych przy poréwnania czutogi jonizacji ESI, APCI i APPI
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estrowa pochodna witaminy B4, z grupg NH, w pozycji mezo

8

Rysunek 14. Wzory zwazkoéw uzytych przy poréwnania czutogi jonizacji ESI, APCI i APPI.
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Rysunek 15. Wzory zwizkéw uzytych przy poréwnania czutosi jonizacji ESI, APCI i APPI.

Do poréwnania wybralem 20 zwigow (Rysunki 13, 14 i 15) o réej budowie
i polarnogi, zarébwno wolne zasady, jak i kompleksy z metalami grupy d uktadu okresowego.
Przetestowatem trzy metody jonizacji prao@ pod dinieniem atmosferycznym: ESI, APCI
i APPI z dopanteth Dodatkowo uwzgidnitem podczas badametode APPI bez dopanta.
Wyniki uzyskane dla tego wariantuedy przedstawiat razem z pozostatymi metodami
jonizacji. Starannie przygotowany zestaw roztworow ayéh stzeniach byt wstrzykiwany
za pomog autosamplera zestawu HPLC dddia jonow spektrometru mas. Zwykle nastrzyki
zawieraty st w przedziale od 1 pg do 10 ng zwku. Jako rozpuszczalnika ywatem
metanolu o przeptywie 200 pl/min. Tego samego dnia wykonywane byly pomiary przy
uzyciu wszystkich metodach jonizacji dla tych samych roztworé®pektrometr mas byt
usawiony w trybie MRMT, na wczéniej zoptymalizowane parametry pomiaru. Zwykle
dobranych miatem kilka par MRM, a w wynikach uwaiiatem sygnat najsilniejszy.
Dodatkowo nie ograniczytem sitylko do jonéw dodatnich - tam gdzie to bylo riae

$ Jako dopanta yivatem toluenu.

” Wszystkie pomiary byly wykonywane na tym samym spektrometrze, pagigaianodiwosé prostej
wymiany z6dfa jonéw.

" MRM - (z ang.multiple reaction monitoring) Jest to tryb pracy spektrometru mas, posizda
potréjny kwadrupol jako analizator mas. Spektrometr tego typu w tym trybie w pierwszym kwadrupolu
przepuszcza tylko jon molekularny (lub pseudomolekularny), w drugim dokonuje jego fragmentacji, a w trzecim
przepuszcza do detektora tylko atomy produkt rozpadu. Jest to tryb charakteryzyjse najwyzsza czutoLia
i szybkogia. Ponadto poprzez monitorowanie cofomej pary jonéw (jon molekularny lub
pseudomolekularny/jeden z produktow rozpadu) jest to pomiar specyficzny dla danggaizW chgu bardzo
krétkiego odcinka czasu mibae jest monitorowanie nawet kilkuset takich par.
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wykonatem réwnie¢ pomiary jondw ujemnych. Na podstawie uzyskanych wynikow
sporadzitem wykresy przedstawigje odpowiedzaparatu na okré&sne stzenia substancii
analizowanej i obrazage réxnice w czutogi réznych technik jonizacii.

Otrzymatem caty szereg ciekawych wynikow. Pierwszy wniosek ogolny, jaki dato si
sformutowacépo przejrzeniu rezultatow uzyskanych dla jonéw dodatnich, byt zakinetoda
ESI jest idealna dla wolnych zasad i bardzo polarnychwzidiv, takich jak pochodne
witaminy Bi,. Nie byt to moz zaskakujcy wynik, jezeli chodzi o pochodne witaminy;:B
ktore @ bardzo polarne iaswrecz idealnie dopasowane do charakteru jonizacji ESI. Bardzo
wazny jest wynik uzyskany metodESI wsrod wszystkich wolnych zasad przebadanych
koroli (1-3, 16) i porfiryn (4,9, 12). W obrbie tych klas zwizkédw pochodne roznity si
znacznie polarn@ia, jak chociaby zwiazek 1 (Rysunek 16) i3 (Rysunek 17), a ESI
oferowato najlepsz czutos¢ we wszystkich wymienionych przypadkach. Rige
w czutoLiach poszczegdinych metod jonizacji lsardzo wyrane, gdy w przypadku ESI
moéwimy o nastrzykach kilkudziegiiu pikograméw substancji, a w przypadku pozostatych

metod jonizacji 0 nastrzykachegdu nanograméw, aby uzyskpodobnaodpowied.

600000,0 - .
Zwigzek nr 1 N

jony dodatnie O

¢ ESI \ O Q o

m APC

500000,0 -

400000,0 -

APPI
300000,0 -

e APPI-dopant

powierzchnia piku

200000,0 -

100000,0 -

0,0
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
nastrzyk w ng

Rysunek 16. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 1 (w oparciu o
pare MRM gdzie prekursorem byt sygnat [M+H]").
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Rysunek 17. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 3 (w oparciu

o pare MRM gdzie prekursorem byt sygnat [M+H]").
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Rysunek 18. Poréwnanie czuta$ metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 6.
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Techniki APCI i APPI z dopantem zachowywatyg sbznie. W przypadku wolnych
zasad koroli zwykle obydwie techniki dawaty podobne rezultaty. Mminimalnie lepsze
wyniki uzyskatem przy wciu APPI z dopantem w przypadku mniej polarnych pochodnych
(1 1 2). W odniesieniu do pochodnych witaminy,Bzwiazki 6 (Rysunek 18),7 i 8) oraz
zwiazku nr 9 (Rysunek 19) APCI oferowalo lepszczutos¢ niz APPI z dopantem,
co jednoznacznie sytuuje technike APPIréd metod, ktore najlepiej nadagic do analizy
zwiazkdw bardzo niepolarnych.

Kolejny element, ktéry bardzo rzuca sv oczy na niektorych wykresach (dobrze to
wida¢ dla zwhzkéw 1, 3 1 9) to fakt braku liniowodi obserwowany gtéwnie dla techniki ESI.
Ewentualne kddy w przygotowaniu roztworow maoa wykluczy, gdyz w analogicznych
przypadkach inne metody jonizacji prezeatyprzebieg liniowy odpowiedzi aparatu,
a pomiary byty prowadzone z udziatem tych samych roztworow. Raczej trzedidasiia€ ku
temu, ze w miarewzrostu stzenia biegnaw zrédle jonéw elektrosprej dodatkowe procesy

majace wptyw na odpowiedaparatu.
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Rysunek 19. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwiazku nr 9 (w oparciu o
pare MRM gdzie prekursorem byt sygnat [M+H]").

Na wszystkich wykresach zamieszczam rowneelpowied aparatu otrzyman dla
APPI bez dopanta. Prawie zawsze udawato emusyskiwa& chociaby znikomy odpowiedz

aparatu dla tego wariantu jonizacji APPI. Takim przypadkiem, gdzie w przebadanym zakresie
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nie udato si uzysk& odpowiedzi aparatu byta witamina Bzwiazek 6, Rysunek 18). Ktos
mogtby powiedzieg ze nie bylo sensu wdza tych wszystkich wynikéw do catkowitego
opisu. Jednak sam fake prawie wszystkie przebadane zzki podlegag jonizacji APPI bez
dopanta tylko pod wptywem lampy UV, jest informacistotna Oczywgcie czutosc

w poréwnaniu do innych metod nie jest konkurencyjna i przy pomiarach HPLC-MS nie ma
sensu jej stosowadlednak przy pomiarach standardowych widm MS jonizacja APPI bez
dopanta mog by z powodzeniem stosowana w wielu przypadkactelietylko mamy
odpowiedna ilos¢ zwiazku.
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Zwiagzek nr 13 ¢ESI M™
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T T

Rysunek 20. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 13 (w oparciu
o pare MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).

Catkowicie inaczej przedstawialy ¢siwyniki obserwowane dla jondéw dodatnich
kompleksow koroli i porfiryn z metalami grupy d ukladu okresowego. Elementem
charakterystycznym, zaobserwowanym dla niemal wszystkich komplekséw, byto to,
ze W jonizacji ESI najlepszadpowiedzdawata para MRM zwrana z kationorodnikiem,

a w przypadku innych metod jonizacji byta to paraszana z sygnatem protonowanym.
Dodatkowo, w wielu przypadkach metoda elektrosprej nie oferowatagjlepszej czutas.
Prym wiodty metody APCI i APPI z dopantem, ktore wyria lepiej spisywaty giw analizie
tego typu zwizkow. Wsrod komplekséw porfiryn dato sizauway¢, ze jonizacja APPI
z dopantem exto konkurugc o miano pierwszenstwa z joniza@PCl, oferuac nieco lepsz

55
http://rcin.org.pl



Badania wtasne

czutos¢ (przyktady: Rysunki 20 i 21). Na szczegolmyage zastuguje przypadek kompleksu
niklowego (zwazek 14, Rysunek 21) gdzie bardzo stabo zaprezentowatangtoda ESI.
W przypadku wszystkich przebadanych zkigw metoda APPI bez dopanta oferowata
najstabsz czutos¢ i wyraznie usgpowata innym metodom jonizacji. Jednak dla kompleksu
z niklem uzyskano réwniedardzo staby wynik metody ESI, ktéra oferowata tylko

nieznacznie lepazczutos$éniz jonizacja APPI bez dopanta.
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Rysunek 21. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 14 (w oparciu
o pare MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).

Dla kompleksu miedziowegbb uzyskatem wyniki bardzo podobne do tych uzyskanych
dla kompleksu cynkowego. Jednak w tym przypadku metoda APPI z dopantem zataewa
nad APCI, a ESI ewidentnie gppwato APCI (Rysunek 22). Niemal identyczne wyniki jak
w przypadku powyej zaprezentowanych skompleksowanych uktadéw porfirynowych
otrzymatem w przypadku miedziowego kompleksu kot#uyRysunek 23). Dla tego uktadu
rowniez najlepsa metoda okazata s jonizacja APPI z dopantem, a wykres jest bardzo

podobny do tego przedstawionego dlagaku 15 (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 15 (w oparciu
0 pare MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Rysunek 23. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 19 (w oparciu
o par¢ MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Kompleksy korolul7, 18 i 20 zachowaly si catkowicie odmiennie. W przypadku
zwiazku 17 najlepiej spisywata simetoda APCI (Rysunek 24), a w przypadkuaakow 18
(Rysunek 25) RO (Rysunek 26) zaskakigjp dobre wyniki - lepsze od innych metod jonizacji
- uzyskiwatem metoda ESI. W przypadku zuku 20sprawa jest nieco dyskusyjna, poniewa
w zakresie mniejszych fen lepsa czutosc¢ oferowata metoda APPI z dopantem (Rysunek
26). Jednoznaczngcene komplikuje to, ze dla zwazku 20 jonizacja ESI prezentowata
nieliniowy przebieg zaleosci powierzchni piku od stenia, natomiast pozostate metody
jonizacji prezentowaty odpowiediniowa. Podobnie sytuacja wyglata dla zwizku 18: brak
liniowosci dla jonizacji ESI, poréwnywalna odpowiedparatu w przypadku mniejszych
stezen dla ESI i APPI z dopantem, jednak wimé lepsza czutostnetody ESI w poréwnaniu

Z innymi metodami jonizacji w zakresieakszych stzen.
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Rysunek 24. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwazku nr 17 (w oparciu
o par¢ MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Rysunek 25. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 18 (w oparciu
0 parg MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Rysunek 26. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 20 (w oparciu
o pare MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Jak wspomnialem na samym patka tego podrozdziatu, nie ograniczyteme si
w swoich badaniach tylko do poréwnania efektywmio$ietod jonizacji w trybie jonow
dodatnich. Réwnolegle do pomiaréw prowadzonych dla jonéw dodatnich przeprowadzitem
takie same pomiary uwzglniagce jony ujemne. W przypadku nieskompleksowanych
zwiazkOw najsilniejszaodpowiedzaparatu rejestrowatem dla sygnatéw [M=HJVyjatkiem
jest zwhzek 12, dla ktérego we wszystkich metodach jonizacji najsilniejszym sygnatem byt
sygnat anionorodnika. Dla komplekséw z metalami obserwowatem w prapeey liczbie
przypadkow sygnat anionorodnika, a agstwem od reguly byly sygnaly [M+Cl]
oberwowane w metodzie ESI dla komplekséw z cynkiem. Pomijam w tej dyskusji wyniki
otrzymane dla witaminy B i jej pochodnych, gdy odpowiedzaparatu na obserwowane
sygnaly byta w wielu przypadkach znikoma i byly to sygnaty doigtypowe takie jak:
[M-HCN] ™, [M-2CN-H].
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Rysunek 27. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 3 (w oparciu
o par¢ MRM gdzie prekursorem byt sygnat [M-H]").
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Rysunek 28. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwiazku nr 3 (w oparciu
o parg MRM gdzie prekursorem byt sygnat [M-H]").

8,0E+06 - .
’ | 0 Zwiazek nr 3
7 OE+06 - poréwnanie jonow dodatnich i ujemnych
| metoda ESI
6,06+06 |+ —© 0o—
\O o
\
50E+06 - —Q

¢ jon [M+H]*
mjon [M-H]

iku

4,0E+06 -

3,0E+06

powierzchnia pi

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00 1 T

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
nastrzyk w ng

T T 1

Rysunek 29. Poréwnanie czutad metody ESI w trybie jondw dodatnich i ujemnych dla zwjzku
nr 3 (w oparciu o parg MRM gdzie prekursorem by}t odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).

61
http://rcin.org.pl



Badania wtasne

Wyniki uzyskane dla wolnych zasad koroli pokazuje tak jak w przypadku jonow
dodatnich tutaj réwniewyraznie dominuje metoda elektrosprej (Rysunki 27 i 28). Prgepa
dzielaca inne metody jonizacji od metody ESI jest ogromna. Tak samo zp@gedstawiaty
sig wyniki w przypadku jonéw dodatnich. Mpa powiedzie¢ze zgodnie z oczekiwaniem
w metodzie ESI dla wszystkich wolnych koroli odpowieagaratu w przypadku jonéw
ujemnych byta lepsza hiw jonach dodatnich. Taki wynik uzyskalem nawet dla zwin3,
ktory ze wzgtdu na obecnos¢ wielu podstawnikow elektronodonorowych jest najstabszym
kwasem w grupie przebadanych przeze mnie wolnych koroli. Mimo to, rejestrowatem dla
tego zwazku okoto 4 razy wiksz odpowiedzaparatu w trybie jonéw ujemnych na sygnat
[M-H] " niz najon [M+H]" w trybie jonéw dodatnich (Rysunek 29).

Wyniki dotycace wolnych porfiryn pokazaj ze nie mana wskazé konkretnego
kandydata na najlepsmetod; jonizacji. Dla zwigku 4 najlepsze wyniki uzyskatem metpd
elektrosprej (Rysunek 30), natomiast dla zkia 12 najlepiej spisywata simetoda APPI
z dopantem (Rysunek 31). Nayepodkréli¢, ze dla zwazku 4 obserwowatem sygnat [M-H]
naomiast w przypadku zwkku 12 sygnat anionorodnika. Rdica ta moze miebezpogedni

zwiazek z otrzymanym przeze mnie wynikiem.
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Rysunek 30. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 4 (w oparciu
o par¢ MRM gdzie prekursorem byt sygnat [M-H]").
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1,8E+05 - Zwi K 12
.W|aze. nr ° ES|
1,6E+05 - jony ujemny = APCI
APPI

1,4E+05 -
® APPI-d

1,2E+05

1,0E+05

peak area

8,0E+04

6,0E+04

4,0E+04

2,0E+04

0,0E+00

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
injection ng

Rysunek 31. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwizku nr 12 (w oparciu
o pare MRM gdzie prekursorem byt sygnat M™).

Rysunek 32. Geometria uproszczonego modelu porfiryny nr 4 wykorzystanego przy obliczeniach
powinowactwa do protonu.

Chciatbym zaakcentowa ze réwniez w przypadku zwizku 4 jonizacja APPI
z dopantem moze Byz powodzeniem stosowana do analizy tegoazku, niewiele
odbiegajc od metody ESI w zakresie mniejszyclezefi. Dopiero przy przekroczeniu
nastrzyku 1 ng zwgku zaczyna sirysow& przewaga jonizacji ESI. Na uwagastuguje
réwniez jonizacja APCI, ktéra, jak pokazuje przypadek azku 12, wraz z metoda APPI
z dopantem wydaje giby¢ wydajna metoda generowania anionorodnikéw, zgdi tylko

zwiazki analizowane przez te metody wykagzagpowiednie powinowactwo do elektronu.
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W przypadku wolnych porfiryn w jonach ujemnych nie uzyskujemy jak
intensywnych sygnatéw jak dla koroli. Lepsadpowiedz uzyskiwatem w jonach dodatnich.
Dla przykiadu dla zwizku 12 w jonizacji APPI z dopantem czutoéttrybie jonow dodatnich
jest mniej wecej siedmiokrotnie lepsza niw trybie jonow ujemnych (Rysunek 33). Dla
porfiryny 4 przewaga jonéw dodatnich byla jeszcze wyigjsza (Rysunek 34).

Z przeprowadzonych baflavynika, 2 w zwhzku 4 duzakwasowoséwykazup protony
wegla sisiadupcego z grupaestrowa. Bezpaednim dowodem na to jest obecn@ithego
sygnatu [M-H] dla kompleksu tego zazku z cynkiem (zwdzek nr5). Nie ma innej grupy
protonbw w czsteczce zwizku 5, ktére moglyby w tak tatwy sposéb ulégaderwaniu.
Postanowitem,ze potwierdz moja hipotez wykorzystupc metody obliczeniowe chemii
kwantowej, a konkretnie metodd05-2X oparg na teorii funkcjonatu getoki elektronowej
(DFT — Density Functional Theory). Wykonatem obliczenia powinowactwa do protonu
odpowiednich anionéw powstatych na skutek oderwania protonu od jednego z atoméw azotu
oraz od atomu wgla sisiadupcego z grupgstrova. W celu utatwienia obliczen i unikni¢a
problemow konformacyjnych wykorzystatem uproszczony modeistezzki porfiryny
zawierajcy grug metylona w pozycji mezo czsteczki zamiast diugiego fleucha
n-nonanowego (Rysunek 32). Wynik potwierdza moje @, gdy powinowactwo do
protonu anionu zlokalizowanego na atomiggia wyniosto 341,5 kcal/mol i jest 12 kcal/mol
nizsze od uzyskanej warts$ dla anionu umiejscowionego na atomie azotu gdzie
PA = 353,5 kcal/mol. Tak dazromica uzyskana na drodze obliaGzehemii kwantowej
jednoznacznie potwierdza mdjipotez.

Wyniki uzyskane dla kompleksow z metalami péegjwymi s3 dos¢ zrGznicowane,
mimo to da si zauway¢ pewne prawidtowasi. Wsrod komplekséw porfiryn na wyrddenie
zastuguje metoda APPI z dopantem, gdpisywata si najlepiej (dla przyktadu wynik
uzyskany dla zwizku 14 - Rysunek 35), z wygtzeniem kompleksow cynk& i 13, gdzie
w jonach ujemnych najlepsze wyniki uzyskiwata jonizacja ESI. Metoda elektrosprej bardzo
stabo spisata siw jonach ujemnych dla kompleksu porfiryny z niklem i miedziwiazki 14
i 15), oferugc czutos¢ porébwnywalnaz metod APPI bez dopanta. Ponadto odpowiedzi
otrzymywane dla tych komplekséw w APPI z dopantemanuiz doréwnuj odpowiedziom
uzyskiwanym w jonach dodatnich, lecz czulogést tylko okoto 2 razy mniejsza
w poréwnaniu do jonéw dodatnich. Natomiast odpowiedzi uzyskiwane w jonach ujemnych
w metodzie ESI dla kompleksow cynku (zwki 5 i 13) @ porownywalne do tych
uzyskanych dla ESI w jonach dodatnich.
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Rysunek 33. Poréwnanie czutad metody APPI z dopantem w trybie jondw dodatnich i ujemnych
dla zwigzku nr 12 (w oparciu o pak MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na
rysunku).
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Rysunek 34. Porownanie czuta metody ESI w trybie jondw dodatnich i ujemnych dla zwjzku
nr 4 (w oparciu o pare MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Rysunek 35. Poréwnanie czutad metod ESI, APCI i APPI wykonane dla zwazku nr 14 (w oparciu
o pare MRM gdzie prekursorem byt sygnat M”).
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Rysunek 36. Poréwnanie czutad metody ESI w trybie jondw dodatnich i ujemnych dla zwazku
nr 18 (w oparciu o pare MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na rysunku).
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Z kolei wsrod kompleksow koroli (zwaizki 17, 18,19 i 20) naley wyrdzni¢ jonizacg
elektrosprej, ktoéra oferowata w jonach ujemnych najlgpszutos¢ we wszystkich
przebadanych przypadkach. Dodatkowo na uwagstuguje fakt,ze jonizacja ESI dla
kompleksow koroli dawata dozlepsze odpowiedzi w trybie jonéw ujemnyck dbdatnich.
Zaprezenty t¢ dominacg jonéw ujemnych na podstawie zwkow 18 i 19. W przypadku
kompleksu chromu8 w obu trybach jonizacji najlepszzutos¢ oferowata jonizacja ESI,
jednak, jak pokazuje Rysunek 36, m@&a pomedzy czutocia aparatu w trybie jondw
ujemnych i dodatnich jest bardzo @uZ kolei dla kompleksu miedi® w jonach dodatnich
najlepsa czutos¢ oferowata metoda APPI z dopantem, lecz gdygby zestawili wynik
uzyskany dla APPI z dopantem z jonéw dodatnich i wynik uzyskany dla ESI w jonach
ujemnych uzyskalib§my wykres identyczny jak ten pokazany dla &k 18 (Rysunek 36).
Biorac pod uwaggylko rezultat uzyskany dla zazku 19 w APPI z dopantem w obu trybach
jonizacji rowniezuzyskamy wykres, w ktdrym czutodé jonach ujemnych jest lepszazni
w dodatnich (Rysunek 37), jednak juztym przypadku czutos¢ jondw ujemnych jest tylko

niewiele ponad dwa razy wksza.
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Rysunek 37. Por6éwnanie czutad metody APPI z dopantem w trybie jondw dodatnich i ujemnych
dla zwigzku nr 19 (w oparciu o pag MRM gdzie prekursorem byt odpowiedni jon tak jak pokazano na
rysunku).
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Tabela 2. Tryb jonéw dodatnich

APPI bez

Komentarz
dopanta

korole
wolne zasady

porfiryna wolna zasadd
kompleks porfiryny

________ witamina B jej
pochodne

porfiryna i jej
kompleksy zawierape
diugie polarne tancuchy

porfiryna wolna zasadd

kompleksy porfirynyl2

korol wolna zasada

kompleksy korolulL6

APPI z APPI bez

dopantem dopanta Komentarz

korole
wolne zasady

porfiryna wolna zasadg
kompleks porfiryny

witamina B i jej
pochodne

porfiryna i jej
-------- kompleksy zawierape
dtugie polarne fancuchy

porfiryna wolna zasadd

kompleksy porfirynyl2

korol wolna zasada

kompleksy korolul6

Legenda: W tabelach kolor zielony oznaczaze dana metoda jonizacji oferowata najlepsg czutosé,
kolor czerwony odpowiada metodzie, ktéra zajta drugie miejsce pod wzgidem oferowanej czulogi,

a kolor z6tty miejsce trzecie.
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Mysle, ze dobrym podsumowaniem tego obszernego, ale bardzo istotnego dla mojej
rozprawy podrozdziatu, loky zbiorcze tabele poréwnuge wszystkie uzyskane wyniki dla
przebadanej grupy zwikow. W tabelach kolor zielony oznacza dana metoda jonizacji
oferowata najlepsezczutosg kolor czerwony odpowiada metodzie, ktoragleaprugie miejsce
pod wzgkdem oferowanej czuta$, a kolor zOltty miejsce trzecie. Zeli dwie metody
jonizacji oznaczoneastym samym kolorem to znaczye oferowaty porownywalngzutosé
Kreskami (-------- ) oznaczono przypadki, gdzie w badanym zakresienshie uzyskano
odpowiedzi aparatu lub byta ona znikoma.

Tabela 2 przedstawia zbiorcinformacg na temat rezultatdéw uzyskanych w trybie
jonéw dodatnich, natomiast Tabela 3 prezentuje rezultaty otrzymane w jonach ujemnych.
Z analizy przedstawionych tabel i innych wynikéw zaprezentowanych w tym podrozdziale
wynikaja nastpujace wnioski:

» Jonizacja ESI oferowata najlepszzutas¢ w przewaajacej liczbie przypadkéw. Ponadto
jonizacja ESI nie ma sobie réwnych w odniesieniu doazkéw bardzo polarnych
(pochodne witaminy B). Gorsze wyniki z wykorzystaniem tej metody jonizacji
obsrwowane byly dla kompleksow z metalami pézgjwymi grupy d (szczegolnie dla
kompleksow porfiryn).

* W przypadkach gdy dla jonizacji ESI obserwowane byly stabsze czuttmbr czutose
oferowata jonizacja APPI z dopantem. Mam tu n&limyrzede wszystkim kompleksy
porfiryn z metalami bloku d ukiadu okresowego. Nigwiwie jonizacja APPI
z dopantem umdivia uzyskanie najlepszych wynikéw dla tej grupy zmkow
I powinna by uwzgkdniana w pierwszej kolejnok przed innymi metodami jonizacji
przy planowaniu analiz.

« Jonizacja APCI dawata stabe wyniki tylko w przypadku wolnych zasad porfiryn i koroli,
natomiast w pozostatych przypadkach ¢pstvata tylko jonizacji ESI. Technika ta
wydaje s¢ by¢ rozadnym wyborem jeeli analizujemy ztoana mieszaningzwiazkow
0 romej polarnosi.

* Nalezy podkréli¢, ze przy planowaniu analiz, dla koroli i ich komplekséw z metalami
bloku d, naley rozwazy¢ mozliwos¢ analizy tych uktadow w trybie jondw ujemnych, bo

mozemy uzyska lepsz czutos¢niz w jonach dodatnich.
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3.2.3. Granice wykrywalnosci metod pracujacych pod cénieniem atmosferycznym

W poprzednim podrozdziale przedstawitem szereg wykreséw obcgehj odpowiedz
aparatury na okstone stzenie analitu. Na ich podstawie ima oszacowa granie
wykrywalnogi metody jonizacji stosa¢ odpowiedni model statystyczny i trakicjje jako
krzywe kalibracyjne. W swoich obliczeniach oparterm 32 metodologii wykorzystywane;j
przy obliczaniu granicy wykrywalnoé przez Bogusz i ws. Obliczali oni granig

wykrywalnogi (z ang. LOD — Limit of Detection) stogajnast¢pujacy wzor:

gdzie: S, —wzgkdneodchylenie standardowe punktéw od prostej (lub od paraboli)
N — liczba powtdrzen w ohbie jednego poziomugtenia
N — liczba pozioméw
t¢, — wartos¢parametru t-Studenta diafN - 2 i 0= 0,05.
m — jest wspotczynnikiem kierunkowym prostej
Q. — odchylenie kwadratowe wszystkich wadiasastrzyku: Q,, = Y.(x; — X)?

X — wartosésrednia z wszystkich nastrzykow

Tabela 4. Wartosci granicy wykrywalnosci uzyskane w jonach dodatnich

Legenda: Kolor zielony - warto$é granicy wykrywalnosci jest <0.1ng. Kolor czerwony - wartosé

N wartos¢ LOD w ng K )
' ESI APPI-dopant omentarz
1 0.10 korole
2 0.05 wolne zasady
3 0.03 0.15 0.80 0.28
4 0.01 0.10 0.03 0.04 porfiryna wolna zasada
5 0.02 0.06 0.04 0.04 kompleks porfiryny
6 0.08 dtaming B ji
witamina B i jej
’ 0.07 pOd’]Oane
8 0.04
9 0.01 porfiryna i jej kompleksy|
10 0.01 zawierajace dhugie
11 0.02 polarne tacuchy
12 0.06 0.06 0.19 0.02 porfiryna wolna zasada
13 0.52 0.06 0.42 0.02
14 0.12 0.21 0.23 0.15 kompleksy porfirynyl2
15 0.03 0.10 0.39 0.09
16 0.13 0.12 0.47 0.32 korol wolna zasada
17 0.16 0.22 0.15 0.15
0.08
0.11 kompleksy korolul6
0.27

granicy wykrywalnosci jest > 1ng)
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Tabela 5. Wartosi granicy wykrywalno$ ci uzyskane w jonach ujemnych

Nr wartos¢ LOD w ng Komentarz
ESI APCI APPI APPI-dopant

1 0.02 0.45 korole

2 0.01 0.14 0.58 0.34 wolne zasady

3 0.02 0.18 0.28

4 0.08 0.04 0.07 0.06 porfiryna wolna zasada
5 0.02 kompleks porfiryny
g witamina B, i jej

pochodne
8
9

porfiryna i jej kompleksy|
zawierajace dtugie
polarne tacuchy

porfiryna wolna zasada

13 0.15

14 0.29 0.13 0.46 0.19 kompleksy porfirynyl2
15 0.21 0.05 0.22 0.21

16 0.01 0.02 0.39 0.15 korol wolna zasada
17 0.01 0.15 0.12 0.09

19 003 005 025 021 | oy orous
20 0.02 049 1N 0.61

Legenda: Kolor zielony - wartosé granicy wykrywalnosci jest <0.1ng. Kolor czerwony - wartosé
granicy wykrywalnosci jest > 1ng)

W przypadkach, gdzie nie byto liniowas$ wykorzystatem funkej kwadratowd, a czton

zy zostat zamieniony na warto$ wyliczona dla funkcji kwadratowej dopasowanej do

punktow na wykresie i podniesionej do gory o wartdskdu S, czyli dla funkcji
y=ax*+bx+c+S5, (gdziea b i c ;2 wspétczynnikami otrzymanymi dla pierwotnie
dopasowanej funkcji).

Tabele 4 i 5 przedstawigpbliczone granice wykrywalnok dla wynikéw uzyskanych
odpowiednio w trybie jonéw dodatnich i ujemnych. Przedstawione vweartsobarczone
duzym blkdem ze wzgidu na mat dostpna liczbe wynikdw wzigta do obliczé. W mojej
pracy jako gtowny cel obralem sobie porownanie catodetod jonizacji, a przy
wyznaczaniu wart@i LOD ograniczytem sijedynie do oszacowaniagau wielkosi z jakim
mamy do czynienia. Tabele pokolorowatem, aby pokagdzie uzyskana wardd granicy
wykrywalnogi byta mata (kolor zielony, wartog <0.1ng) oraz due (kolor czerwony,
wartogi > 1ng). Wyniki na poziomie 0.1ng nastrzyku lub mniej w jonach dodatnich
odnotowane zostaty prawie 30 razy. W jonach ujemnych tak dobrych wynikéw byto nieco

mniej, a wynikdbw wgkszych od 1ng (komoérki wypetnione kolorem czerwonym) bytaodu
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wiecej niz w jonach dodatnich. W szczegoéleosvidoczne to jest dla zwikéw od 6 do 11.

Taki rezultat nie powinien dziwj gdyz w przewaajacej liczbie przypadkow rowniegzutos¢

byla nizsza dla jon6éw ujemnych, co zostato pokazane w poprzednim podrozdziale. Jednak nie
nalezy zapominéd o modiwosci wykorzystania jonéw ujemnych podczas analiz, gdia

wielu uktadéw gtownie w jonizacjach ESI i APCI uzyskiwane byly bardzo dobre wyniki

w granicach setnych czzisnanograma (Tabela 5).

3.2.4. Znaczenie metod El i FD w analizie porfirynoidéw

Kwestie zwiazane z analig uktadéw porfirynowych za pomacmetody El zostaty
szeroko omowione w czek literaturowej niniejszej pracy. Problematyka tych pomiaréw jest
dos¢ dobrze zbadana i opisana w literaturze. W pixve| fazie badawykonatem znacica
liczbg pomiaréw z wykorzystaniem tej metody jonizacji, jednak rezultaty tych pomiaréw nie
wnosity nic nowego do doginej wiedzy na temat analiz El ukladow porfirynowych.
Dodatkowo due ilosci zwiazku zwywane przy wykonaniu takich analiz sprawity,
ze zaprzestatem pomiaréw metolh i skoncentrowatem sina innych, mniej zbadanych w
tym obszarze, metodach jonizacji, takich jak jonizacja FD.

Jonizacja poprzez desorpcpolem jest metad jonizacji pracujca w warunkach
wysokiej prohni. Na efekt kosowy, czyli widmo danego zwtku wplyw ma wiele
czynnikéw: ilos¢ natozonego zwazku, ustawienie sondy i wiele inne. Caly proces
rejestrowania widma jest nam®y na wiele zmiennych czynnikéw i naweglievykonamy
dwa pomiary z zachowaniem najgej starannasi to i tak uzyskuje si czesto catkowicie
rézne intensywnasi sygnatow lub po prostu jeden z pomiaréwdtie udany, a drugi nie.

W laboratorium spektrometrii mas IChO PAN stosuje tsi metod jonizacji dosc czgsto

i nasza praktyka pokazujee w przypadku trudniejszych do zmierzenia probek konieczne jest
wykonanie kilku prob i czasem drobna nawet zmiana ustawienia sondy sprawigkoncu
uzyskuje st widmo. Z tych powodow trudno jest ma@wb powtarzalnosi eksperymentéw

w tej metodzie jonizacji. Pomimo tych mankamentow, ktére wymienitem tutaj i calego
szeregu innych wspomnianych weéai literaturowej metoda FD jest dla porfirynoidéw
godna polecenia. Wykonanie widmacgsto sprawia wiele trudno§ ale odpowiednio
doswiadczony operator jest w stanie zarejestrowedmo FD dla prawie kalego zwiazku

z grupy porfirynoidow. Uzyskane widma zawierawykle tylko jon molekularny zwiizku
analizowanego. W przypadku porfirynoidow jest to zawsze kationorodnik, nie spotkatem si
wykonujac duza liczbe pomiaréw, aby obserwowane byty dla porfirynoidow sygnaty

pseudomolekularne ([M+H] [M+Na]" lub inne). Rysunek 38 przedstawia widmo FD korolu
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A,B posiadajcego grupe nitrow. W widmie widoczny jest praktycznie tylko jeden sygnat
pochodacy od jonu molekularnego. Dodatkowo nalezaakcentowé& obecnosé sygnatu
[M™-H1" (m/z = 570), ktéry w przypadku koroli bardzoesto jest obserwowany w widmach,
osigajac czasem pokae intensywnasi (oskgajace w niektorych przypadkach prawie 50%
intensywnogi jonu M™). Czsto spotykanym sygnatem w widmach porfirynoidow jest ¢akz
klaster [2M]", nieobecny w przypadku prezentowanymeniBardzo istotna w widmach FD
jest ich prostota, a wig praktycznie tylko sygnat jonu molekularnego bez dodatkowych
sygnatow tla, ktore esto w duzej liczbie obserwuje siena przyktad, w widmach
wykonanych za pomactechnik sprejowych (na przyktad widmo ESI w metanoluaziwi

nr 1 (Rysunek 39)).

ps1253_FD 217 (3.292) Cm (186:261) M* TOF MS FD+
100+ 0. o 571.4 109
TN* 5715
¢
571.6

%
!

O Q 572.5

57050735
O o B B B L L L L L B B I L S R KLU SR 12
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Rysunek 38. Widmo FD 10-(4-nitrofenylo)-5,15-difenylokorolu.
+
— [M+H]" 6024 CN
“*1 jonizacja ESI w metanolu O
80% 4
%1 129 1 NC O Q CN
BO% 301,3
g 115,1 1
= so%. 251,3
2
40%
119,0 2233
30%1-13
e Il 79.2
413,3 6083 6388
10% 3854 ~430,2 - ’
y
450 a00 850 GO0 |3<11] Tao T80 00 850 Qo0
miz, amu
Rysunek 39. Widmo ESI w metanolu zarejestrowane dla zeizku nr 1.
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Mimo przeszkéd zwizanych z powtarzalnoi postanowitem dla jednego zyzku
sprobowac oszacowa rzad ilosci zwiazku potrzebny do wykonania widma FD-MS.
Przygotowatem cztery roztwory zywku nr 15 o ronych stzeniach, a nagpnie po jednej
kropli kazdego roztworu naktadatem za poracuikrostrzykawki na emiter i wykonywatem
pomiar. Dla kadego stzenia wykonatem cztery takie pomiary. Oczymie kazda kropla byta
inna, lecz korzystag z podziatki na mikrostrzykawce mogtem w przybhiu odczyta ile
roztworu za kadym razem natogem na emiter. Jako odpowied#paratu postanowitem
wykorzyst& powierzchng pod pikiem wyekstrahowanym dla jonu molekularnego. Uzyskany
wynik przedstawitem w postaci wykresu (Rysunek 40). Rozrzut punktow na wykresie
potwierdza chaotycznosé brak powtarzalnad metody. Jednak nie to jest w catym
eksperymencie interesige. Ciekawe jest tare przy ilociach zwazku ponkej 0.5 pg udato
si¢ uzysk@ zadawalace widma. Rysunek 41 przedstawia widmo pojedynczego skanu (skan
odczytany w szczycie intensywrmsjonu molekularnego), otrzymanego dla pomiaru
roztworu o jednym z najmniejszyckestn. Szczytowa intensywnodfyniosta 8 jednostek, co
w poréwnaniu z szumami aparaturowymi, ktore w przypadku tego pomiaru nie przekraczaty

jednej jednostki jest catkiem dobrym wynikiem.

180

160 -

140 -

=

N

o
I

y = 45.865x + 5.3034

powierzchnia pod wyekstrachowanym pikiem jonu
molekularnego

100 1 R2=0.8843
80 |
60
40
20
. *
0 T T T T T ]
0 05 1 15 2 25 3 35 4
ilo$¢ natazonego na emiter zwiku w pg

Rysunek 40
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BD4; P. Swider
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Rysunek 41
Kilka innych eksperymentow wykorzystigych metode FD i akcentujcych jej

znaczenie w badaniu porfirynoidéw zostanie przedstawionych w dalsz&i garacy
w rozdziale dotyczcym identyfikacji fotochemicznych produktéw rozktadu koroli (str. 97).

3.3.Cechy charakterystyczne widm MS/MS wybranych porfirynoidéw

3.3.1. Wstep

Istotna cecha tandemowej spektrometrii mas jest rfiwbs¢ uzyskania informacji
strukturalnej na drodze fragmentacji wyselekcjonowanego jonu wywotywanej za pomoc
kolizji z gazem obajtnym. W ten sposéb uzyskujemy widma fragmentacyjne, ktore zawieraj
istotne informacje strukturalne. Jony fragmentacyjrme charakterystyczne dla danego
zwiazku lub grupy zwizkéw, dlatego mzna przewidywa struktury lub pewne elementy
budowy nieznanych zwikéw na podstawie widm fragmentacyjnych. W moim przypadku
postaram si wnies¢ swéj wklad do wiedzy na temat reakcji fragmentacji porfirynoidow
I przedstawd zwigzty opis najwaniejszych cech obserwowanych reakcji fragmentaciji, ktory
mogtby w przysziogi utatwi¢c analiz nieznanych zwizkdéw z grupy uktadow porfirynowych

za pomog spektrometrii mas.
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3.3.2. Fragmentacje uktaddéw chlorynowych zawierajacych piescien izoksazolinowy

W tej czsci mojej pracy przedstawireakcg fragmentacji uktadow opartych o szkielet
chlorynowy tzn. uktadéw posiadaych przynajmniej jedno wkanie nasycone poruzy
atomami wgla S pier&ienia pirolowego. Struktury povgzych zwizkdéw s przedstawione
na Schemacie 30. Przeanalizowane przeze mnie chloryny zostaly otrzymane na drodze reakcji
dipolarnej 1,3-cykloaddycji odpowiedniej porfiryny z tlenkami nitryli (zmki 21 - 26)
(Schemat 31> Zwiazki te do bada udostpnit Zesp6t prof. Stanistawa Ostrowskiego

z Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego z Siedlec.

\ \ \
C2Hs C4Hg CsHq4
Ph Ph Ph Ph Ph Ph
Ph Ph Ph
21 22 23
\__ o~ ) o) ) o)
(e} O\)V
Ph Ph Ph Ph Ph Ph
Ph Ph Ph
24 25 26
Schemat 30
Ph Ph H O-N
|
NO2 © Y
Ph Ph Ph Ph
Ph Ph
Schemat 31

Literatura naukowa z dziedziny spektrometrii mas, optsufragmentacje piecéeni
izoksazolinowych dotyczy gtéwnie fragmentacji jonéw nieparzystoelektronowych
generowanych za pomgcrodia EI*® Udato mi s¢ znalez¢é dwa doniesienia literaturowe
opisujce reakcje fragmentacji dla jonéw [M-Hyenerowanych w jonizacji €1i ESF.

W swojej pracy postanowitem zbadzachowanie pidcienia izoksazolinowego, pmizonego

z duym ukladem wizan podwojnych, w warunkach komory zdefizepektrometru mas.
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Fragmentacji poddatem jony parzystoelektronowe ([M+Hip [M-H]). W trybie jonéw
dodanich w warunkach komory zdenzelochodzito do reakcji retrocykloaddyciji, ktéra byta
procesem dominagym. Sygnat jonu odpowiadgjego temu procesowi byt gtownym
sygnatem w widmach fragmentacyjnych. Dla przyktadu Rysunek 42 przestawia widmo
fragmentacyjne - najprostszego z tej grupy -azwu 21. Sygnat odpowiaday reakcji
retrocykloaddycji obserwowany przyn/z = 615 jest gidbwnym sygnatlem w widmie
fragmentacyjnym. Pozostate sygnaly (na widmie p&sione 4 razy), za wykiem
eliminacji casteczki wody, 8 stabo widoczne. Eliminacja wody jest zaskaka

i niespodziewana reakgjfragmentaciji w przypadku tego typu zwkoéw. Mimo to byta juz
obserwowana w jonizacji Cl w trybie jonéw ujemny¢hlest ona dobrze widoczna réwnie

w widmach fragmentacyjnych zwgkéw 22 i 23. Obecnos¢tego sygnatuswiadczy

0 przebiegu skomplikowanego procesu. Schemat 32 przedstawia dwie moje propozycje
odnodie przebiegu tej reakcji fragmentaciji.

«dj
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5 8_g:—C2H5
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Rysunek 42. Widmo fragmentacyjne sygnatu [M+H] zwiazku 21 wykonane przy energii kolizji
CE=40¢eV.
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@

Schemat 32

Najprawdopodobniej atom tlenu pieienia izoksazolowego podlega protonowaniu,
a obecnos¢tadunku dodatniego w tym poleniu moz indukowac procesy rozerwania
pierscienia izoksazolowego. W warianche rozrywa s¢ wigzanie tlen-azot, a grupa etylowa
ulega przegrupowaniu na atom azotu z utworzeniem kationu N-etylonitryloweggpiast
ze zhcza chlorynowego eliminujesivoda, a utworzone wikanie podwojneaktzy wiazanie
wielokrotne ugrupowania nitrylowego z uktadem aman sprzzonych makrocykla.
W wariancie B rozerwaniu ulega wranie wegiel-tlen i tworzy s¢ oksym, ktory traci
jednoczénie grupe hydroksylow oraz atom wodoru umiejscowiony haau chlorynowym
tworzac nitren, ktory nagpnie cyklizuje poprzez insekcflo wigzania C-H.

Obecnos¢ coraz dtuszego facucha alkilowego przgtzonego do piedienia
izoksazolinowego (zwiki 22 i 23) nie wplywa znaeco na wygdd widma
fragmentacyjnego. Mozna zausyg jednadrobnardznice w poréwnaniu do widma zwzku
21: intensywnosé¢jonu m/z = 640 jest wgksza nk jonu m/z = 639, co sugerujeze dla
zwiazkéw 22 i 23, po odpadniciu wody, eliminacji ulega gtéwnie alken, a nie rodnik
alkilowy, jak byto w przypadku zwiku 21 (Schemat 33). Istnieje réwnignana sciezka
prowadzaca do jonum/z= 640, a mianowicie eliminacja odpowiedniego alkoholu z oksymu,
ktory tworzy s¢ pod wplywem protonowania tlenu piergnia izoksazolinowego (Schemat
34).

Ponadto, mimo wydtuzaniadaucha alkilowego niezataie od tego czy jest todauch
czteroweglowy (zwiazek 22) czy pecioweglowy (zwiazek 23) obserwowana jest eliminacja
od jonu protonowanego rodnika etylowego (sygnat [M=2@] widmach fragmentacyjnych).
Utrata diuszych fragmentow facucha nie byla obserwowana w jonach dodatnich. Inna

charakterystycznareakch obserwowasm dla wszystkich trzech wymienionych poiey
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zwiazkdw byta eliminacja obegjnej casteczki alifatycznego nitrylu objawigja s¢é na

widmach fragmentacyjnych w postaci jonu m/@31.

H C,H
st /N/ 215 f /
\ /@ o’
N= E—— + C2H5.
21 & m'z=639 &
H C4H H @
S _NTTHE £ _NH
\ /@ \ o’ _
— + N
N= N=
22 J\;J" m/z = 640 JJ"M
H C:H H ®
N @ N + /\/\
N= - N=
m/z=640 &
23 ‘
Schemat 33
H /uH
® N
e b
— + R-OH
N\
m'z = 640
Schemat 34

Powrée jeszcze na chwildo opisanego wagj jonum/z= 640. Jest on obserwowany
rowniez dla zwizkow 24-26 i jest dua lepiej widoczny ni jon [M-18]", ktorego dla tych
trzech przypadkéw nie obserwuje pikaktycznie wcale w widmie fragmentacyjnym.

Zwiazki 24,25 126 posiadaj przylaczone do pieienia izoksazolowego zamiast grupy
alkilowej inne grupy funkcyjne, ktdre w komorze zdérzeachowuy sic w sposéb
charakterystyczny i potwierdzgjy ich obecnosév czsteczce (Schemat 35):

W zwiazku 24 w wyniku fragmentacji dochodzi do eliminacji oftogj casteczki
mréwczanu etylu,

« dla zwhzku 25 obserwowana jest eliminacjastzczki izobutenu,

e W zwiazku 26 jon protonowany ulega rozpadowi do odpowiedniego aldehydu, ktory
jest obserwowany przgn/z = 686. Obajtnym produktem tej reakcji jest gteczka

3,3-dimetylooksetanu lub jego izomeru.
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Schemat 35

Przedstawiona powy analiza dotyczytla wynikébw uzyskanych w trybie jonow
dodatnich dla jonow protonowanych. W dalszesce chciatbym omowd rowniez reakcje
fragmentacji obserwowane dla sygnatéw [M-HlVidma fragmentacyjne jonéw ujemnych
chloryn zawierajcych piercien izoksazolowy s nieco bogatsze w sygnaly znite
zarejestrowane w jonach dodatnich dla jonéw [M*HNadal dominujcym sygnatem
w widmie jest sygnat odpowiadgjy produktowi reakcji retrocykloaddycji, jednak pozostate
sygnaty obecne w widmieaduzo intensywniejsze niodpowiednie sygnaty obserwowane
w jonach dodatnich (np. jony [M#Bls]" i [M-C.HsCN]"). Analize $ciezek reakcji
fragmentacji chcialbym dokonaédwniez na przyktadzie zwizku 21. Utrata rodnika
etylowego (m/z= 655), propionitrylu fi/z = 629) oraz tlenku propionitrylun(/z= 613) g
reakcjami, ktore obserwowatem réwaie jonach dodatnich (Rysunek 43). Nowiassa jony
m/z = 578 im/z = 550. Jon obserwowany przy/z = 578 powstaje w wyniku eliminacji
rodnika fenylowego z jonun/z = 655. Zostato to potwierdzone przez eksperyment.MS
Struktura tego jonu jest pewnniewiadom, gdyz eliminacja dwoch rodnikow prowadzi
w tym przypadku do anionu, ktory ma dodatkowo dwa miejsca rodnikowe wnyaidz
miejscach cgsteczki. Dalszy rozpad tego jonu i ekstruzja tlenkiglev prowadzi do jonu
m/z= 550.
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Rysunek 43. Widmo fragmentacyjne sygnatu [M-H] zwiazku 21 wykonane przy energii kolizji

CE =50eV.

Wszystkie te wymienione jonyn(z = 655, 629, 613, 578 i 550) powtarzagic

w widmach fragmentacyjnych pozostatych amkiéw z tej grupy. Oczywcie pojawia si

kilka

innych jonow, ktére postarancgpokrotce wymierd i opis&:

Przy diluszym tacuchu alkilowym przyiczonym do pieicienia izoksazolinowego
obserwowanessreakcg rozpadu tancucha. Dla przyktadu, zwek 23 posiada t&cuch
piecioweglowy, a w widmie fragmentacyjnym obserwujemy oprocz eliminacji rodnika
CsHi1' rowniez eliminacg rodnikéw GHg i CsH7' (Rysunek 44). Dla przypomnienia,
jon [M+H]" tego samego zwaku tracit w wyniku fragmentacii tylko rodnik s

Niemal dla wszystkich zwekow z tej grupy w widmie fragmentacyjnym pojawia Si
sygnat [M-H-31]. W widmie CID zwizku 23 jest on ledwo zauwalny (m/z= 695),
natomiast najlepiej widoczny jest dla awku 24 (m/z= 697, Rysunek 45). Jaka reakcja
moze dawa w efekcie jon o 31 Da mniejszy? Poniewaasa ulega zmianie z parzystej
na nieparzyst eliminacji ulega jald rodnik nie zawieracy atomu azotu lub eliminuje
Si¢ czasteczka obeajna posiadajca azot. Zmieniacym sk elementem struktury we
wszystkich zwizkach z tej grupy jest podstawnik prayzony do pierdienia
izoksazolinowego, wi naley wykluczye reakcje zwizane z tym podstawnikiem
w kontekgie tworzenia sigonu [M-H-31]. Wydaje mi s, ze odpadajca w tej reakciji
czasteczkamoze by HNO, a przypuszczalnym produktem tej reakcji mogtby jon
pokazany na Rysunku 46.
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Rysunek 44. Widmo fragmentacyjne sygnatu [M-H] zwigzku 23 wykonane przy energii kolizji
CE=50¢eV.
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Rysunek 45. Widmo fragmentacyjne sygnatu [M-H] zwiazku 24 wykonane przy energii kolizji
CE=50eV.

82
http://rcin.org.pl



Badania wiasne

Rysunek 46

W wielu widmach fragmentacyjnych jonéw [M-Hiauwaalny jest rownie sygnat
[M-18], ktéry naleky przypis& utracie casteczki wody. W tym przypadku rowriie
wyjasnienie przebiegu takiej reakcji jest trudne, gdgki proces wymagatby nie tylko
rozerwania piemienia izoksazolowego, ale rownip#zegrupowania jednego z atomow
wodoru na atom tlenu i w ostatnim etapie eliminacjistzczki wody. Takim finalnym

produktem tej reakcji mogtby Byon przedstawiony pongj (Rysunek 47).

Rysunek 47

Struktury zaprezentowane na Rysunku 46 i Rysunkua4flko propozycjami tego,
jaka strukture mogaposiadé obserwowane jony. Obecnos¢ grupy estrowej w strukturze jonu
zamieszczonego na Rysunku 46 zostatadiago potwierdzona eksperymentem figony
[M-72], [M-73] i [M-74] w eksperymencie MSwiadcz o obecnoéi ugrupowania estru
etylowego w czsteczce), natomiast struktura anionu umieszczonego na Rysunku 47 jest tylko
propozycy nie popad zadnymi innymi pomiarami. Pewnym dodatkowym potwierdzeniem
zalozonych struktur mogtby kypomiar MS/MS-TOF jednak nasze laboratorium nie posiada

w tym momencie aparatury zdolnej do przeprowadzenia takiego pomiaru.

3.3.3. Fragmentacje innych przebadanych ukfadow.

W trakcie swojej pracy wykonatem widma fragmentacyjne dla wielu innychzkéwv
z grupy porfirynoidow. Uzyskane wyniki nie ndity sig znacaco od wynikow
prezentowanych w egci literaturowej pracy tzn. fragmentacji podlegéylko podstawniki

peryferyjne i nienaruszony zostaje rdzeakrocykla. Z tego powodu nie dig dokonywat
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szczegOtowej analizy wynikow uzyskanych dla tych azkbdw, a zamieszeztylko dwa
najciekawsze, wedtug mnie, przyktady.

Pierwszy analizowany przypadek dotyczy widma fragmentacyjnego korolu
posiadajcego grupy azydkowe. Jest to zwek bardzo nietrwaty w roztworze, jednak udato
sie uzysk& niego sygnat jonu pseudomolekularnego zaréwno w jonach dodatnich jak
i ujemnych. Widmo fragmentacyjne jonu [M+H]przedstawia Rysunek 48. Traci on
w wyniku fragmentacji trzy cisteczki N, a nastpnie dochodzi do eliminacji szeiu
czasteczek fluorowodoru. Utrata gsteczkowego azotu daje w efekcie nitren, ktory
najprawdopodobniej cyklizuje tware piercien azyrynowy, tak jak pokazuje Schemat 36.
W przypadku tej cxsteczki mamy atrzy takie cyklizacje ze wzgllu na obecnosérzech
grup azydkowych. Natomiast atomy wodoru potrzebne do eliminagtezzek fluorowodoru
sa odrywane z pozycjff czasteczki w analogiczny sposob, jak bytlo to opisane eéatz
literaturowej pracy (Schemat 25).

7820
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Rel. nt. (%)
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0%
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10%
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N 0T, B

- -—
5% - |

B0 820 40 50 550

Rysunek 48

Najciekawsz obserwacj, dotycaca tego zwazku, byt wynik uzyskany dla jonu
deprotonowanego. Widmo fragmentacyjne zamiastcaizdggak jak bylo obserwowane dla
jonu protonowanego) zawiera dziewk¢ kolejnych eliminacji fluorowodoru (Rysunek 49).
Trudno sobie wyobragitak dalece idea reakcg fragmentacii, szczegolnige w otoczeniu
pierscieni mezo znajduje sitylko 6 atoméw wodoru. Musi tutaj zachoéizlodatkowo jaka

inna reakcja, ktérejciezka pokrywa si z dyskutowanymi sygnatami, wymuszajobecnosé
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jonéw przym/z= 640, 620 i 600. Bratem pod uwaggele r&nych maliwosci i nie jestem

w stanie zaproponowasciezki reakcji, ktéra ttumaczytaby obecnosé¢ tych jonow. Odkrytem
za to obecnosdnnej reakcji fragmentacji zwzanej z obecna@ia jonu m/z = 693. Jon ten
powstaje najpewniej w wyniku eliminacji benzynu z jonu deprotonowanego (Schemat 37),
a nastpnie traci w wyniku dalszych reakcjiggi czasteczek HF (jonyn/z= 673, 653, 633,

613 i 593). Protonowany odpowiednik tego jonu byt obserwowany réawwiejonach
dodatnich (m/z 695, Rysunek 48).

780,1
g s 700,
f S0°% - HF
; 45
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I
% _HE~ 5602 8031
5% - N2
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o “HE-e40.1 7202 -HE
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¥ 6@@‘ eazal 653,1] oon 7402\ N2 [M-HJ
stigao. 0 P90 ..L ] 693 7190 Jt 760,1 -N, 8641
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Rysunek 49
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Schemat 37

Drugim analizowanym zwikiem, ktérego fragmentaghciatbym zaprezentowajest
jedna z porfiryn przedstawiona juz weémeej przeze mnie (zwkek nr 4, Rysunek 13,

strona 49).
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Rysunek 50. Widmo fragmentacyjne sygnatu [M+H] zwigzku nr 4.
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Rysunek 51. Widmo fragmentacyjne sygnatu [M-H]zwiazku nr 4.

Widma fragmentacyjne tego zygku zaréwno w trybie jonéw dodatnich (Rysunek 50)
jak i ujemnych (Rysunek 51) zawiegajiczne sygnaly. Oczywcie uklad porfirynowy
pozostaje praktycznie nienaruszony, a fragmentacji podlegafistawniki peryferyjne.
Bardzo wane g wedtug mnie rdznice we fragmentacji poaddy jonem protonowanym,

a deprotonowanym. Zachowanie grupy estrowej jest inne w obu przypadkach. Jon
protonowany traci fragment estrowy gtdwnie przez elimigaobogtnej czasteczki
mrowczanu etylu ro/z = 449), natomiast jon deprotonowany poprzez eliminatylenu

i dekarboksylag (m/z= 451). Eliminacja alkoholu etylowego w widmie fragmentacyjnym
jonu [M+H]" jest praktycznie niewidoczna natomiast w widmie fragmentacyjnym jonu
[M-H] eliminacja GHsOH jest odpowiedzialna za gtdbwny sygnat w widmie (m/475).
Eliminacja alkoholu etylowego musi naruszykiad porfirynowy tzn. oderwa proton

z pozycji f czsteczki. Konsekwengj eliminacji etanolu z citeczki jest cyklizacja

I powstanie piciocztonowego piecienia (Schemat 38).

- C,HsOH o
ey CoHyg +—> = CoHyg —— > @ o
o Oo4A p o
$ ¢ "

z =475

Schemat 38
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Bardzo interesudpa wspolnacechaobu widm fragmentacyjnych jest fake eliminacja
rodnika z jednej strony ggteczki niejako indukuje oderwanie rodnika z drugiej strony uktadu

porfirynowego. Analogiczne jony obserwowamnensobu trybach jonizacji.

0

(w jonach ujemnych =
s = 408) m/z = 337

(w jonach ujemnych
m/z = 335)

Oczywiscie moziwy jest réwniez wariant, gdzie najpierw oderwaniu w postaci rodnika
ulega fragment estrowy (jony dodatmmez= 450, Rysunek 50, w jonach ujemnyuliz= 448,

Rysunek 51), a dopiero pdigj tancuch alkilowy.

3.3.4. Podsumowanie

Wybratem wedtug mnie najbardziej istotémezki reakcji fragmentacji zaobserwowane
w ramach przeprowadzonych badd&oprzez analizi opis reakcji fragmentacji chcialem
przedstawd jak wazna diagnostycznie mi@ by spektrometria mas przy potwierdzaniu
struktury uktadow porfirynowych. Mam nadzigjze tych kilka przyktadowych wynikéw
pokazato jak waiym narzdziem przy identyfikacji i potwierdzaniu struktur analizowanych
zwiazkbw s widma fragmentacyjne oraz jak istotna jest wiedza na temat rozpadow

obserwowanych w komorze zderzen spektrometru mas.
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3.4.Wykorzystanie spektrometrii mas do identyfikacji fotochemicznych

produktéw rozktadu koroli

3.4.1. Wstep

Wyniki bada przedstawionych w tym rozdziale mojej pracy zostaty opublikowane w
grudniu 2010 roku w czasdpiie Journal of Mass Spectromefty Ten rozdziat jest
dokladnym odzwierciedleniem materialu przedstawionego w tej publikacji, poszerzonego
0 szereg innych wynikow i obserwacji, ktore nie znalazty vgi niej, a § bezpofednio
Zwigzane z4 tematyka

Korole s analogami porfiryn pomniejszonym wedem porfiryn o jeden atomegla.

Tak samo jak porfiryny posiadal8-n elektronowy uktad aromatyczny. W pokeniu z tym,
ze 9 to uklady mniejsze o jeden atomgla sprawiaze w poroéwnaniu do porfiryn posiadaj
wigkszy gestos¢ elektronovd. W efekcie wykazu mniejsz stabilnosé na dziatanie tlenu
atmosferycznego. Na tematzric w stabilnogi uktadow opartych o szkielet korolu i szkielet
porfiryny opublikowano wiele pr&¢ a przy okazji zidentyfikowano szereg produktéw
rozktadu: pochodnebiliverdinu®" izokorolé oraz poiczone w pozycjach3-8 dimery

i trimery 5%

Podczas moich badadotyczcych tej grupy porfirynoidéw zauwgtem, ze w pewnych
okreslonych warunkach mama obserwowadostpujacy bardzo szybko proces utlenienia

koroli. Do zbadania tych procesow postanowitem wykorzyspektromets mas.

3.4.2. Wpltyw rozpuszczalnika, pH i innych czynnikéw na trwald¢ koroli w roztworze.

Podczas moich eksperymentéw zauyarn, ze po rozpuszczeniu wkszo<i koroli
w acetonitrylu i pozostawieniu nawietle stonecznym uleg®jone bardzo szybkiemu
rozktadowi. Moxa to byto zobaczypodczas pomiaru widm MS tych zwakow. W trakcie
pomiaru po krétkim czasie dato sizauway¢ pojawienie s dodatkowych sygnatow
w widmach MS, a co najbardziej istotne, intensywndgéh sygnatdw systematycznie
zwigkszata si w trakcie pomiaru (Rysunek 52). Te dodatkowe sygnaty to: [M+&Z{li
[M+O+H]", [M+33]" czyli [M+20+H]", [M-1]" czyli najprawdopodobnie;j
[M™-H1" oraz [M+15] czyli [M"+O-H]". Doktadniejsza analiza widm pokazate,niektore
metody jonizacji s tak czute,ze moxna zobacz§ w widmach rownie inne produkty

fotochemicznego rozktadu koroli, co zostanie opisane w dalsaji gracy.
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Tabela 6
Czaszycia tlenu
Rozpuszczalnosé _
_ singletowego
Rozpuszczalnik [O2] w mmol/L (A)
(0,213 bar Q) T
us
octan etylu 1,9 (@) -
acetonitryl 1,9 (22C) 77,1
chloroform 2,4 (26C) 229
dichlorometan 2,2 (20) 99
3,1 (20C)
heksan 23,4
3,1 (25C)
2,2 (26C)
metanol 9,5
2,1 (25C)

Korole s nietrwate réwnieav innych rozpuszczalnikach, jednak acetonitryl jest w tym
przypadku szczegolny ze wedl na bardzo szybko pe@pujacy proces utlenienia koroli,
ktory dato st zaobserwowd w widmach MS. Trudno jest wyttumaczyte niezwykle
wiasciwosci tego rozpuszczalnika. Porowadjna przyktad rozpuszczalnoflenu, lub czas
zycia tlenu singletowego w réych rozpuszczalnikach, acetonitryl nie wym@z st w taki
sposob, ktory by wskazywat na szczegolne preferencje tego rozpuszczalnika do wspomagania
tego typu procesow (Tabela 6). ¥Wr przeciwnie, w rozpuszczalnikach, w ktorych
rozpuszcza 8i wiccej tlenu i czaszycia tlenu singletowego jest dzy, korole byty
wzglednie trwate (chloroform i chlorek metylenu).

Jak juz wspomniatlem, koroleasnietrwate réwniezw innych rozpuszczalnikach, nie
tylko w acetonitrylu. Sygnaly tych samych produktéw utlenienia, jednak o zdecydowanie
mniejszej intensywna, moma obserwowa w widmach MS wykonanych z wgiem
metanolu i octanu etylu (Rysunek 54, dla poréwnania widma tego samegzwiykonane
z uzyciem acetonitrylu zostaty pokazane na Rysunku 53). Heksan, méndato st
obserwowadw niewielkim stopniu sygnaly zezane z procesem utlenienia, ina uzna za

rozpuszczalnik, w ktérym korole svzglednie trwate.
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Rysunek 52. Widma jonéw dodatnich zwjzku nr 3 wykonane za pomog jonizacji ESI
w acetonitrylu zarejestrowane po: a) 5 minutach, b) 30 minutach, ¢) 60 minutach od rozpuszczenia
probki.
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Rysunek 53. Widma APCI jonow dodatnich zwazku 27 wykonane: a) w acetonitrylu

po 5 minutach, b) w acetonitrylu po 30 minutach, c) w acetonitrylu po 60 minutach.
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Rysunek 54. Widma APCI jonéw dodatnich zwazku 27 wykonane: a) w heksanie po 60 minutach,
b) w metanolu po 60 minutach, c) w octanie etylu po 60 minutach.
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Wszystkie widma zamieszczone do tej pory w tym podrozdziale byly rejestrowane
w trybie jonow dodatnich. Trzeba podkii€, ze w zrédtach jonow takich jak ESI, czy APCI
w trybie jonéw dodatnich, panujwarunki utleniajce. Naley wicc zalary¢, ze w jakinms
stopniu sama pracaddia jondw moze wptyw@ na pojawienie si dodatkowych sygnatow
w widmie. Trudno jest jednak olglec jaki jest wptyw tego czynnika na obraz widma
uzyskiwany podczas pomiaru. W trybie jondw ujemnych natomiast mamy sytadmjenn;:

w zrodle jonéw panuj warunki redukujce. W przypadku koroli obserwowatem sygnaty
produktéw utlenienia rowniew jonach ujemnych. Jest to dodatkowe potwierdzenie tego
(oprocz zmian wygldu widm w czasie)ze mamy do czynienia z procesami zachogmi

w roztworze, a nie w zrodle jonow spektrometru.

Obraz widma w jonach ujemnych przedstawia rsemal analogicznie jak w jonach
dodatnich: dodatkowe sygnaty w widmie MS zwane z obecnefa dwdch produktéw
utlenienia [M+0O] i [M+20]. W tym konkretnym przypadku sygnat dla produktu [M+QO] jest
mieszaningdwoch sygnatéw powstatych poprzez naloiem s¢ jonu deprotonowanego
[M+0O-H]" z anionorodnikiem [M+O].

Po przeanalizowaniu pewnej liczby =zwkéw i zauwaeniu powtarzalnas
w otrzymanych wynikach zaglem sk zastanawi@nad natug procesu, ktéry obserwowatem.
Poniewa mialem do czynienia ze zwakami $wiattoczutymi, postanowitem wykoia
pomiary MS bez obecnoiswiatta. Pomiary w ciemnym pomieszczeniu, w ktorym jedynym
zrédtemswiatta byt monitor komputera zintegrowanego z apargbamiarova (probka byta
chowana na czas pogdizy pomiarami w miejsce pozbawiofwiatta) pokazatyze korole g
trwate w acetonitrylu pod nieobecito swiatta. Obserwacja ta nieapliwie swiadczy
o fotochemicznym charakterze biegggh reakcji.

Po zbadaniu wptywdwiatta na dyskutowane procesy, postanowitem jeszcze sprawdzi
jakie znaczenie ma dodatek kwasu lub zasady do roztworu zawesaj korol. Dodatek
kwasu powoduje w dyin stopniu zahamowanie procesu utlenienia (Rysunek 56). Produkty
utlenienia pojawiaj sic w widmach MS, jednak rdice pomedzy widmem wykonanym

w obogtnych warunkach i z dodatkiem kwasulsrdzo wyrane.
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Rysunek 55. Widma jonéw ujemnych zwjzku nr 27 wykonane za pomog jonizacji APCI
w acetonitrylu zarejestrowane po: a) 5 minutach b) 30 minutach c) 60 minutach od rozpuszczenia prébki.
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Rysunek 56. Widma zwjzku nr 1 wykonane metod ESI: a) po godzinie w acetonitrylu
z dodatkiem kwasu mréwkowego b) po godzinie sam acetonitryl.

W przypadku dodania zasady (w swoich eksperymentagherz trietyloaminy)
sytuacja byta inna. Wykorzystig jonizacg FD wykonatem szereg pomiaréw rozéowch
w czasie roztworéw koroli z dodatkiem i bez dodatku trietyloaminy. Datozauway¢
pewnaprawidtowoséw tych widmach, a mianowicie sygnat [M+2Of widmach roztworéw
z dodatkiem EMN mial wyraznie mniejsz intensywnos¢ w poréwnaniu do widm
zarejestrowanych dla roztworéw pozbawionych trietyloaminy (Rysunek 57 i Rysunek 58).
Z duzyym prawdopodobienstwem moa stwierdzi, ze obserwacja taswiadczy
0 selektywnym zahamowaniu reakcji prowacs do tego produktu. Trzeba paitat, ze
dodatek trietyloaminy ma& w jakis sposob wptywé na jonizagt dyskutowanego produktu

w metodzie FD. Myle jednak,ze obecnos&asady w roztworze analizowanym nie powinna

96
http://rcin.org.pl



Badania wiasne

mie¢ az tak drastycznego i selektywnego wptywu na faktyczny obraz probki analizowanej za

pomoa tej metody jonizaciji.
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Rysunek 57. Widma FD zwazku nr 27: roztwdr w acetonitrylu a) po 15minutach od rozpuszczenia,
b) po 60 minutach od rozpuszczenia prébki, oraz roztwory w acetonitrylu z dodatkiem trietyloaminy, c)
po 30 minutach od rozpuszczenia, d) po 60 minutach od rozpuszczenia.

Przy okazji opisu tego materiatu wrocita kwestia znaczenia metody FD w analizie tego

typu zwiazkéw. Jak widd jest to bardzo witeczna metoda. Wyniki uzyskane w tej metodzie

jonizacji dla tej konkretnej grupy zwikOw maj szczegdlne znaczenie, gdyrédito to

pracuje w warunkach praz i w trakcie jonizacji prébka nie ma kontaktu z tlenem

atmosferycznym. Naly wicc zatoy¢, ze wszystkie ewentualne efekty opisywane woieg

dla technik takich jak ESI lub APCI (dotygze warunkow panagych w tychzrodtach) nie

wystepuja w FD i to co obserwujemy w widmach desorpcji polem jest prawdziwym obrazem

analizowanej prébki, a nie efektem dodatkowych proceséw zagtyadrw x6dle jondw.

http://rcin.org.pl
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Rysunek 58. Widma FD zwazku nr 3 w acetonitrylu wykonane: a) po 30 minutach, b) po 60
minutach od rozpuszczenia oraz w acetonitrylu z dodatkiem trietyloaminy c¢) po 30 minutach, d) po 60
minutach od rozpuszczenia.

Przedstawione wagj rozwazania dotycz wytacznie waskiej grupy produktow, ktére
wystepuja w prébkach najprawdopodobniej w znacych ilosciach i byly fatwo zauwaine
podczas analiz. Jednak niektére wyniki, uzyskanglnyi innymi z wykorzystaniem metody
APCI, zdawaly si potwierdza obecnosérowniez innych produktédw utlenienia. Rysunek 59
przedstawia widma APCI zazku nr 1 wykonane w trybie jonéw dodatnich i ujemnych
w pewnych odspach czasu. Widawyraznie, ze oprécz sygnatbw [M+QO] i [M+20]
w widmie pojawiay Sie tez nastpujace sygnatym/z= 341 i 569 w jonach dodatnich ona#z
= 324, 339 i 567 w jonach ujemnych. Intensywntéch sygnatéw wzrasta w miare uptywu

czasu wzgidem jonéw molekularnych: M (m/z601) w trybie jonéw dodatnich i [M-H]
(m/z600) w trybie jondw ujemnych.
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Rysunek 59. Widma APCI korolu nr 1 w acetonitrylu wykonane: a) w trybie jonéw dodatnich 30
minutach po rozpuszczeniu, b) w trybie jonéw dodatnich po 60 minutach po rozpuszczeniu, c) w trybie
jonéw ujemnych 30 minutach po rozpuszczeniu, d) w trybie jonéw ujemnych po 60 minutach po
rozpuszczeniu.

Przeprowadzone do tej pory eksperymenty pokazatynamy do czynienia z bardzo
zlozonym zjawiskiem prowadzym do szeregu produktow rozktadu, dlatego postanowitem
zastosowa wysokosprawnachromatografi cieczowy sprzzona ze spektrometrem mas.
Wiazato st to oczywscie z opracowaniem odpowiedniej metody, ktora dawatabyliwmx
szybkiego rozdziatu i analizy dyskutowanych produktow utlenienia. Bogbko udato mi si
opracowéa o0go6lna metodologé, ktéra dawata dobre efekty (szczeglly w esct
eksperymentalnej mojej pracy, str. 126). Zastosowatem uktad faz odwroconych: kolumna
Gemini C6-Phenyl oraz uktad acetonitryl/woda w gradiencie zeksz@pcym sk udziatem
acetonitrylu w trakcie analizy. Rozpmi#em niewielka ilos¢ zwiazku nr 1 w acetonitrylu
I pozostawitem na okoto 3 dni na stn a nasipnie przysipitem do wykonania analiz.
Udato mi s¢ uzyska& satysfakcjonujcy rozdziat mieszaniny, tym bardzieg jak s¢ pomiej
okazato, poszczegolne produkty rozktadu wyata w postaci kilku izomeréw o tych samych

masach.
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Rysunek 60. Wyekstrahowane chromatogramy jonowe niektorych jonéw obserwowanych podczas
analizy HPLC-MS w trybie jonéw dodatnich.
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Rysunek 60 przedstawia wyekstrahowane chromatogramy jonowe (Ekracted lon
Chromatogramh sygnatébw zaobserwowanych podczas analizy HPLC-ESI-MS dla
wspomnianej wczsie] mieszaniny powstatej w wyniku fotochemicznego utlenieniazwi
nr 1 naswietle w acetonitrylu. Rysunek ten zawiera wiele ciekawych wynikéw. Po pierwsze,
W miejscu gdzie pojawia gikorol (na rysunku ramka czerwona,cory 18 a 20 minut
analizy) widoczne srowniez sygnatym/z= 616 i 618. Bardzo podobnie wygdh sytuacja
w jonach ujemnych (Rysunek 63) gdzie jedneéoee z sygnatem korolu (m/z 600)
pojawiap sig podczas analizy sygnaiy/z= 616 i 632 (czerwona ramka, Rysunek 63). Te
sygnaly maj niska intensywnos¢ ale § powtarzalne i niestety trudno jest wyttuma&agh
obecnos¢ Gdyby zwizane to bylo z procesami utlenienia biegymi w zrodle jonow,
obserwowalibymy je tylko w przypadku jonéw dodatnich, gdzie warunkizsédle jonéw

maja charakter utleniagy, natomiast tutaj obserwowareae rownieav jonach ujemnych.

- —
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Rysunek 61. Widmo fragmentacyjne zarejestrowane dla sygnatm/z = 634 przy czasie 14,6 min
(energia kolizji CE = 60eV).

Rysunek 62
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Rysunek 63. Wyekstrahowane chromatogramy jonowe niektérych jonéw obserwowanych podczas
analizy HPLC-MS w trybie jonéw ujemnych.

Druga ciekawg obserwagj jest obecnos¢ w tym samym czasie sygnatdie= 602, 616
I 634 (dwa piki zaznaczone na rysunku ramkami zielonymidmyi 14 a 16 mina).
Obecnosétych sygnatdw maza wyttumaczy znahc widma fragmentacyjne zarejestrowane
dla jonu om/z = 634 w tych dwdéch miejscach. Rysunek 61 przedstawia widmo
fragmentacyjne zarejestrowane dla sygnatlz = 634 przy czasie 14,6 min. Widmo

fragmentacyjne zarejestrowane dla analogicznego sygnatu obserwowanego przy czasie
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15,3 min. jest identyczne. Mamy tu do czynienia z dwoma izomerami o masie 634 Da, ktore
w wyniku fragmentaciji trac 33 jednostki masy. Wedlug mnia 8 pochodne zawierge
ugrupowanie wodoronadtlenkowe, przez co w widmach fragmentacyjnych obserwujemy
eliminacg rodnika HOO. Te dwa izomeryssnajprawdopodobniej izokorolami posiadeymi

w pozycji mezo czsteczki grupy —OOH (Rysunek 62). Zwii te jonizupc sk w zrodle
jonédw spektrometru najpewniej podlegapzpadowi albo do wygiowego korold (jezeli
protonowaniu ulegty atomy azotu rdzenia porfirynowego), albo do diefypowego kationu
[M-H"+O]" przy m/'z = 616, poprzez eliminacje wody %l protonowaniu ulegat atom tlenu
podstawnika -OOH). Efektem wspomnianychzejyproceséw jest to co zaobserwowatem,
czyli wyskpowanie tych sygnatéw (m/&z 602, 616 i 632) wspolnie w tym samym czasie
podczas analizy HPLC-MS. Podobnie wadgta sytuacja w jonach ujemnych (Rysunek 63).
Migdzy 14 a 16 minut analizy zaobserwowatem dwa piki od sygnatduz = 600 i 632
pojawiapce s¢ w tym samym czasie. W tym przypadku jonizacja w spektrometrze
indukowata uwolnienie tlenu ggteczkowego z anionu wodoronadtlenku.

Po trzecie, analiza HPLC ukazata obecnwéélu innych produktow typu [M+20].
Oprocz dwoch opisanych powsj sygnatdw (z 14.6 i 15.3 minuty analizy), obserwowana
byta seria kilku innych o tej samej masie pedaiy 8 a 13 minut analizy (niebieska ramka,
jony dodatnie Rysunek 60, jony ujemne Rysunek 63).adayidma fragmentacyjne
zarejestrowane dla tych pikow, jestem w stanie zapropohatraktury tych produktow
utlenienia. Rysunek 64 przedstawia widma fragmentacyjne zarejestrowane dla trzech jonow
0 m/z= 634 ([M+20+H]) wyskpujacych pomedzy 8 a 13 minut analizy. Zaprezentowane
sa tylko dwie przypuszczalne struktury, gdgkazato si, ze grupa sygnatow pordzy 11
a 13 minuj posiada niemaé identycznafragmentag (przyktadowo zamieszczam dwie

z nich, Rysunek 64ai c).

** Docelowym produktem rozpadu jest kationorodmiz = 601. Rysunek 60 prezentuje wyekstrahowany
chromatogram jonowy dla jonm/z = 602 (jon protonowany), ktéry w przypadku kationorodnika jest jonem
izotopowym. Pordej zamieszczam XIC dla jonu n¥z601.

14,52

m/iz=601 M*"
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Rysunek 64. Widma fragmentacyjne jonéw m/z 634 obserwowanych podczas analizy HPLC-MS

zwiazku nr 1.

na to, ze uktad ulegt rozerwaniu dbiliverdinu, czyli rozszczepienie naptto pomkdzy
bezpofednio ze sofppolaczonymi piergieniami pirolowymi w czgteczce korolu. Natomiast
w przypadku sygnatdw wygbujacych pomédzy 11 a 13 mingtanalizy (Rysunek 64b i c)
rozszczepienie nagiito w okolicy pozycjimezo cgsteczki. Rysunek 64b pokazuje strukture

tylko jednego z mdiwych produktdw rozszczepienie korolu w okolicy pozygjiezo

Fragmentacja sygnatu obserwowanego przy czasie 8.9 minuty (Rysunek 64a) wskazuje
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czasteczki. Istnigg jeszcze dwie inne mibwe struktury (Rysunek 65), natomiast na
chromatogramie zaobserwowatem 4 wyrazpiki (oczywécie jest moliwos¢, ze inne
sygnaly mogasi¢ na nie naktadg. Odpowiedzna pytanie, jak magwygladac struktury
pozostatych produktow znajdzie: s nasgpnym podrozdziale tej pracy (str. 111).

Rysunek 65

Przy okazji omawiania widm APCI koroll(Rysunek 59, str. 99) zwrocitem uwaga
obecnos¢innych sygnatow oprécz [M+0] i [M+20]. Dla jonéwra/z= 341 i 569 w jonach
dodatnich (m/z= 339 i 567 w jonach ujemnych) przedstawitem chromatogramy jonowe
z analizy HPLC-ESI-MS (Rysunek 60 i Rysunek 68y pokazé, ze faktycznie produkty te
sa obecne w mieszaninie. Dla produktu obserwowanego w jonach dodatnichfarzy569
podczas analizy za pompmetody APCI wykonatem jego fragmentacjna tej podstawie
zaproponowatem przypuszczalnstruktug (Rysunek 66). Jest to z duzpewnogia
rozszczepiony korol pozbawiony jednej jednostki pirolowe;.
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Rysunek 66. Widmo fragmentacyjne jonu m/z 669 obserwowanego w widmie APCI korolu nr 1.

Podobnie w przypadku sygnatu o m/341, znajc mas tego produktu utlenienia i jego

widmo fragmentacyjne jestem w stanie zaproporégego struktug. Rysunek 67 przedstawia
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widmo fragmentacyjne wraz opisem niektorych sygnatéw oraz przypuszczalmgue

(o] -CO 296
utrata Cf
=N | —=z1z.0
268.0

Chemical Formula: CyoH3N4O,* zzd.0
Exact Mass: 341,1

dyskutowanego produktu utlenienia.

260,0 2a5.0

166,0.178.0._

1280 140,
Ll . sl Judin,
120 170 140 150 [ 150

Rysunek 67. Widmo fragmentacyjne jonu m/z 341 obserwowanego w widmie APCI korolu nr 1.

3.4.3. Wykorzystanie tandemowej spektrometrii mas, HPLC-MS i innych metod do
identyfikacji fotochemicznych produktow rozktadu koroli.

Wspaolnie z Zespotem prof. Daniela T. Gryko postanowmijis zbadé doktadniej
zachowanie sikoroli w roztworze acetonitrylu, a przy okazji potwiekdmformacije, ktore
do tej pory udato mi siggromadzi na temat zaobserwowanego procesu.

Jako zwazek modelowy do eksperymentow wybgaely zwiazek nr27. Zwigzek ten
dos¢ szybko ulegat degradacji w acetonitrylu. Uwidaczniatotsigyawet w postaci zmiany
barwy roztworu tego korolu z fioletowej na zielonbla pocztek wykonatem szereg
wstkpnych analiz za pomac HPLC-MS. Rozpuwditem niewielly ilos¢ korolu 27
w acetonitrylu i pozostawitem n&wietle. Po okoto miegcu wykonatem analig
HPLC-ESI-MS mieszaniny. Rysunek 68 przedstawia trzy chromatogramy jonowe
pokazujce, gdzie podczas analizy pojawitye siv widmie MS sygnaly pochodeze od
produktéw utlenienia ([M-H+0]*, [M+O+H]*, [M+20+H]", odpowiednionvz = 650, 652
I 668). Okazalo si ze dla tego zwizku rowniez powstaje kilka izomerow produktu
[M+20+H]" (czasy na chromatogramie: 4,94, 5,92, 8,9, 9,61 i 12,51 min.). Analimigma
fragmentacyjne wykonane dla sygnatuméz = 668 zauwagtem podobna prawidtowos¢, jak
w przypadku zwizku nr 1, ktérego produkty utlenienia zostaty opisane w poprzednim
podrozdziale. Sygnaly obserwowane peoay 4 a 6 minut analizy posiadaj niemal
identyczr, fragmentagj (Rysunek 69a), wskaziga na rozszczepienie makrocykla poduay
jednostkami pirolowymi bezpoddnio ze sobapofaczonymi. Inaczej i w przypadku

zwiazku 1, rozszczepienie wasiedztwie pozycjimezonastpowato tylko w obrebie jednej

106
http://rcin.org.pl



Badania wiasne

z tych pozycji (dwa sygnaty pordzy 8 a 10 minutna Rysunku 68c, widmo fragmentacyjne
identyczne dla obu sygnatéw pokazane na Rysunku 69b). Podstawniki mezytylowe
najpewniej skutecznie chronity pozostate pozymwjezo cgsteczki, blokujc podejcie tlenu

I reakcg powodujca rozszczepienie makrocykla.

4 q) miz=650 [M-H+OJ*

1 b) miz=652 [M+O+H]*

s
e
s

miz=668 [M+20+H]"

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time, min

Rysunek 68. Wyekstrahowane chromatogramy jonowe niektérych jonéw obserwowanych podczas
analizy HPLC-MS w trybie jonéw dodatnich.
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Rysunek 69. Widma fragmentacyjne jonéw m/z 668 obserwowanych podczas analizy HPLC-MS
zwiazku nr 27.

Pomkdzy 8 a 10 minutanalizy widoczneasdwa izomery produktu [M+20+H] a fakt
rozszczepienie makrocykla w okolicach pozytiezo tylko w jednym miejscu wskazywatby

na to,ze powinien by widoczny tylko jeden izomer. Odpowieda pytanie, dlaczego tak:si
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dzieje datly dopiero widma NMR wydzielonych w czystej postaci izomeréw, co zostanie
opisane w dalszej egci tego rozdziatu.

Ostatni sygnat dla produktu [M+20+H]Jobserwowany przy czasie 12,5 min. jest
ngprawdopodobniej, tak jak w przypadku =zwku 1, pochodna wodoronadtlenkaw
Swiadczy o tym utrata 33 Da w widmie fragmentacyjnym (Rysunek 69c). Przy okazji
eksperymentu HPLC-MS wykonatem rownigagmentagj sygnatu [M+O+H] (m/z= 652)
obecnego przy czasie retencji 13,4 min. Najprawdopodobniej jest to izokorol zaeyieraj
grupe hydroksylowa w pozycji 10 makrocykla. Jednym z dowodow potwiergzgih tak
strukturg produktu jest obecnofgnu o m/z= 521 w widmie fragmentacyjnym (Rysunek 70).

=0
634,32

EETE

Rysunek 70. Widmo fragmentacyjne jonu m/z 652.

Réwnoczénie z pomiarami z udziatem spektrometrii mas zostaty wykonane pomiary
UV-Vis dla dyskutowanego zwiku w acetonitrylu w réznych odgtach czasu. Pod
nieobecnos&wiatta stonecznego nie obserwowaradinych zmian w widmie absorbcyjnym.
Natomiast w obecrsai swiatta obserwuje siszybkie zanikanie pasma Soreta i powstawanie
szerokiego pasma okoto 550 nm. Dodatkowo wykonano identyczny eksperyment tylko
z uzyciem chlorku metylenu jako rozpuszczalnika (Rysunek 72). Zzone ze rozktad

w acetonitrylu posjpuje dub szybciej nt w chlorku metylenu.
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Rysunek 71. Zmiany widma absorbcyjnego roztworu korolu 34 w acetonitrylu wystawionego na
dziatanie dwiatta stonecznego: 0 min (czerwona linia), 5 min (zielona linia), 10 min (niebieska linia).
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Rysunek 72. Zmiany widma absorbcyjnego roztworu korolu 34 w chlorku metylenu wystawionego
na dziatanie $wiatta stonecznego: 0 min (czerwona linia), 1h (pomaraiowa linia), 3h (zielona linia), 22h
(niebieska linia).
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Po wstpnych analizach wykonanych za pormogpektrometrii mas i spektroskopii
UV-Vis postanowilisny wykona& eksperyment w wkszej skali i wydzieli produkty
rozktadu. W tym celu kilkadziesiat miligramoéw korol@7 zostalo rozpuszczone
w acetonitrylu i pozostawione na stn (laczny czas pozostawania Kaietle okoto 60h).
Z powstatej w tym czasie mieszaniny udatq siyizolowat 3 zwizki (nr 28, 29 i 30,
Schemat 39) w ilagiach, ktore pozwalaty na charakterystykeh produktéw poprzez pomiar

widm NMR (zaréwno jedno-, jak i dwuwymiarowych).

NC

CN . OH
hv, MeCN, 60h

—_————
27

NC

Schemat 39

Spogaod tych trzech wyizolowanych produktow, bazujna widmach NMR, najtatwiej
bytlo zidentyfikowa& zwiazek 28 (izokorol, w analizach MS obserwowany jak sygnat
[M+O+H]"). Widma NMR wskazywaty jednoznacznie na t@ mamy do czynienia ze
zwiazkiem posiadacym ptaszczyzg symetrii, co jednoczede potwierdzalo nasze
przypuszczenia odnoie miejsca, w ktorym znajduje sgrupa hydroksylowa. Dodatkowo
wyznaczytem przesugtia chemiczne'H NMR z zastosowaniem metod obliczeniowych
i poréwnatem z uzyskanymi w eksperymencie NMR. Uzyskatem bardzo dobesacy

wynikéw eksperymentalnych i obliczeniowych (Rysunek 73).
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Rysunek 73. Obliczona geometria oraz korelacja porgilzy eksperymentalnymi wartociami
przesunig¢ chemicznych 'H NMR z przesunigciami uzyskanymi na drodze obliczeniowej
GIAO/B3PW91/6-311+g(d,p) dla zwazku nr 28 (szczegdly na temat oblicfew czsci eksperymentalnej).
Sygnaty protonéw NH zostaty pomingte.

Pozostate dwa zwiki byto troche trudniej zidentyfikowa. Widma mas pokazatye
zwiazki te posiadaj identyczng mas czsteczkow. Okazalo si rowniez, ze widma
fragmentacyjne tych zwikow s identyczne, co sugerowalde mamy do czynienia ze
zwiazkami réznacymi sk tylko nieznacznie budawi bedacymi prawdopodobnie izomerami
geometrycznymi. Opiera¢ sk nha widmach NMR zaproponowsiny, ze zwihzek 30 jest
rozszczepionym korolem, roiacym sk od zwhazku 29 konfiguraci jednego z wjzan
podwadjnych (izomery E/Z). Dla zwiku 29 protony NH wysgpowaly w postaci jednego
szerokiego sygnatu w widmfel NMR (ok. 9 ppm), natomiast w przypadku zzkiu 30 jeden
z protonow byt bardziej przestaniany i znalazt \si widmie przy 6,7 ppm. Jednocrés dla
zwiazku 29 wszystkie protony w pozydfi znalazty sie w widmiéH NMR w zakresie 6 — 6,7
ppm a w przypadku zwzku 30 jeden z protonow byt bardziej odstaniany i obserwowano
go przy wartoéi przesunjcia 8,1 ppm. Dane te sugerowatg, jeden z pigcieni pirolowych
jest obrocony o 180 stopni. Nasze sugestie popayrlidodatkowo obliczeniami DFT widm
NMR (Rysunek 74 i Rysunek 75). Korelacja danych eksperymentalnych i obliczeniowych
byta dobra (R = 0,9886 i 0,9961), chatie tak dobra jak w przypadku izokorolu. Zgzki te
sa bardziej labilne konformacyjnie w poréwnaniu z izokorolerad shoz sie bré ta gorsza

zgodnoséwynikdéw eksperymentalnych i obliczeniowych.
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Rysunek 74. Obliczona geometria oraz korelacja porgilzy eksperymentalnymi wartociami
przesunie¢ chemicznych '"H NMR z przesunigciami uzyskanymi na drodze obliczeniowe;
GIAO/B3PW91/6-311+g(d,p) dla zwazku nr 29 (szczeg6ly na temat oblicew czsci eksperymentalnej).
Sygnaly protonéw NH zostaty pomingte.

y =1.024x + 0.0507 g
R?=0.9961

1 2 3 4 5 6 7 8 9 9 4

Rysunek 75. Obliczona geometria oraz korelacja porgilzy eksperymentalnymi wartociami
przesunie¢ chemicznych 'H NMR z przesunigciami uzyskanymi na drodze obliczeniowej
GIAO/B3PW91/6-311+g(d,p) dla zwazku nr 30 (szczegdly na temat oblicew czsci eksperymentalnej).
Sygnaty protonéw NH zostaly pomingte.

Opisane wysg trzy produkty utlenienia byly gtdbwnymi produktami, lecz nie jedynymi,
powstatymi w czasie eksperymentu. Frakcje zawieeagwiazki tworzace s¢ w sladowych
ilosciach zostaty przebadana przeze mnie za pamspektrometrii mas. Tabela 7 zawiera
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dane doktadnych pomiaréw masy dla saesproduktéw tworacych sé w $ladowych

ilosciach. Dla trzech z tych produktow zaproponowatem réavsiruktury.

Tabela 7

HRMS (FD): m/z obl. dla £H3/NsO3: 683.2896;
zmierzone: 683.2891

HRMS (ESI): m/z obl. dla £8H35N40,: 603.2755;
zmierzone: 603.2765

HRMS (ESI): m/z obl. dla £H34N4O,: 554.2676;
zmierzone: 554.2699

HRMS (ESI)
m/z= 796 w FD, zmierzone: 797.3235 [M+H]
m/z= 797 1819 w ESI pravdopodobny wzér sumarycznys£&E141NsO3
m/z obl. dla §&H41NeO3: 797.3267 ; bid = 4.02 ppm
HRMS (ESI)
m/z= 709 w FD, zmierzone: 710.3155 [M+H]
m/z=7101i 732 w ESI pravdopodobny wzor sumaryczny ;4B 40Ns03
m/z obl. dla GsH40NsO3: 710.3126 ; bid = 4.16 ppm
HRMS (ESI)
zmierzone: 639.3080 [M]
m/z= 639 w FD, pravdopodobny wzor sumaryczny{El41N30,4 and
m/z= 639 i 640 w ESI CaoHaN7

m/z obl. dla GH41N30,4: 639.3092 ; bld = -1.87 ppm
m/z obl. dla GzH37N7: 639.3105; bid =-3.97 ppm
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3.4.4. Badania struktury produktéw utlenienia na podstawie widm MS/MS oraz wptyw
podstawnikdéw obecnych w pozycjach mezo koroli na trwatosdych uktaddw.

W ramach badazwiazanych z procesem utleniania koroli w acetonitrylu wykonatem
caly szereg widm fragmentacyjnych dla sygnatéw pociogzh od produktéw utlenienia.
Duza liczba przebadanych zygkéw umodtiwita okredlenie, ktére podstawniki w cgteczce
wptywaja dodatnio, a ktére ujemnie na trwalos¢ korolu w roztworze. Chvple
rozpuszczeniu korolu w acetonitrylu nemmy obserwowé& za pomog spektrometrii mas
sygnaly pochodge od produktow utlenienia. Widma fragmentacyjne, jak to zostalo juz
pokazane w poprzednich rozdziatach, dostasceaglu informacji na temat struktury tych
produktéw. Bazujc na fragmentacjach obserwowanych dla produktu [M+20] stikrg
zostat wptyw podstawnikéw znajdigiych s¢ w pozycjimezoczsteczki. Dla koroli typu A
gdze wszystkie podstawniki w pozycjnezo czsteczki g identyczne, nie ma mbwosci
rozrénienia gdzie nasgpito rozerwanie makrocykla w wyniku reakcji z tlenem. Natomiast

dla koroli A;B istnieje juztaka mohwosc.

jonizacja
w spektrometrze MS/MS
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Rysunek 76

Tylko w przypadku dwoch podstawnikow nie bylo obserwowane rozszczepienie
makrocykla w bezpagdnim ich otoczeniu. Pierwszym byt podstawnik mezytylowy, ze
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wzgledu na zawadeprzestrzennauniemaliwiajaca podefcie tlenu (co zostalo pokazane

w poprzednim podrozdziale). Drugim podstawnikiem, dla ktérego nie obserwowano reakciji
z tlenem w jego bezposdniej okolicy, byt podstawnik perfluorofenylowy. Przyktadowo,

w widmie MS/MS produktu [M+20] zwizku 31 (Rysunek 76) obserwowany jest jon
m/z= 135, ktérego obecnogést bezpaednim dowodem na rozszczepieniasteczki korolu

w pozycji numer 10 pigcienia.
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Rysunek 77

Dodatkowo obserwowana jest eliminacja odpowiedniego aldehydun§ian= 633,
Rysunek 76) i nie obserwujeg¢sanalogicznych sygnaldow zwdanych z podstawnikiem
pentafluorofenylowym, mogych swiadczy o powstaniu produktu rozszczepienie w pozyciji
5 lub 15. Oczywigie obserwowane widmo jest naémiem fragmentacji kilku izomerycznych
produktow, ktore tworg sic w trakcie utlenienia, a spektrometria mas nie moze nam

powiedzi€, bez rozdzialu mieszaniny, ile takich produktow o podobnej budowie powstato
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w wyniku tego procesu. Potrafi natomiast wskazaéejsce w casteczce gdzie w wyniku
reakcji z tlenem korol ulegt rozszczepieniu, agajnam odpowiedz na pytanie, jakie
podstawniki w pozycji mezo wplywaglodatnio na stabilnos¢ tych nietrwatych uktadow.
Korole A:B nie posiadajce wymienionych podstawnikow w gteczce, nat@ne g na
atak tlenu na wszystkie pozycjmezo. Przyktadem me by zwiazek 32, ktéry ulega
rozszczepieniu w obrgbie wszystkich pozytjezo.Swiadczy o tym widmo fragmentacyjne

produktu [M+20], w ktérym obecneassygnaly powizane z obydwoma podstawnikami

znajdupcymi sk w pozycji mezo (Rysunek 77).
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Rysunek 78

Obecnos¢ w czsteczce korolu zaréwno podstawnika pentafluorofenylowego, jak
i mezytylowego sprawiae taki korol staje gibardzo trwaty w roztworach. Po rozpuszczeniu

zwiazku 33 w acetonitrylu przez diugi czas nie obserwuje dodatkowych sygnatéw
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w widmach MS. Spektrometria mas jest jednak na tyleacmétodajonizacji, ze po kilku
godzinach udalo si zaobserwowaé¢sygnat [M+20+H] i wykona& dla niego widmo
fragmentacyjne (Rysunek 78). Analiza sygnatow obecnych w widmie MS/MS tego jonu
wskazuje na toze rozszczepienie korofB3 w wyniku reakcji z tlenem mie nasgpowa we
wszystkich pozycjachmezo. Obecnoséw widmie odpowiednich kationéw acylowych
(m/z= 147 i 195) oraz sygnatovwiadczcych o eliminacji odpowiadagych im rodnikéw
(m/z= 537 i 565) wskazuje na tee w tym konkretnym przypadku tlen reaguje zsteczlk

korolu zaréwno w otoczeniu podstawnika mezytylowego jak i pentafluorofenylowego.
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4. Podsumowanie

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto poréwnanie szeregu metod jonizacji stosowanych
w spektrometrii mas w analizie uktadéw porfirynowych i ich analogow. Celem pobocznym,
scisle zwiazanym z tematykgorfirynoidow, byto przedstawienie potencjatu spektrometrii
mas w badaniu procesOw utleniania przebiggamih w niektorych rozpuszczalnikach
i obserwowanych podczas pomiaréw MS dla mniej trwatychzdw z tej grupy. W ramach
swojej pracy przeprowadzitem réwnjedla wybranych uktadéw, anadiZciezek fragmentacji
obserwowanych w komorze zdefizespektrometru mas. Poniesvgraca porusza wiele
zagadnié, w tym miejscu przedstawiam krétieh charakterystyke
. Przedstawione zostato zachowanie porfirynoidow wnyéh metodach
jonizacji spektrometrii mas. Zaakcentowany zostat wptyw rozpuszczalnika nadwvygl
widma w technikach pracgych pod dnieniem atmosferycznym. W obszarze jonu
molekularnego w trybie jonow dodatnich obserwowane byhystoz rownoczénie
sygnat kationorodnika K i jonu protonowanego [M+H] Podobne zjawisko
wystepowato w trybie jonéw ujemnych, gdzie réwnogzie pojawia si sygnat
anionorodnika M i jonu [M-H], jednak nie jest ono tak powszechne, jak w trybie
jonéw dodatnich. Gtéwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za progosjgnatow
[M+H]*/M™ s zasadowosé potencjat jonizacji. Odpowiednio wysoka zasadosio$
oraz niski potencjat jonizacji badanych zmkéw umaliwia obserwowanie pary tych
jonéw jednoczesie. Generalnie ich proporcje zmienialye sw zaleznosci od
rozpuszczalnika. Dla rozpuszczalnikébw protonowych w trybie jonéw dodatnich
dominowat jon protonowany, a w aprotonowych kationorodnik. ygstiaty wyptki
od tej reguly: na przyktad w jonizacji APCI zyeciem octanu etylu lub w jonizacji
APPI (bez dopanta) z weiem heksanu obserwowany byt dosdny sygnat jonu
protonowanego. Jednogmee dla niektorych porfirynoidow (gtéwnie dla koroli)
obserwowana byta dazkwasowosduwidaczniagca s¢ w postaci intensywnych jonow
[M-H]", powstajcych z duza tatwoscia w trybie jondéw ujemnych. Oprécz tego,
sporadycznie obserwowane byta sytuacja, gdzie w widmie obecny byt jeémecia
[M-H]" i M™. Obecnosétego drugiego jonuswiadczy o wysokim powinowactwie
elektronowym niektorych przebadanych zmkiéw. Powinowactwo to byto na tyle
wysokie, ze proces generowania anionorodnika, przy wdgke niskiej kwasowas

zwiazku, byt procesem domimgym podczas jonizacji probki. Prawie wcale nie
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obserwowano w widmach MS sygnatéw sodowanych dla porfirynoidow. Spotykane
byly jedynie w jonizacji ESI dla zwzkOw posiadajcych atomy tlenu w csteczce.

. Poréwnana zostata czutos¢ metod jonizacji pracygh pod dinieniem
atmosferycznym dla szeregu porfirynoidow orépzbudowie czgteczek, posiadagych
I nie posiadajcych kationy metali z bloku d uktadu okresowego w swojej strukturze,
zarbwno w trybie jonéw dodatnich jak i ujemnych. Wykazaim,metoda ESI dla
wolnych zasad koroli i porfiryn oraz pochodnych witaminy, Bferowata lepsz
czutos¢, czsto wyr&nie przewyszapc inne metody jonizacji. Trochg gorzej metoda
ESI radzita sobie w przypadku kompleksow porfiryn i koroli z metalami grupy d ukfadu
okresowego. Dla tej specyficznej grupy zekdw najlepsa czutos¢ oferowata metoda
APPI. Jonizacja APCI nie dominowata w prawiadnym zestawieniu, ale ¢to
plasowata si jako druga pod wzgtlem czutoéi ustpujac jonizacji ESI lub APPI.
Technika ta wydaje siby¢ rozadnym wyborem jeeli analizujemy ztaona mieszaning
zwiazkOw o romnej polarnogi. Otrzymane wyniki sugeralj ze przy planowaniu analiz
koroli i ich komplekséw z metalami bloku d uktadu okresowego ayat®zwazy¢
mozliwos¢ analizy tych uktadéw w trybie jondw ujemnych, bo oy uzyské lepsz
czutosé niz w jonach dodatnich.

. Dokonane zostato oszacowanie granic wykrywatnafietod jonizacji dla
poszczegoblnych przebadanych axkidéw. W dukj liczbie przypadkéw uzyskane LOD
zawieralo s ponizej 0,1 ng wprowadzonej probki.

. Oméwione zostalo znaczenie metody desorpcji polem w analizie
porfirynoidéw. Technike FD trzeba uzna¢za niezwykle istotnaw badaniu
porfirynoidébw, mimo mankamentéw zyzanych z trudnadiami podczas
wykonywaniem pomiarow. Dediadczony operator jest w stanie wykonailmo FD
niemal dla kadego zwiazku z grupy porfirynoidéw, exsto w warunkach kiedy inne
metody jonizacji zawodzaZ przeprowadzonych baglavynika, ze momna uzyska
dobre widmo dla bardzo matych iszwiazku (rzdu pikograma) natanych na
emiter.

. Omobwione zostahkciezki fragmentacji jondw obserwowanych w widmach
MS/MS dla uktadéw chlorynowych. Zaprezentowanych zostato wiele inteoysh
reakcji fragmentacji obserwowanych w trybie jonoéw dodatnich oraz w trybie jonéw
ujemnych. Zaproponowano struktumla wielu tworzgych sg¢ jondw w oparciu
o wynik eksperymentow. Mdgzy innymi opisana zostata reakcja utratysteczki wody

z uktaddéw chlorynowych zawiekgjych piercien izoksazolinowy.
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. Bardzo szeroko opisane zostato zagadnienie trwiatkgroli w roztworze
acetonitrylu. Przedstawione w tej pracy analizy, z wykorzystaniem metody
HPLC-MS/MS, mialy istotne znaczenie przy gromadzeniu informacji strukturalnych na
temat produktéw utlenienia koroli. We wspotpracy z Zespotem prof. Daniela T. Gryko
wydzielono trzy gtdbwne produkty utlenienia dla jednego zeazikdw. Dwa z tych
zwiazkdbw okazaly si by¢ izomerami geometrycznymi. Bazgj na wykonanych
widmach NMR oraz obliczeniach widm NMR metoB&T zaproponowano struktury
tych tworzgych sé izomerow. Wedlug nas dyskutowane izomeryznify sie
konfigurach na jednym z wizah podwajnych. Wykonane przeze mnie obliczenia widm
NMR byly dodatkowym potwierdzeniem struktur proponowanych przez nas izomerow
E/Z. Ponadto bazag na fragmentacjach produktéw utlenienia ékneo jaki wptyw
maja podstawniki w pozycjimezo casteczki korolu na trwatos¢ tych ukladow.

W przypadku dwoch podstawnikdéw nie obserwowane bylo rozszczepienie makrocykla

w bezpofednim ich otoczeniu. Pierwszym byt podstawnik mezytylowy, ze ¢dzgha

zawade przestrzenp uniemodiwiajaca podegcie tlenu. Drugim byt podstawnik

perfluorofenylowy. Korole nie posiadgie wymienionych podstawnikéw w gsteczce,
naraone byly na atak tlenu w pozycji mezo.

Otrzymane wyniki wnosg wiele nowych istotnych informacji na temat metodologii
postpowania z porfirynoidami podczas analiz wykonywanych z udzialem spektrometrii mas.
Wyniki pokazane w rozdziale dotygzym porownania czukzi metod jonizacji umdiwiaja
nam dobdr odpowiedniej metody jonizacji, podtdm analizy okrdénej grupy
porfirynoidéw. Wiedza zamieszczona w rozdziale datggm sciezek reakcji fragmentacji
chloryn moz w przysztoéi okaza& sic przydatna przy identyfikacji i potwierdzaniu struktur
tego typu ukltadoéw z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas. Wyniki dog/cz
utleniania koroli pozwolity nam lepiej zrozundiszereg procesow biegrych w roztworach
zawierajcych korole i dostarczylty informacji, ktére pompogchemikom syntetykom
w projektowaniu takich uktadow, opartych o szkielet korolu, ktordabedznaczaty si

wigksz trwatoscia w roztworach.
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5. Czes¢ eksperymentalna
Uwagi ogolne

Eksperymenty w ramach niniejszej pracy zostaty wykonane z wykorzystaniem
nastpujacych spektrometréw:

» spektrometr 4000-QTRAP firmy Applied Biosystems (obecnie AB SCIEX)
wyposaony w trzy wymiennezrodta jonow: ESI, APCI i APPI. 4000-QTRAP
jest spektrometrem typu potréjny kwadrupol z modyfikguplegajca na tym,
ze zamiast trzeciego kwadrupola posiada liniguutapke jonowa. W zwiazku
z tym umodkwia nie tylko rejestrowanie widm fragmentacyjnych MS/MS, ale
rowniez MS®. Spektrometr ten doskonale spisujeg s sprzzeniu
z wysokosprawna chromatografi cieczow, umodiwiajac analiz
skomplikowanych mieszanin. Za jego pomaggkonanych zostato wkszosé¢
eksperymentow do niniejszej pracy (porownanie caitdéchnik jonizacji
pracupcych pod dcinieniem atmosferycznym, analizy MS/MS oraz HPLC-MS).

» spektrometr Mariner (Perseptive Biosystem, obecnie AB SCIEX) wypoga
w zrédto jonéw elektrosprej i analizator czasu przelotu. Za jego psmoc
wykonane zostaty pomiary MS wysokiej rozdzielazos

» spektrometr GCT Premier wyprodukowany przez é&riwaters. Umoliwia
wykonywanie widm czterema metodami jonizacji: El (jonizacja elektronowa),
Cl (jonizacja chemiczna), FD (desorpcja polem) i w appéniu
z chromatografem gazowym FI (jonizacja polem). Aparat wyjmsa jest
w analizator czasu przelotu, ¢gi czemu umoliwia pomiary wysokiej
rozdzielczog&i. W ramach wykonywania niniejszej pracy spektrometr ten byt
uzywany do pomiaréw widm FD.

Wszystkie zwazki przebadane w niniejszej pracy zostaly przekazane da lh@daz
Zespoty prof. Daniela Gryko i prof. nadzw. Doroty Gryko z Instytutu Chemii Organiczne]
PAN w Warszawie oraz przez Zespot prof. Stanistawa Ostrowskiego z Uniwersytetu
Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcachzytd rozpuszczalnikow o czystws HPLC
(dostpnych komercyjnie) bez dodatkowego ich oczyszczania.

Jako gaz rozpylagy i ostonowy wykorzystywany byt azot pochady z generatora
azotu firmy Peak Scientific. Roztwory analizowanych substancji podawane byty
do spektrometru przy pomocy pompki strzykawkowej Harvard 11 plus lub nastrzykiwane

poprzez zestaw HPLC LC-20 firmy Shimadzu.
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Poréwnanie czutogi technik pracujacych pod cknieniem atmosferycznym

Zestaw roztworéw o réznych e¢geniach dla kadego zwizku byt wprowadzany do
zrédta jondw spektrometr 4000-QTRAP poprzez zestaw HPLC. Nastrzyki (10zd)ka
zawieraty s¢ zwykle w zakresie 1 pg — 10 ng zwku analizowanego. Wszystkie pomiary dla
kazdego ze zwizkobw wykonywane byty tego samego dnia. Przeptyw rozpuszczalnika
(metanol) wynosit 200 pl/min. Przeptyw dopanta (toluen) w metodzie APPI wynosit
30 pl/min. Spektrometr mas byt ustawiony w trybie MRM, na \écEg zoptymalizowane
parametry pomiaru. Zwykle dobranych miatem kilka par MRM, a w wynikach wazgitem
sygnat najsilniejszy. Tabela 8 zawiera pary MRM i szereg parametrow spektrometru

zoptymalizowanych dla kaego zwazku i metody jonizaciji.

Tabela 8
para MRM, CE(eV), para MRM, CE(eV), parametry parametry
Nr CXP(V) CXP(V) parametry | parametry | 0 AppIz | dla APPI bez
. . AP dla ESI dla APCI
jony dodatnie jony ujemne dopantem dopanta
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV C&Jgszzf\& IS 1.4 kV IS 1.4 kV
601/499, 59, 13 TEM 300°C o~ | TEM 350°C | TEM 350°C
1 602/500, 59, 13 600/497, 80, -12 | 55130 psi TN S0 | Gsiaspsi | Gs140psi
GS2 20 psi DP 150pV GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 150 V DP 150 V DP 150 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV Cﬁgszﬁf\s' IS 1.4 KV IS 1.4 KV
732/712, 50, 22 TEM 300°C s~ | TEM 350°C | TEM 350°C
: 731/711. 60, 20 730/690, 70,-20 | ‘55130 psi ng"l ggo;i: GS145psi | GS140 psi
GS2 20 psi DP 150pV GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 150 VV DP 150 V DP 150 V
CUR 20 psi | CUR20psi | CUR 20 psi
IS 5.5 KV Cﬁg:ﬁﬁs' IS 1.4 KV IS 1.4 KV
796/781, 55, 25 TEM 300°C s~ | TEM 350°C | TEM 350°C
3 797/782. 55, 25 795/765,58,-25 | 55130 psi ng"l ggo;: GS145psi | GS140 psi
GS220psi [ 22 150pv GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 150 V DP 150 V DP 150 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV Cﬁg:igs' IS 1.1 kV IS 1.2 kV
521/475, 45, -11 | TEM 350°C s~ | TEM 350°C | TEM 350°C
4 523/337, 65, 20 522/449, 45, 11 | GS135 psi ng"l Sgosci GS145psi | GS145 psi
GS225psi | 5 90{’/ GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 90 V DP 90V DP 90 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV C,tIJCRSz?lKS' IS 1.2 kV IS 1.2 kV
0, 0, 0,
5 585/511, 40, 14 583/537, 45, -14 | =M 350°C 1 ppy 3ggoc | TEM 350°C | TEM 350°C
GS135 psi GS130 psi GS145 psi GS145 psi
GS225psi | 5o 905 GS22psi | GS22psi
DP 120 V DP 90 V DP 90 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
CUR 20 psi
IS 5.5 kV IS 1.2 kV IS 1.2 kV
700.3/657.8, 37, 17 1326.6/339, 105, -20 | TEM 250°C NC5 “f-\) TEM 350°C | TEM 350°C
6 | 1355.5/912.5, 100, 25 * | TEM 350°C : .
1353.61326.6, 55, -35 GS140 psi - GS140 psi GS140 psi
1377.5/930.5, 105, 25 | GS140 psi : :
GS2 20 psi DP 100 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 100 V DP 100 V DP 100 V
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CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 KV 05552325' IS 1.0 KV IS 1.3 KV
10625/962.4, 85, 28 TEM 300°C S | TEM 350°C | TEM 350°C
7| 1036.5/948.4, 80, 28 | 10354/10034,30,-30 | gy 4q nsi ng"ligog GS135psi | GS135 psi
Gs220psi | FOTASPS | Gs22psi | GS22psi
DP 100 VV DP 120 V DP 90 VV
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
CUR 20 psi
1126.5/891.4, 90, 25 TIESMsgolg\‘{c NCS pA TIESMlgolg\gc TLSM1§0g¥C
8 | 1104.4/982.4,70,35| 1102.5/1016.4, 35, -20 > | TEM 350°C . :
1077.4/891.4, 85, 25 GS130psi | ‘55145 psi | CSL40psi | GS140psi
) T GS2 20 psi DP 100 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 100 V DP100V | DP 100V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 KV 05552?129 IS 1.2 KV IS 1.2 KV
789.4/530.2, 45, 15 TEM 300°C Y | TEM 300°C | TEM 300°C
9 | 811.6/467.3.50 12 | (8:46023,45-15 | ‘5130 psi ng"l igog GS130psi | GS130 psi
GS220psi [ 22 1oopv GS22psi | GS22psi
DP 100 VV DP100V | DP 100V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV C,tIJCRSZ?JKS' IS 1.1 kV IS 1.1 kV
872.2/816.2, 40, 25 TEM 350°C Y | TEM 300°C | TEM 300°C
10 | g509/822.2 20,30 | 849-2/793.1,35,-20 | oo 35 pei ng"l ggosci: GS140psi | GS140 psi
GS235psi | 5 60{’/ GS22psi | GS22psi
DP 80 V DP 60 V DP 60 VV
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
CUR 20 psi
850.3/533.2, 50, 15 T|IESM5'350|<()\‘{C NC5 pA TIIESM1§5|8¥C TI|ESM1§5I(()\‘{C
11| 851.3/823.3,28.30 | 885.3/722.2, 35, -25 > | TEM 350°C : :
873.3/817.3, 40, 30 GS130psi | ‘55149psi | GSLA0ps | GS140psi
' e GS2 35 psi DP 80 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 100 V DP 80 V DP 80 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV Cﬁg;ﬁis' IS 1.5 kV IS 1.5 kV
TEM 300°C s . | TEM 350°C | TEM 350°C
12 | 851.3/836.3, 80, 30 850.3/835.3, 60, 30 'Cay 301 ngﬂlgcs)osci: Go1atps | GS135 s
GS2 35 psi DP 100pV GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 100 V DP 100V | DP 100V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
CUR 20 psi
IS 5.5 KV IS 1.3 KV IS 1.3 KV
912.3/897.3, 75,30 | 247-3/915.3,45,-30 1 pyaggoc | NCSUA | reyi3500c | TEM 350°C
13 912.3/897.3, 60, -30 - | TEM 350°C . :
913.3/898.3, 70, 30 GS130 psi - | GS135psi | GS135 psi
912.3/881.3, 95, -30 | GS145 psi : .
Gs230psi | TOTPS | Gsa2psi | GS22psi
DP 60 VV DP120V | DP120V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 KV c'hncqszo R s 16 kv IS 1.6 KV
14 | 907.3/892.3,70,30 | 906.3/8913,60,-30 | TEM 350°C | (LS HE | TEM 300°C | TEM 300°C
906.3/891.3, 75,30 | 906.3/875.3, 90, -25 | GS130 psi © | GS140psi | GS140 psi
. GS135 psi . :
GS2 30 psi DP 100 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 60 VV DP120V | DP120V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 KV Cﬁic?szo RS is13kv IS 1.3 KV
15 | 912.3/897.3,75,30 | 9113/896.3,60,-30 | TEM 350°C | (DO H | TEM 350°C | TEM 350°C
911.3/896.3, 75,30 | 911.3/880.3, 90, -30 | GS140 psi - | GS135psi | GS135 psi
. GS150 psi . .
GS2 30 psi DP 100 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 40V DP100V | DP 100V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV C#CRSZ?JKS' IS 1.2 kV IS 1.2 kV
817/797, 50, 25 TEM 400°C s | TEM 400°C | TEM 400°C
16 816/801, 60, 25 815/800, 60, -25 | ‘55140 psi ng"ljgog GS135psi | GS135 psi
GS230psi | > 1zopv GS22psi | GS22psi
DP 60 V DP120V | DP120V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
Iss5kvy | CYUR20DSH g 4y IS 1.4 kV
921/901, 50, 30 TEM 300°C | NCOSHA | 1EM 300°C | TEM 300°C
17 921/798, 70, 20 920/905, 60, -30 = | TEM 350°C . :
920/798, 70, 23 GS130psi | ‘5o130psi | CS135psi | GS135psi
B GS2 30 psi DP 120 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 120 VV DP120V | DP120V

124

http://rcin.org.pl




Czes¢ eksperymentalna

CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV CﬁCRSZiKS' IS 1.3 KV 1S 1.3 KV
882/849,60, 30 TEM 400°C . | TEM 350°C | TEM 350°C
18 881/848, 70, 25 881/866, 65, -25 GS150 psi ng"l ggosci: GS145psi | GS145 psi
GS235psi [ 22 120pv GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 150 VV DP 120 V DP 120 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
IS 5.5 kV Cﬁgszigs' IS 1.3 kV IS 1.3 kV
876/830, 70, 20 TEM 350°C o | TEM 350°C | TEM 350°C
19 877/846, 60, 30 876/861,60,-30 | ‘55140 psi ng"l ggosci GS145psi | GS145 psi
GS2 30 psi DP 120pv GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 120 V DP 120 V DP 120 V
CUR 20 psi . CUR 20 psi CUR 20 psi
975/882. 35. 30 IS 5.5 kV C,:IJCRS?O XS' IS 1.3 kV IS 1.3 kV
» 39 899/884, 65, -30 | TEM 350°C HAA | TEM 400°C | TEM 400°C
20 882/852, 70, 25 “ | TEM 370°C : :
88o/65%. 85, 20 913/898, 65, -30 GS140psi | o400 | GS1309psi | GS1309 psi
T GS2 40 psi DP 150 V GS2 2 psi GS2 2 psi
DP 100 V DP 150 V DP 150 V

Legenda: IS — napgcie przytoione do kapilary wibdle ESI oraz tzw. lon Transfer Voltageprzypadku
APPI, CUR iGS1 - to odpowiednio @nienia gazu kurtynowego i rozpydapgo,GS2 — w przypadku ESI jest
to ciénienie gazu sugzego, w przypadku APPI jest tasmienie gazu pomocniczego lampy UMVP — potencjat
deklasteringu,CE — energia kolizji, CXP - Cell Exit Potential — potencjat wigia z komory zderze
TEM —temperatura gazu susego w ESI lub temperatura dyszy rozpytaj w jonizacji APCI i APPI.

Opis oprogramowania wytego w niniejszej pracy

Widma masowe przedstawione w tej pracy i uzyskane za poprapektrometru
4000-QTRAP zostaly opracowane w programie Analyst (wersja 1.4.2), ktOryt shwniez
do zbierania danych eksperymentalnych. Widma FD zamieszczone w niniejszej pracy zostaty
przygotowane za pomgoprogramowania MassLynx (wersja 4.0).

Obliczenia kwantowochemiczne zostaty wykonane za pampakietu Gaussian
(Gaussian 09 Revision A.02, 64-bitowa wersja dla systemu LifBgruktury zwizkéw do
obliczea zostaty przygotowane w programie GaussView (wersja 5.0.8). Obliczenia geometrii
i powinowactwa do protonu opisane na stronie 63 zostaly wykonane z zastosowaniem
funkcjonatlu M05-2X i bazy funkcyjnej 6-31g(d). Do obliczenia przesurmhemicznych
'H NMR opisanych w rozdziale 3.4.3 zostat zastosowany funkcjonatu B3PW91 i baza
funkcyjna 6-311+g(d,p), a geometrie asteczek obliczone zostaly z zastosowaniem tego

samego funkcjonatu lecz z ka@-31g(d).

Pomiary HPLC-MS
Do przeprowadzenia eksperymentow wykorzystany zostat zestaw HPLC LC-20
Prominence firmy Shimadzu (pompy LC-20AD, autosampler SIL-20AD, detektor UV
SPD-20A). Wszystkie analizy zostalty w wykonane w ukfadzie faz odwréconych:
kolumna HPLC: Gemini C6-Phenyl (firmy Phenomenex), diugasiimny 150 mm,
srednica kolumny 4,6mmyédnica ziaren 5 pnsrednica poréw 110A.

faza ruchoma: acetonitryl/woda
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Rysunek 79 i 80 przedstawdajak zmieniat st udziat acetonitrylu wzghlem wody

w poszczegolnych analizach HPLC zaprezentowanych w tej pracy.
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Rysunek 79. Wykres przedstawiajcy zmiany procentowego udziatu acetonitrylu wzgdem wody
w fazie ruchomej wykorzystane w analizie HPLC produktéw rozktadu zwazku nr 1.
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Rysunek 80. Wykres przedstawiajcy zmiany procentowego udziatu acetonitrylu wzgdem wody
w fazie ruchomej wykorzystane w analizie HPLC produktéw rozktadu zwazku nr 34.

przeptyw fazy ruchomej: 2 ml/min
parametry spektrometru ma€UR 20 psi ,IS 5.5 kV, TEM 450°C, GS1 70 psiGS2

50 psi, DP100 V.
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