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Seznam zkratek

SEZNAM ZKRATEK
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1. Teoreticka cast

1 TEORETICKA CAST

1.1 Cil prace

Cilem predkladané bakalaiské prace bylo prostudovat chovéani aromatickych kyselin a jejich
soli vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (high performance liquid chromatography,
HPLC) a hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci (electrospray ionization mass
spectrometry, ESI-MS) v pozitivnim a negativnim modu. Ukolem bylo stanoveni &istoty
HPLC metodou, ur¢eni podminek pro stanoveni v hmotnostnim spektrometru a analyza

chovani téchto latek v pozitivnim a negativnim modu.
1.2 Uvod do problematiky

Hmotova spektrometrie je fyzikalné chemicka metoda, kterd se vyuZziva pro ur€ovéani hmot
volnych molekul a jejich ¢asti, které je potieba ptevést na kladné nebo zaporné ionty.
Hmotovy spektrometr je iontové-optické zafizeni, které ionty vytvoii nebo je emituje do
plynného stavu. Z plynné smési molekul separuje nabité Castice podle jejich efektivnich
hmotnosti m/z [1].

Registraci molekularnich, quasi-molekularnich a fragmentovych iontd se ziskd zdznam
zvany hmotnostni spektrum, ktery je charakteristicky pro danou latku. Organické slouceniny
ptedstavuji v iontovém zdroji komponenty, které mohou byt ionizovany riznymi zplsoby [2].
Podle typu ionizace a zplsobu méfeni podava hmotnostni spektrum cenné informace o
struktufe latky a na jeho zakladé 1ze odvodit nebo potvrdit strukturu méfené latky [1]. Mohou
vznikat i ionty s vice naboji a také quasi-molekularni ionty (ionty molekul s uréitymi adukty
nebo ionty molekul bez jednoho vodikového atomu). Jako jsou napi. ionty [M+Na]", [M+K]"
[M+Li]" [1].

Iontové studie zaznamendvaji v negativnim modu deprotonizovany ion [M-H],
deprotonizovany dimerni ion [2M-H]" a deprotonizovany dimerni ion v paru se sodikem [2M-
2H + Na] [3]. Naproti tomu v pozitivnim modu se vyskytuje protonizovany ion [M+H]",
protonizovany dimerni ion [2M+H]" a protonizovany dimerni ion v paru se sodikem
[2M+2H+Na]".

Protonovy piidavek ve formé [M+H]" a ztrita protonu ve formé [M-H] jsou spole¢ng,

avSak kazdy jinak ionizovany [4,5]. Protoze sodik ve sloucenindch neni, ptfitomnost
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molekularniho aduktu [M+Na]" miize byt zplsobena kontaminaci vzorku, rozpoustédlem
nebo laboratornim sklem [2]. Jeho pfitomnost mizZe byt také zplisobena ¢astym pouZivanim
acetatového pufru na bazi CH3COONa. Nékteré analyty jako jsou napf. malo polarni latky,
nedokazi vytvaret ionty v ESI, a proto je pro jejich stanoveni v MS nutné ptidavat sodik ve

formé pufru.

1.3 Historie HPLC/MS analytickych metod

Jiz pted druhou svétovou valkou byly zaznamenany pocatky organické hmotnostni
spektrometrie. Objevily se prvni komeréni hmotnostni spektrometry, které byly pouzZivané
vropné chemii pii charakterizaci lehkych benzinovych frakci. Zavedeni kombinovanych
separacnich a hmotnostné spektrometrickych technik bylo kvalitativnim zlomem pro
kvantitativni aplikace [6].

Masivni expanze hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii byla
zpusobena objevem mékkych ionizac¢nich technik [7]. Historicky vyvoj HPLC/MS nebyl
zdaleka tak jednoduchy jako v piipadé GC/MS. Od popsani prvniho ,,on-line* systému
McLaffertym [8] v roce 1973 uplynula fada let, nez bylo toto spojeni spolehlivé dofeseno [9].
Analytické aplikace iontové pasti byly zavedeny pred nékolika malo lety [10].

Vroce 1968 Dole a spolupracovnici pouzili elektrosprej jako iontovy zdroj
v hmotnostnim spektrometru (ionizace elektrosprejem). K roz$iteni této studie pfispély prace
Yamashita a Fenna v poloviné osmdesatych let minulého stoleti. Vyznam elektrospreje od té
doby vyznamné rostl v oblasti biochemickych aplikaci [11]. Poc¢atkem roku 1980 byla
objevena technika, elektrosprejova ionizace [12,13], pro analyzu vybranych sloucenin
vrozsahu od vysokomolekularnich biopolymeri az po kovové ionty [14-18]. Studie
J.B.Fenna a spolupracovniku [12,13,15,19] demonstrovala moznou elektrosprejovou ionizaci
pro kapilarni kapalinovou chromatografii [2]. J.D.Henion a spolupracovnici [20-22] upravili
metodu elektrospreje, kterou nazvali iontovy sprej (IS) [2]. R.D.Smith a spolupracovnici [23-
25] pouzili ES pro kapilarni elektroforézu, kde vhodné objasnili pouziti ES pro detekci

bioorganickych iontovych analyti [2].
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1.4 HPLC

Vysokouéinna kapalinova chromatografie slouzi pfedevS$im pro analyzu tepelné nestalych a
malo tékavych latek. Pouziva analytické kolony s jemné zrnénymi néplnémi a vysokou
separacni ucinnosti. Vysoké selektivity separace se dosahuje volbou chromatografickych
fazovych systémi, zaloZzenych na rtznych principech distribuce separovanych latek mezi
stacionarni a mobilni fazi [26].

Piistroje pro kapalinou chromatografii tzv. kapalinové chromatografy - se skladaji
z transportni ¢asti, davkovaciho ventilu, separa¢ni ¢asti, detektoru a ze zatizeni pro zdznam a
zpracovani signalu [26]. Do kolony vzorky zavadime bud’ manualné¢ nebo automaticky
ovladanymi smyckovymi davkovacimi ventily. Mobilni fazi je potieba pied vstupem do
¢erpadla zbavit rozpusténého vzduchu, aby se zabranilo ptipadné netésnosti zpétnych ventilki
Cerpadla, koliséni pritoku a potiZzim pii detekci [26].

Néapln¢ chromatografické kolony se v soucasné dob¢ piipravuji bud z pdrovitych
anorganickych materidl(i nebo z organickych polymera. Nejcastéji se pouzivaji polymery na
bazi silikagelu, které maji lep$i chemickou stabilitu pfi vy$$im pH, ale nizZsi separa¢ni
ucinnost. Elu¢nich ¢asi maxim chromatografickych piki separovanych latek se vyuziva
k identifikaci slozek vzorku. Kvantitativni obsah sloZek se urcuje z vySek nebo ploch pikli po
kalibraci pomoci standardi. Nejcastéji pouzivame spektrofotometrické detektory
v ultrafialové i ve viditelné oblasti, u kterych si mizeme nastavit vinovou délku detekce podle
potieby [26].

Kapalinovou chromatografii rozdélujeme na chromatografii v syst¢émech s normalnimi
fazemi (NPC), s obracenymi fazemi (RPC), iontové parovou chromatografii (IPC) a chroma-
tografii iontové vymény (IEC) [26].

V predkladané bakalaiské praci provadime chromatografii v systémech s obracenymi
fazemi. Chromatografie v systémech s obracenymi (ptevracenymi) fazemi se v soucasné praxi
pouziva nejcastéji. Umoznuje separaci vzorkd obsahujici nepolarni, stfedné, silné polarni,
iontové a ionizovatelné latky. Jsou vhodné pro separaci latek, které se li§i velikosti
hydrofébnich ¢asti molekul nebo poétem a charakterem polarnich funkénich skupin a déle i
slabé organické kyseliny nebo baze, potla¢ime-li jejich disociaci pfidanim pufru do mobilni
faze [26]. Separované latky se eluuji v pofadi podle klesajicich polarit.

Mobilni faze je polarnéjsi nez faze stacionarni. Skladaji se vétSinou z vody a jednoho
nebo vice polarnich rozpoustédel (methanol, acetonitril,...). Stacionarni faze jsou nepolarni

nebo slabé polarni latky. Nejvice pouzivanou polarni latkou je silikagel chemicky
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modifikovany silaniza¢nimi ¢inidly s oktadecylovymi, oktylovymi i nitrilovymi skupinami

[26].
1.5 ESI-MS

V soucasné dobé je elektrosprej jednou z nejvyznamnéjsich ionizaénich technik pouzivanych
v hmotnostni spektrometrii netékavych latek [11]. Patii mezi mékkeé ioniza¢ni techniky [11] a
je nejvhodnéjsi pro analyzu polarnich az iontovych latek [9] za atmosférického tlaku [11].
Umoziuje ziskat quasi-molekularni ionty [M+H]", [M+ Na]’, [M-H] [11]. Tato ionizaéni
technika je nejSetrnéjsi a je vhodna i pro nejmén¢ stabilni molekuly [9].

Mechanismus ionizace elektrosprejem je sloZen z nékolika dil¢ich dé&ji. V prvni tadé
dochazi k tvorbé nabitych kapek na vystupu sprejovaci kapilary [11], na kterou je vloZeno
napéti (3-5kV) [9]. Podle polarity napéti nesou kapicky, vlivem vysokého gradientu
elektrického pole, kladny nebo zaporny naboj. V disledku odpafovani rozpoustédla a jejich
opakovanému rozpadu se nabité kapky zmensuji tzv. Coulombické $tépeni, ale poCet naboju
v kapkach se neméni [11]. Nasleduje uvolnéni (de)protonované molekuly nebo aduktovych
iontd do plynné faze [9]. Nerozpadaji se na ptiblizné stejné ¢asti, ale dochazi k tzv. ,jet
fission“, coz je dgj, pfi kterém se zjedné rodiCovské kapky emituje fada kapek vyrazné
menSich. Kone¢né jsou sekundarni dé€je, kterych se ucastni ionty uz v plynné fazi [11].
Nejlepsi citlivosti je dosahovano s pratoky 1-100ul/min [9].
svoji hmotou, intenzitou a pomérem izotopickych pikt. Chemicka stabilita molekul je shodna
s intenzitou pika [27]. R

Utinnost ionizace je urcovana vlastnostmi analyzované latky, vstupni kapilarou, napétim
na ni vlozenym a pritoky pomocnych plynd. Jednou z nejvyznamnéjSich prednosti ESI
v porovnani s jinymi iontovymi zdroji je schopnost produkovat vicenasobné nabité ionty, coz
je vyhodné pro analyzu vétSich molekul. Vzorek ve formé roztoku muzZe byt pfimo zavadén
do ES nebo muize byt nejprve podroben separaci napt. HPLC nebo GC [11].

Tato ioniza¢ni technika je hojné vyuZivana v mnoha aplikacich. Po¢inaje hmotnostni
spektrometrii peptida a proteintl, nukleovych kyselin, cukri, tukt [11], potravin, pfes analyzu

drog, vybusnin az po analyzu slozek Zivotniho prostiedi [1].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Studované latky

kyselina benzoova

benzoan sodny

benzoan lithny

L-DOPA(L-3, 4- dihydroxyfenylalanin) — Aldrich

lithna stil L-DOPA(L-3, 4- dihydroxyfenylalaninat lithny)

L-tyrosin — Aldrich

draselna sil L-tyrosinu

askorbét sodny, dar UJV Rez
TM-HIDA(N-[(2,4,6-trimethylfenyl)karbamoylmethyl]iminodioctova kyselina), dar UJV Rez

2.2 Pouzité chemikalie

hydroxid sodny, Lachema (CR)
hydroxid draselny, Lachema (CR)
hydroxid lithny, Lachema (CR)

kyselina octova 0,1mol/l, Lach-Ner (CR)
methanol pro HPLC, Lab-Scan

destilovana voda
2.3 Priprava vzorku

VsSechny stanovované latky byly pfipravovany o koncentraci 0,01M. Kyseliny benzoové bylo
navazeno 66 mg. Byla rozpusténa v 50 ml methanolu a pfedstavovala tak i zasobni roztok pro
ptipravu jejich soli. Na ptipravu kazdé soli bylo pouzito 10 ml zdsobniho roztoku kyseliny
benzoové 0,01M, ke kterému bylo napipetovano 100 pl 1M hydroxidu sodného nebo 1M
hydroxidu lithného. L-DOPA bylo navazeno 19,7 mg a rozpusténo v 10 ml methanolu, pro
lepsi rozpousténi latky v methanolu bylo k roztoku ptidano 300 pul 0,1M kyseliny octové.
Protoze L-DOPA se lépe rozpousti ve vod¢, pripravila jsem vodnou lithnou sil této latky.

Pokousela jsem se o pfipraveni sodné a draselné sole, ale z divodu barevné zmény roztoku do

10
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hnéda nebylo mozné tyto roztoky pouzit. Dale jsem pfipravila roztoky L-tyrosinu, kterého
bylo navazeno 18,1 mg a rozpusténo v 10 ml destilované vody. V methanolu nedochéazelo
k rozpousténi latky ani za tepla. Z tohoto roztoku byla pfipravena draselna stl pfidanim 100

pl 1M hydroxidu draselného.

2.4 Pouzité metody méreni a zpracovani dat

2.4.1 HPLC

Meéfeni bylo provadéno na vysokou¢inném kapalinovém chromatografu CHROM SDS 150
s UV detektorem. Pro vSechny stanovované vzorky az na TM-HIDU (230 nm) byla zvolena
vinova délka 270 nm. Latky kyselina benzoova, benzoan sodny a benzoan lithny byly
separovany na koloné od vyrobce WATREX, Reprosil 100 C18, o délce 250 mm, priméru 4
mm a velikosti zrn 5 um pfi laboratorni teploté 22°C. Ostatni latky L-DOPA, lithna stl L-
DOPA , L-tyrosin, draselnd sil L-tyrosinu, a askorbat sodny byly separovany na koloné
CHROMOLITH (MERCK), RP 18e, o délce 100 mm, priméru 4,6 mm a velikosti zrn 5 pm
pii laboratorni teploté 22°C. TM-HIDA byla separovana na koloné Reprosil C-18 o velikosti
zrm Sum. Pro analyzu byla pouzita isokraticka eluce. Mobilni faze pro latky kyselina
benzoova, benzoan sodny a benzoan lithny byl pouzit €isty methanol, pro ostatni latky L-
DOPA, lithna sil L-DOPA, L-tyrosin, draselna sul L-tyrosinu a askorbat sodny byl pouZzit
roztok methanol/destilovana voda (v poméru 7:3) a pro TM-HIDU byl pouZit roztok
methanol/voda (v poméru 6:4) s piidavkem 0,15 % H3;PO4. Pritok kolonou byl nastaven na
0,5 ml/min. Rozsah méfeni 1,0. Davkovani vzorka bylo v rozmezi 2,5-5 upl. Celkova doba

analyzy byla v rozmezi 7-10 min.

2.4.2 ESI-MS

K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr s iontovou pasti a elektrosprejovou ionizaci od
vyrobce BRUKER DALTONICS (Némecko), model ESQUIRE 3000. Priitok byl nastaven na
17 pl/min. Jako zamlZovaci plyn byl pouzit dusik. VSechny stanovované latky byly

proméfeny v pozitivnim a negativnim modu a nasledn¢ vyhodnoceny.

11
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Stanoveni ¢istoty analyti HPLC metodou

Pro analyzu byla zvolena metoda HPLC umoziujici separaci polarnich latek. Prvni

experimenty byly provadény s jednoslozkovou mobilni fazi obsahujici methanol. ProtozZe

HPLC kolona nebyla termostatovana, retenc¢ni ¢asy studovanych vzorkd se mohou lisit.

Cistota latek je zohlednéna na procenta podle vy3ky a plochy piki analytd. Bylo zjisténo, Ze i

s velkou opatrnosti prace pii piipravé vzorki dochazelo ke kontaminaci, kterd mohla byt

zpusobena Spatné vymytou injekéni stiikackou nebo zanesenou kolonou s pfedchoziho

méfeni.

V tab. 3.1 jsou znazornény retenéni Casy a Cistota jednotlivych stanovovanych analytd,

kterd je zohlednéna na procenta.

t

Tab. 3.1: Retenéni Casy a Cistota stanovovanych analytti v procentech

stanovovana latka tg [min.] vyska piku[%)] plocha piku [%]
kyselina benzoova 4,26 99,1 99,7
benzoan sodny 4,16 98,0 96,9
benzoan lithny 4,14 100,0 100,0
L-DOPA 2,88 94,9 92,2
lithna sul L-DOPA 2.88 94,2 91,5
L-tyrosin 5,90 81,6 74,9
draselna sl L-tyrosinu 6,12 91,1 87.6
askorbat sodny 5,61 99,8 99,8
TM-HIDA 6,18 99,8 99,8

12
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3.2 Analyza chovani analyti v MS

Na nasledujicich obréazcich jsou zobrazena hmotnostni spektra, kde hlavnimi ionty jsou
molekularni adukty [M+H]" a [M-H]. Pfi analyze analyti v hmotnostni spektrometrii
v pozitivnim modu se sodik navazuje na vétSinu stanovovanych molekul a vznika tak
molekularni adukt [M+Na]". Kromé piisluinych molekulovych iontl vznikaji jesté dimerni a
v n¢kterych pfipadech i trimerni ionty. V ziskanych spektrech se podafilo interpretovat

Protonované ionty rozpoustédel miizeme u vyznamnéjsich stanovenich pozorovat pouze
u okyselenych roztokd [1]. AvSak pii kyselém pH men$im nez hodnota 4 se systém v
negativnim modu chova chaotivné a tedy namétrené vysledky se obtizné interpretuji. Proto je

doporuéeno stanovovat latky s pH alkalickym nebo slabé kyselym.
3.2.1 Analyza kyseliny benzoové a derivatu

Na obr. 3.1a) je zobrazeno hmotnostni spektrum kyseliny benzoové (M, = 122g/mol)
v pozitivnim modu. Jsou zde uvedeny ionty m/z 123,1, ktery odpovidd protonizovanému
molekularnimu aduktu kyseliny benzoové [M+H]'. V negativnim modu obr. 3.1b) je
zobrazen ion m/z 121,0 [M-H], ktery odpovidd deprotonizované kyseliné¢ benzoové.
Molekularni ion m/z 409,1 [3M-3H+2Na']" byl fragmentovan obr. 3.1d) v iontové pasti za
vzniku dcefiného molekularniho iontu m/z 264,8 [2M-2H+Na]. Tento ion byl znovu
fragmentovan v iontové pasti a produkt rozpadu byl zanamenan jako ion m/z 120.8, jehoz
hmotnostni spektrum je na obr. 3.1c). Na volnou kyselinu benzoovou se navazuje sodik,

vznikaji tak sodné sole kyseliny benzoové a dimer benzoatu sodného.

13
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Pfi analyze benzoanu sodného (M, = 144g/mol) jsem dosla k velmi podobnym spektrim
jako u volné kyseliny benzoové. Na obr. 3.2b) jsou zobrazeny ionty m/z 121,1, ion m/z 265,2
a ion m/z 409,1. Tyto tfi nejintenzivnéjsi ionty se shodovaly, coz vede k zavérim, Ze volna
kyselina benzoova se v negativnim modu chova podobné¢ jako sodna stl kyseliny benzoové.
Pozitivni mod je uveden na obr. 3.2a), ktery se také shoduje s hmotnostnim spektrem volné
kyseliny benzoové. lonty m/z 295,1 a m/z 318,2 jsou nelistoty pochézejici pravdépodobné z

pouziti NaOH pfi pfipravé benzoanu sodného. Ptifazeni konkrétni struktufe se mi nepodafilo.
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Obr. 3.2: Hmotnostni spektrum sodné sole kyseliny benzoové a) +MS b) -MS
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3. Vysledky a diskuse

Hmotnostni spektrum v negativnim modu benzoanu lithného (M, = 128g/mol) je
uvedeno na obr. 3.3a). Jako prekurzor pro ziskani dcefinych iontd byl vybran molekulérni ion
m/z 377,0 [3M-3H+2"Li] . V iontové pasti byl tento ion fragmentovan a produkty rozpadu
byly zaznamenany jako spektrum dcefinych iontdi obr. 3.3c). lon m/z 248,8 [2M-2H+'Li]
jsme znovu fragmentovali v iontové pasti za vzniku dcefiného iontu m/z 120,8, ktery

odpovida deprotonizovanému molekularnimu aduktu [M-H] obr. 3.3b).
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Obr. 3.3: Hmotnostni spektrum a) benzoanu lithného —MS b) izolace iontu m/z 376,9

¢) izolace iontu m/z 248,8
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3. Vysledky a diskuse

3.2.2 Analyza L-tyrosinu a derivati

Nasledujicim stanovovanym analytem je L-tyrosin (M, = 181g/mol). Na obr. 3.4 jsou
zobrazena hmotnostni spektra, pozitivnim mod, a) volného L-tyrosinu, b) draselné sole L-
tyrosinu. Zakladnim iontem je ion m/z 182,0, coZ je protonizovany molekularni adukt
[M+H]". Nejvice intenzivnim iontem v tomto hmotnostnim spektru je m/z 204,0. Tento ion
vznika navazanim sodiku na molekulu L-tyrosinu. Jedna se o molekularni adukt [M+Na]". Ion
m/z 288,2 nepoukazuje na navazani dal§iho sodiku ani na dimerni ion L-tyrosinu, proto se
s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o necistotu z predchoziho méteni. Dal§im dalezitym iontem
je m/z 384,9. Tento ion odpovidd molekularnimu aduktu [2M+Na]". ProtoZe sodik neni ve
sloucening, jeho pfitomnost muze byt pravdépodobné zplusobena nezadouci kontaminaci
analytu, coZ je uvedeno v kapitole 1.2. Spektrum draselné sole L-tyrosinu je aZ na intenzitu

iontll shodné se spektrem volného L-tyrosinu.
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Obr. 3.4: Hmotnostni spektrum +MS: a) volny L-tyrosin b) draselna sul L-tyrosinu
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3. Vysledky a diskuse

Na hmotnostnim spektru obr. 3.5 byly zaznamenany a zinterpretovany ziskané ionty,
které byly analyzovany v negativnim modu, a) volny L-tyrosin b) draselna sdl L-tyrosinu.
Nejintenzivnéj$i ion m/z 179,9 odpovida molekuldrnimu aduktu [M-H]J’, ion m/z 360,9 [2M-

H] aion m/z 383,0 [2M-2H, +Na]". Ob¢ hmotnostni spektra jsou shodna.

Intens.
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Obr. 3.5: Hmotnostni spektrum —MS: a) volny L-tyrosin b) draselna stl L-tyrosinu
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3. Vysledky a diskuse

3.2.3 Analyza L-DOPA a derivati

Nasledujicim zobrazovanym spektrem je a) volna L-DOPA (M, = 197g/mol) a b) lithna
sul L-DOPA v pozitivnim modu obr. 3.6. Nachazeji se zde neCistoty z predchoziho méfeni ve
formé iontt m/z 152,0 a ion m/z 181,0. Dale jsou zde interpretovany ionty m/z 1980, ktery
odpovida L-DOPA protonizované vodikem [M+H]", ion m/z 220,0 [M+Na]" a ion m/z 416,9
[2M+Na]®. Odlinym iontem v hmotnostnim spektru lithné soli je ion m/z 401,0, ktery

odpovida molekularnimu aduktu [2M+'Li]". K dekarboxylaci molekuly nedochazi.
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Obr. 3.6: Hmotnostni spektrum +MS: a) volna L-DOPA b) lithna sil L-DOPA
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3. Vysledky a diskuse

Na obr. 3.7 je zobrazeno hmotnostni spektrum a) volna L-DOPA, b) lithna sil L-DOPA
v negativnim modu. Jsou zde interpretovany nejintenzivnéjsi ionty m/z 195,9, ktery odpovida
deprotonizovanému molekularnimu aduktu [M-H], ion m/z 392,9 [2M-H] a v hmotnostnim
spektru volné kyseliny je$t¢ navic ion m/z 414,9 odpovidajici [2M-2H, +Na]". Jedna se o
navazovani sodiku na volnou L-DOPU a k vytvofeni tak jeji sodné sole. Ion m/z 174,9 je

pravdépodobné necistota z pfede§lého méteni.
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Obr. 3.7: Hmotnostni spektrum —MS: a) volna L-DOPA b) lithna sil L-DOPA
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3. Vysledky a diskuse

3.2.4 Analyza askorbatu sodného

Na obr. 3.8a) je uvedeno hmotnostni spektrum askorbatu sodného (M, = 374g/mol) v
pozitivnim modu. Jsou zde zobrazeny nejintenzivnéjsi ionty m/z 199,0 odpovidajici
molekularnimu aduktu [M+Na]" a ion m/z 374.9, ktery odpovida [2M+Na]". Na obr. 3.8b) je
zaznamenané hmotnostni spektrum v negativnim modu. Zinterpretovana byla vétsina iontd.
lon m/z 174,8 [M-H]', ion m/z 372,9 [2M-2H, +Na]’, ion m/z 570,9 [3M- 3H, +2Na] a ion m/z
769,0 [4M-4H, +3Na]". Jedna se o analogickou fadu s postupnym piidavkem molekularniho
aduktu [M-H, +Na].
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Obr. 3.8: Hmotnostni spektrum askorbatu sodného: a) +MS b) -MS
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3. Vysledky a diskuse

3.2.5 Analyza TM-HIDA

Na nasledujicim hmotnostnim spektru je zobrazena analyza TM-HIDA (M, =308 g/mol) obr.
3.9. V pozitivnim modu byly zaznamenany ionty m/z 331,2 odpovidajici molekularnimu
aduktu [M+Na]". Tento ion jsme fragmentovali v iontové pasti za vzniku dcefiného iontu m/z
168,0. Vznikly ion odpovidd monosodné soli kyseliny N-methyl iminodioctové. lonty m/z

353,2 am/z 413.,4 jsou pravdépodobné¢ necistoty.
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Obr. 3.9: Hmotnostni spektrum: a) TM-HIDA +MS b) izolace iontu m/z 331,2
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2 Vysiodky a diskuse

Hmotnostni spektruni v negativnim modu TM-HIDA je uvedeno na obr. 3.10. Jako
prekurzor pro ziskani dcefinych ionti byl vybran molekularni ion mi/z 307,1 [M-H] .
V iontové pasti byl tento ion fragmentovan a produkty rozpadu byiv zaznamenany jako
spektrum dcefinych iontl obr. 3.10b). lon m/z 289,0 [M-H-H>O] jsme znovu tragmentovali
v iontové pasti za vzniku dcetiného iontu m/z 2289, ktery odpovida odsStépeni kyseliny

octové [M-H-H,O-CH3COOH] obr. 3.10c¢).
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Obr. 3.10: Hmotnostni spektrum: a) TM-HIDA -MS b) izolace iontu m/z 307,1

¢) izolace iontu m/z 289,0
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4 ZAVER

Predkladana bakalafska prace byla zaméfena na chromatografickou a hmotové
spektrometrickou analyzu s elektrosprejovou ionizaci aromatickych kyselin a derivatid. Ke
stanoveni ¢istoty byla pouzita metoda HPLC s isokratickou eluci. Cistota latek byla
zohlednéna na procenta podle vysky a plochy pikd analyti. Na zakladé naméfenych
hmotnostnich spekter metodou ESI/MS bylo zji§téno chovani aromatickych kyselin a jejich
derivati v negativnim a pozitivnim modu. V hmotnostnich spektrech byly interpretovany

Pro analyzu v negativnim modu bylo pouzito prostiedi o pH vétSim nez 4, protoze pii
kyselejSim pH se systém chova chaotivné a naméfené vysledky se obtizn¢ interpretuji.
Analyza pozitivniho modu v8ak vyzaduje slabé okyseleni pro lepsi tvorbu protonizovanych
aduktl. Proto je doporuceno stanovovat latky spH alkalickym nebo slabé kyselym
v zavislosti na stanovovaném modu.

[ontové studie zaznamendavaji v negativnim modu deprotonizovany ion [M-HJ,
deprotonizovany dimerni ion [2M-H] a deprotonizovany dimerni ion v paru se sodikem [2M-
2H + Na], jak i konstatuje prace [3]. Naproti tomu v pozitivnim modu se vyskytuje
protonizovany ion [M+H]", protonizovany dimerni ion [2M+H]" a protonizovany dimerni ion
v paru se sodikem [2M+2H+Na]". V nékterych ptipadech se mazou vyskytovat i trimerni
ionty.

Pritomnost sodiku, ktery ve slouceniné neni, miZe byt zplisobena kontaminaci vzorku,
rozpou$tédlem nebo laboratornim sklem [2]. Jeho pfitomnost miiZe byt také zplsobena
¢astym pouzivanim acetatového pufru na bazi CH;COONa, protoZze nékteré polarni latky
nejsou schopny v ESI vytvaret ionty. Tato teorie by se mohla prokazat zménou pouzivaného
pufru, a tedy zménou pozadi. Avsak tato teorie nemohla byt ovéfena z diivodu velkého vyuziti
pfistroje a mozného poskozeni tak vysledku jinych analyz, které jsou kalibrovany na hodnoty
se sodikovym pozadim.

Nekteré vysledky analyz, napf. analyza Kyseliny benzoové lze porovnat s jinymi
podobnymi studiemi [28]. Analyza této latky se shoduje se zndmymi udaji popsané v

literatufe.
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