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Abstrakt

Tato prace se zabyvd miniaturizovanym iontovym zdrojem pro chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI), jehoz klicovou soucésti je sklenény vyhtivany mikrofluidni Cip.
Iontovy zdroj byl sestaven z mikrofluidniho ¢ipu umisténého na mikromanipulatoru a jehlové
elektrody pro koronovy vyboj. Geometrické uspotfadani téchto prvkia vici vstupni vyhiivané
kapilafe hmotnostniho spektrometru LCQ Fleet (Thermo) bylo optimalizovano na zakladé
velikosti signalu reserpinu. Roztok reserpinu o koncentraci 10 pg/ml byl kontinualné ptivadén
do vyhiivaného cipu pomoci stiikackového cCerpadla. Dale byl optimalizovan prutok
nebulizaéniho plynu. Pfi stejném hmotnostnim toku reserpinu byla velikost signalu
protonované molekuly reserpinu o dva fady vyssi nez u komeréniho iontového zdroje pro
APCI (Thermo). Pfetrvavajicim problémem testovaného miniaturizovaného zdroje je vysoka

nestabilita signdlu detekovanych ionti.

Kli¢ova slova: hmotnosti spektrometrie, mikro APCI, mikrofluidni ¢ip,

Abstract

This bachelor s thesis discusses miniaturized ion source for atmospheric pressure chemical
ionization in which the main component is a heated glass microfluidic chip. The ion source
was assembled from the mirocfluidic chip placed on a micromanipulator and a needle
electrode creating a corona discharge. The optimization of geometric arrangement of these
components towards to inner heated capillary of the mass spectrometer LCQ Fleet (Thermo)
was based on the signal intensity of reserpine. The solution of reserpine with concentration 10
pg/ml was continuously brought to the heated nebulizer chip using a syringe pump.
Furthermore, the flow rate of the nebulizing gas was optimized. The signal intensity of
protonated molecule was two orders of magnitude higher than the signal generated by the
commercial ion source for APCI (Thermo) using the same mass flow rate of the analyte. High

signal instability of the detected ions is the persisting problem of the miniaturized ion source.

Key words: mass spectrometry, micro APCI, microfluidic chip
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Seznam zkratek a pouzitych symboli

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical
ionization)

API ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionization)

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization)

Cl chemicka ionizace (chemical ionization)

El elektronova ionizace (electron ionization)

ESI ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

m/z pomé&r hmotnosti iontu a jeho elementarniho naboje

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)



1 Teoreticky uvod

Trendem kapalinové chromatografie poslednich let je snaha o miniaturizaci separac¢nich
systéml. Namisto klasickych kolon jsou pouzivany chromatografické kolony s vyrazné
mens$im prumérem, coZz ma za nasledek usporu rozpoustédel a zvySeni ucinnosti separace i
detekce. V mikro- a nano-HPLC je prakticky jedinou technikou nanoelektrosprej, ktery je
velmi dobie kompatibilni s pratoky fadu desitek ¢i stovek nl/min. Nanoelektrosprej je vhodny
pro velkou Skalu analyti, od stfedn¢ poldrnich az k latkdam iontovym. Jeho principidlni
nevyhodou je vSak velmi malo u¢inna ionizace latek nepolarnich. Nepolarni slouceniny lze
naopak velmi dobfe ionizovat pomoci chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI).
lontové zdroje pro APCI jsou vSak konstruovany pro vysoké prutoky rozpoustédel v fadech

stovek pl/min. Tato prace se snazi ptispét k vyvoji miniaturizovaného zdroje pro APCI.

1.1 Princip hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikaln¢ chemickd metoda, jejiz princip spociva v pievedeni
vzorku na ionty v plynné fazi a nasledné separaci téchto iontd podle hodnoty podilu jejich
hmotnosti a naboje (Mm/z). Zakladni kroky hmotnostni analyzy jsou nasledujici: ionizace,
urychleni iontd do hmotnostniho spektrometru, separace iontt a jejich detekce [1]. Dnes se v
bézné praxi pouziva nékolik technickych feSeni, ktera maji sva pozitiva i negativa a jsou
pouzitelné pro ruzné typy kvantitativnich a kvalitativnich analyz. VSechny hmotnostni
spektrometry maji tfi zékladni soucésti, a to iontovy zdroj, analyzétor a detektor [2].

Hlavni roli iontového zdroje je pfivést molekuly do hmotnostniho spektrometru a pfeménit
je v nabitou nebo ionizovanou formu. Hmotnostni spektrometry pracuji za nizkého tlaku, aby
se zabranilo kolizim iontl se zbytkovymi molekulami plynu. Idealni provozni tlak je takovy,
ve kterém je prumérna vzdalenost, kterou ion urazi pred kolizi s molekulou plynu delsi, nez je
vzdalenost od zdroje k detektoru [3].

Po ionizaci jsou ionty urychleny do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovany podle
jejich m/z za pouziti elektrického a/nebo magnetického pole. Nakonec jsou ionty vedeny do
detektoru, kde poskytuji signal. Tento signal je digitalizovan a pfeveden do pocitace, kde je

zpracovan do podoby hmotnostniho spektra [1, 3].



1.1.1 Ionizace

Pouze nabité Castice jsou pfistupné hmotnostné spektrometrické analyze. Molekuly a
radikaly nelze stanovit v jejich neutralni formé [4]. Abychom analyt pievedli na ionty v
plynné¢ fazi, je potfeba dodat ionizani energii, pfipadné¢ vytvofit vhodny adukt ci
deprotonovat molekulu. Velikost ioniza¢ni energie potfebné k tvorbé iontu zavisi na povaze
analytu. Hodnota energie, po jejimz piekroceni se vétSina organickych latek naléza v
ionizovaném stavu, se pohybuje v rozmezi 7-16 eV. Nejobecnéjsi rozd€leni ionizacnich
technik je podle dodaného mnozstvi energie, na tvrdé a m¢kké ioniza¢ni techniky [5]. Tvrdé
ionizac¢ni techniky produkuji podstatnou ¢ast ionizovanych molekul S vysokou vnitini energii,
nasledkem ¢ehoz molekuly podiéhaji fragmentaci jesté pred opusténim iontového zdroje.
Schopnost fragmentace téchto zdrojui se vyuziva k ziskani informace o struktuie organickych
biomolekul [6].

Me¢kké ionizacni techniky poskytuji spektra s minimem fragmentd, coz je zvlasté uzite¢né
napiiklad pro charakterizaci smési [7].

Dnes existuji desitky ioniza¢nich technik a jejich vybér zalezi na povaze analytu a na

pozadovaném typu analytické informace [6].

1.2 Techniky ionizace pracujici za atmosférického tlaku

lonizaéni techniky pracujici za atmosférického tlaku patii mezi mékké ioniza¢ni techniky
[4]. Pafi mezi n¢ ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Dnes se tyto techniky tési velké
oblibé, a to predevSim ve spojeni s kapalinovou chromatografii pro analyzy smési net¢kavych
vysokomolekularnich sloucenin specidlné ve farmaceutické chemii, biochemii, a klinické

analyze [8].

1.2.1 Elektrosprej

Elektrosprej vznikéd ptisobenim silného elektrického pole na kapalinu. Vzorek je ptivadén
kapilarou z nerezové oceli, pfi¢emz elektrické pole je vytvoreno vlozenim potencialu (3-6
kV), mezi tuto kapilaru a protielektrodu, které jsou od sebe vzdaleny pfiblizné¢ 0,3-2 cm.
Protielektroda byva deska s otvorem vedoucim k vzorkovacimu systému hmotnostniho

spektrometru [9,10]. Pasobenim pole na kapalinu se tvar kapaliny zac¢ina deformovat a vznika



tzv. Tayloruv kuzel. Z kuZzelu se postupné odtrhavaji kapi¢ky rozpoustédla s analytem a naboj
se akumuluje na povrchu kapicek. Odpafovanim rozpoustédla dojde ke zvySeni hustoty
povrchového naboje, az pii dosazeni kritické hodnoty dochdzi k tzv. Coulombické explozi
[11,12,13]. Z téchto nabitych kapicek se tvoii mensi kapicky a z téch se uvolnuji ionty, které

jsou vtahovany a fokusovany iontovou optikou do hmotnostniho spektrometru [14].

1.2.2 Fotoionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace je zpusob ionizace, kterym Ize analyzovat polarni i nepolarni latky, a je
pomérné tolerantni k matricim analytu, které mohou interferovat v ESI a APCI technikach
[15].

Zéakladnim principem fotoionizace je tvorba molekularniho radikalového iontu po absorpci
fotonu molekulou analytu a emisi elektronu (Obr. 1, reakce ¢. 1). Tento proces nastava, pokud
je energie fotonu vyssi nez ioniza¢ni potencial molekuly analytu. Pfima ionizace analytu je
vsak statisticky malo pravdépodobna, a proto se vyuziva dopantu (D). Ten je ve smési s
analytem v nadbytku a snadno se ionizuje (Obr. 1, reakce ¢. 2). Dopant poté pieda naboj
molekule analytu (Obr. 1, reakce ¢. 3) a to za predpokladu, ze ioniza¢ni energie dopantu je
vy$§i nez ionizaCni energie analytu. V pfipad¢ Ze je protonova afinita analytu vyssi nez
protonova afinita ostatnich slozek faze, mohou se tyto prvky chovat jako pfenaSeci protonu

mezi dopantem a analytem (Obr. 1, reakce €. 4,5) [16].

M+hy >M** 4+ e~ (1)
D+hv D"+ e (2)
D¥*+M > D+ M** ?)
D**+S - [D—H]" +[S+H]" 4)
[S+H]*+M - S+ [M+H]" (5)

Obrdzek 1 Mechanismus fotoionizace. Prevzato a upraveno [16].

Zdroj fotonti by mél byt zvolen takovy, aby energie emitovanych fotonl byla vyssi nez
ioniza¢ni energie cilovych molekul, a nizsi nez maji slozky vzduchu a bézna rozpoustédla.

Obvykle se pouziva kryptonova vybojka (10.0 a 10,6 eV). [17].



1.2.3 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

V roce 1970 byl piedstaven APCI zdroj, ktery pro ionizaci analytdi pouzival *Ni [18].
V tomto iontovém zdroji se roztok analytu davkoval do proudu horkého dusiku a
rozpoustédlo se okamZité odpafilo. Plynna faze prochazela kolem °Ni kde emitované
elektrony iniciovaly komplexni fadu procest.. Procesy ionizace dusiku a postupné iontoveé
molekulové reakce vedly k tvorbé ionti [(H20),+ H]", které byly schopny protonovat analyt
[19]. Technika zalozena na koronovém vyboji byla vyvinuta pozdéji jako alternativa pro

ionizaci latek ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Dnes se hojné pouzivd pravé tato

technika [18].

1.2.3.1 Princip

Pii APCI reakéni ionty prendsi naboj nebo proton na molekulu analytu. Tyto reakce
vyzaduji efektivni kolize mezi reakénim iontem a neutrdlni molekulou analytu ve zdroji.
Pokud se tento proces uskuteciiuje za atmosférického tlaku, je u€innost kolizi vy$si nez u
klasické chemické ionizace [10]. Dnes je APCI druhou nejpouzivangj$i ionizacni technikou
po ESI. V APCI zdroji je reakéni plasma udrzovana koronovym vybojem mezi ostrym hrotem
jehly a rozprasovaci komorou, kterd slouzi jako protielektroda. Na rozdil od ESI, APCI

ionizace probiha v plynné fazi a molekuly analytu se odpafuji pted ionizaci [20].

1.2.3.2 Usporadani zdroje pro APCI

Eluat z kapalinového chromatografu proudi skrze trysku do vyhiivané zény. Pomoci
nebuliza¢niho plynu dochazi k desolvataci molekul analytu. Soucasti zdroje je také jehla
tvorici koronovy vyboj, kterd vytvafi ionty z molekularni mlhy vystupujici z vyhtivané zony.
Pomocny plyn ¢asto napomaha nebuliza¢nimu plynu v desolvataci. V nékterych uspofadanich

je soucasti zdroje také protiproudy plyn [21].
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Obrazek 2 Schéma APCI zdroje. Prevzato a upraveno z [31].

1.2.3.3 Mechanismus

Nebuliza¢ni plyn je ionizovéan elektrony vznikajicimi v koronovém vyboji. Poté nastava

série reakcei, které se 1i§i v zavislosti na sloZeni nebuliza¢niho plynu, a ktera vede ke generaci

reak¢nich ionth. Nej€astéji se jako nebulizaéni plyn pouZziva dusik.

N,+ e =» Nj°+ 2e”

Ny*+ 2N, - NS+ N,

NS *+ H,0 - H,0"* + 2N,

H,0%* + H,0 - H;0* + OH*

H;0" + H,0 + N, » H*(H,0), + N,
H,0 + H*(H,0); — H*(H,0)3
H*(H,0), + M — [M + H]* + (H,0),,

Obrdzek 3 Schéma mechanismu APCI. Prevzato a upraveno [23].

Elektronova ionizace v koronovém vyboji vytvafi ionty N; *a N;=* (Obr. 3, reakce ¢. 1, 2).
Tyto primarni ionty s odpafenymi molekulami rozpoustédla tvoii sekundarni reakéni ionty
[22]. Reakce ¢. 6 mize pokracovat dal$imi reakcemi molekul vody, a to vede k vytvofeni

velkych klastrd H'(H,0),. Zreakce ¢. 4-6 je mozné vidét, Ze pienos protonu je hlavni
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ioniza¢ni drahou. Ioniza¢ni schopnosti zdroje tedy zavisi na acidobazickém chovani cilovych
molekul v plynné fazi. Dilezitym faktorem je také pocet generovanych reak¢nich ionti,
protoze urcuje mnozstvi analytu, ktery je jimi ionizovan. [23]. Spektra z APCI zdroje obsahuji

pievazné molekularni a aduktové ionty s malou mirou fragmentace [22].

1.2.3.4 Srovnani APCI s ostatnimi API technikami

APCI je technika, ktera je schopna u¢inné ionizovat jak stiedné polarni tak nepolarni
slouceniny. Vyhodou APCI je moZnost pouZiti polarnich i nepolarnich rozpoustédel,
schopnost tolerovat vyssi koncentrace elektrolytu a také lepsi tolerance vii¢i ptitomnosti
povrchove aktivnich latek, které v ESI snizuji Gi€innost ionizace a tim i citlivost. APPI pfinasi
obdobné vyhody, ale je m4 Sir$i uplatnéni v oblasti polarnich latek nez APCI. APCI a APPI
nejsou vhodné k ionizaci velkych molekul a tyto metody je vhodné aplikovat na slou¢eniny o
molekulové hmotnosti pod 1000 Da [24,25]. V pozitivnim rezimu APCI vznikaji téméf
vyhradné [M+H]" ionty, kdezto ESI produkuje i adukty s kationty jako je sodny a draselny ion
[16].

100,000

molekulova hmotnost

0

—h

nepolarni polarni

polarita analytu

Obrdazek ¢. 4 Vyuziti API technik pro riizné polarity analytu. Prevzato a upraveno z [32].
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1.3 Miniaturizace v analytické chemii

Stejné jako v ostatnich oborech i v analytické chemii se miniaturizace v méfenich t&si
velké oblibé. Hnaci silou této rostouci poptavky po nizkonékladovych nastrojich je schopnost
velmi rychlé analyzy pti spotfebé malych objemt vzorka [26].

Analyticky proces zahrnuje tyto faze: odbér vzorku, uchovani vzorku, pfiprava vzorku,
separace, detekce, zpracovani dat a vyhodnoceni. Do dneska byl téméi kazdy z téchto kroka
podroben miniaturizaci. Jednotlivé kroky analytického procesu vSak nebyly miniaturizovany
ve stejném rozsahu. Napiiklad sbér vzorku a jeho uchovani je krok analytického procesu,
jehoZ miniaturizace nese mensi vyhody. S nastupem miniaturizace separacnich a detek&nich

systémii je obecné piedpokladana i nutnost miniaturizace v pfistupech ptipravy vzorku [27].

1.3.1 Vyhody miniaturizace

Redukce velikosti analytického systému neni jedinym ddvod k jeho miniaturizaci.
Vyhodou, kterou ptinasi, je snizeni mnozstvi vzorku, které je vyznamné, pokud pracujeme se
vzacnymi vzorky. Také se snizi spotfeba pouzitych chemickych latek a rozpoustédel. To je
zvlasté dulezité v pripad¢ analytickych metod, kde se pouzivaji draha reak¢éni Cinidla, jako
jsou imunochemikalie a enzymy, ale i u metod pouzivajicich toxicka reakéni Cinidla ¢i
organicka rozpoustédla. To ma za nasledek redukci odpadu [27]. Mezi dalsi vyhody patii

napiiklad zkracovani doby analyzy a moznost provadéni paralelnich analyz [28].

1.3.2 Miniaturizace v LC-MS

Cilem miniaturizace v LC je pfedevsim snizeni praiméru kolon, vyvoj a zvyseni detekénich
limitd. Konkrétné se jedna o systémy mikro-LC, nano-LC a LC na ¢ipu. Typické vnitini
priméry kolony pfi klasické LC jsou od 2,1 do 4,6 mm. Velikost ¢éstic stacionarnich fazi se
pohybuje mezi 3-10 um. Nano-LC oproti tomu pracuje s praiméry kolon mensimi nez 150 pm,
s prutoky ve stovkach nl/min a sdetekénim limitem pod 1 pg. V dusledku snizeni
chromatografického ztedéni se zvysi citlivost. Pouziti mensSich ¢astic v kolonach se promita
do zvyseni Gcinnosti, protoze se snizuje odpor proti prenosu hmoty v mobilni fazi [29].

Pro detekci latek v miniaturizovanych separacnich systémech nejsou vhodné detektory

zaloZzené na absorpci zafeni, protoze krat$i drahy paprsku vedou k méné citlivé detekci.
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Nejcastejsi hmotnostné-spektrometrickou detekci ve spojeni s nano-LC a mikro-LC se stala
ESI [30].

V kombinaci s nizkymi pritoky se pouziva témét vyhradné nanoelektrosprej. Pii pouziti
elektrospreje je za potfebi mnohem vétsi mnozstvi vzorku. Tryska s velkym rozmérem vytvari
velké kapi¢ky. Napéti na kapilafe je vétsi, a tak musi byt vétsi i vzdalenost trysky a
vzorkovaci kapilary. Vysledkem toho je, Ze pouze maly zlomek kapicek se dostane skrz
vzorkovaci otvor do hmotnostniho spektrometru. Tryska nanoelektrospreje ma mnohem
mensi rozméry, které se pohybuji v fadech pm [9]. Mensi rozmér trysky ma za nasledek, zZe se
muze pouzit men$i napéti, které dovoluje umistit trysku blize vstupu do hmotnostniho

spektrometru. Do hmotnostniho spektrometru se tedy dostane vice iontii analytu [26].

1.3.3 Mikro APCI

Nanoelektrosprej je vhodny k ionizaci polarnich latek, avSak jeho ucinnost pfi ionizaci
nepolarnich a iontovych sloucenin mize byt nizka. Proto byla publikovana metoda APCI
vyuzivajici vyhiivaného ¢ipu, ktery je schopny pracovat s pratoky od 0,05-5 pl, coz ho dé¢la
kompatibilnim s nano-LC i s mikrofluidnimi systémy [24]. Schopnost pouzit pritoky nizsi
nez lul otevird nové moznosti v analyze neutrdlnich sloucenin v minimalnich mnozstvich,
coz umozni pochopeni vyznamu malych nepolarnich latek v biologickych systémech.
Porovnani citlivosti mikro¢ipové a komeréni APCI ukazuje, Ze citlivosti pii zjiStovani
koncentrace ve vzorku jsou srovnatelné, ale citlivost v oblasti hmotnostni analyzy vykazuje
100-200x vétsi citlivost nez metoda nova. Jednim z diivodii vétsi ucinnosti ionizace mize byt
velikost oblaku produkujici APCI. Prostor, kde probih4 ionizace, je totozny, i napéti vkladané
na jehlu je stejné. MikroCip ale produkuje mensi oblak nez komer¢ni APCI, tudiz velka ¢ast
neutralniho analytu mize byt ionizovana, coz zvétSuje GCinnost. To ma za nasledek, ze
analyzu lze provést s mensimi objemy vzorku bez snizeni citlivosti [24]. Pozd¢ji byl vyvinut

novy typ ¢ipu, ktery pro sprejovani v APCI dosud nebyl testovan [34].
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2 Cil prace

Cilem prace je nalézt optimalni pracovni podminky miniaturizovaného zdroje pro chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku zalozeného na nové verzi mikrofluidniho vyhtivaného ¢ipu.
Jednotlivé dil¢i ukoly jsou:

- sestaveni a pripojeni miniaturizovan¢ho zdroje ke hmotnostnimu spektrometru

- optimalizace vzdalenosti mezi mikrofluidnim ¢ipem, elektrodou pro koronovy vyboj a
vstupni kapilarou do spektrometru

- optimalizace prutoku nebuliza¢niho plynu

- porovnani citlivosti méfeni s komerénim iontovym zdrojem

15



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

e reserpin, 99 %, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA)
e 2-propanol, 99,9 % LC-MS Chromasolv, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA)
e deionizovana voda z pristroje Milli-Q Water Purification System (Darmstadt,

Germany)

3.2 Pristroje

e hmotnostni spektrometr LCQ Fleet, Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA, USA)

e prutokomér pro nastaveni a kontrolu pratoku susiciho plynu Mass flow controller
GFC 17, Aalborg, (Orangeburg, NY, USA)

e napijeci zdroj IPS 603, ISO-TECH (Merseyside, Velka Britanie)

e HPLC cerpadlo, Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA, USA)

3.3 Vzorek

Experimenty byly provadény se vzorkem reserpinu o koncentraci 10 pg/ml. Jako rozpoustédlo
byla pouzita smés 2-propanolu a deionizované vody v poméru 1:1. Na kazdy experiment byl
vzdy piipraven Cerstvy roztok reserpinu. Pokud neni uvedeno jinak, pritok roztoku vzorku

byl 5 ul/min.
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3.4 Instrumentace

Ke hmotnostnimu spektrometru LCQ Fleet byla nainstalovana ptiruba z tvrzeného
eloxovaného hliniku s dvojici na n¢j kolmych ocelovych ty¢i. Na tyce byl nasunut drzék s 3-D
mikromanipulatorem (MX10R), ktery drzel Cip ve spravné pozici vzhledem ke vstupni

kapilare.

Obrazek 5 Priruba z eloxovaného hliniku s dvojici ocelovych tycich.Prevzato z [33].

Mikrofabrikovany ¢ip (Obr. 6b) byl vyhtivan pomoci napajeciho zdroje IPS 603 vykonem
4,5 W. Pro pocate¢ni experimenty byl ¢ip umistén ve vzdalenosti 1 cm od vstupu do
hmotnostniho spektrometru. Do prostoru mezi ¢ip a vstup do hmotnostniho spektrofotometru
byla umisténa APCI jehla k vytvofeni koronového vyboje. Koronovy vyboj byl tvotfen
vkladanym napétim o velikosti 3 kV. Jehla byla umisténa pomoci klemy ve vzdalenosti 6 mm
od ¢ipu i od vstupu do hmotnostniho spektrometru. Vstupni Kapilara spektrometru byla
vyhtivana na 300 °C. Roztok reserpinu byl pfivadén Hamiltonovou stiikackou 0 objemu 50 pl
umisténou Ve stiikackové pumpicce na pfedni ¢asti pfistroje. Vzajemné uspotadani Cipu, jehly
a vstupni kapilary je znazornéno na Obr. 6a. Celkové experimentilni usporadani

miniaturizovaného APCI zdroje je zachyceno na Obr. 7.
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Obrazek 6 Geometrie umisténi jehly vzhledem k Cipu a vstupu do hmotnostniho spektrometru
(a). Popis mikrofluidniho cipu (b). Foto Vrkoslav V.
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Obrazek 7 Popis experimentalniho usporadani mikroAPCI. (I) Vstupni vyhrivana kapilara
spektrofotometru. (7I) Jehla koronového vyboje. (III) Cip jako nebulizér. (IV) Privod
elektrického proudu pro vyhrivani cipu. (V.) 3D manipulator. (V1) Privod vysokého napéti pro
koronovy vyboj. (VI) Privod roztoku reserpinu. Foto Vrkoslav V.

Pfi pokusu, kdy byla porovnavana citlivost s konven¢nim zdrojem pro APCI, byla na
vystupni kapilaru ze stiikackové pumpicky se vzorkem umisténa spojka ve tvaru T. Vzorek v
Hamiltonové stiikacce 0 objemu 50 pl byl misen s rozpoustédlem piivadénym HPLC
pumpou. Toto uspotfadani umoznilo ménit celkovy pritok roztoku vzorku pii konstantnim

hmotnostnim toku standardu (50 ng/min).

V dalSich experimentech bylo testovano upotfadani s teflonovou krytkou na vstupni
kapilafe. Krytka se sklada ze sklenéné a teflonové Casti. Na sklenéné Casti je z jedné strany
nasazena teflonova ¢ast o vnitinim praméru 9 mm. Na druhé stran¢ se sklenéna ¢ast zuzuje a
na ni je pfipojena kratka teflonova ¢ést, kterou je krytka spojena s kapildrou hmotnostniho
spektrometru. Podrobné&jsi popis i s parametry lze nalézt na Obr. 8. Skrze krytku byla
propichnuta jehla a Cip byl vsunut do krytky. Vzdalenost jehly od vstupni kapilary byla
v tomto uspofadani 1,4mm. Vhledem k omezené tepelné stabilité materialu krytky bylo nutno
snizit vyhiivani vnitini kapilary na 220 °C.
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Obrazek 8 Experimentalni usporadani s pouzitim teflonové krytky. Teflonova cast s délkou 26
mm a s vritrnim prumeérem 9 mm (a). Vzdalenost od konce sklenéné casti ke konci teflonové
casti - 23 mm (b). Sklenéna cast - 14 mm (c). Teflonova cast spojujici sklenénou cdst s
hmotnostnim spektrometrem - 5 mm (d). Vzdadlenost konce sklenéné casti od cipu, ktera byla
meénéna pri optimalizaci. Na obrdzku je nastavena vzdalenost, kterd byla optimalizovdna tj. 8
mm (e).

3.5 Zpracovani dat

Sbér dat probihal prostiednictvim ovladaciho programu Xcalibur ver. 2.0.7. (Thermo)

v rozsahu m/z 300-1000. Byla provedena vzdy tii méfeni, pfi¢emz spektra byla snimana po
dobu dvou minut. Dvouminutové zaznamy byly poté zrekonstruovany pro m/z 609.2 ([(M+H]"
reserpinu) a hodnoty intenzit tohoto iontu zprimérovany. Pro takto ziskané tii hodnoty

signalu byl vypocten priimér a smérodatna odchylka.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace prutoku nebuliza¢niho plynu a geometrie ¢ipu

Nejprve byla optimalizovana velikost pratoku nebuliza¢niho plynu. Pritok byl postupné
zvySovan od 20 do 200 ml/min. Vzdy po 20 ml/min byla sbirana data po dobu 2 minut. Tato
Skala byla prométena tiikrat a ze tfi méfeni byl spocitan primér a smérodatna odchylka.
Maximalni signal reserpinu byl nalezen pii pratoku 40 ml/min (Obr. 9). U konven¢ni APCI
jsou bézné pouzivany prutoky v fadech desitek 1/min. Vzhledem k pouziti nizSich prutokd
mobilni faze pti mikro APCI se niz§i optimalni hodnota prutoku nebuliza¢niho plynu dala
ocekavat. Reprodukovatelnost méfeni intenzity signadlu reserpinu vSak byla mald, coz je
ziejmé z velikosti chybovych tsec¢ek na Obr. 9. Jednim z duvodu nizké reprodukovatelnosti je
ruseni proudu sprejeru priavanem z klimatizace, ¢i otevirani a zavirani dvefi, coZ zpisobuje
nestabilitu signdlu. lontovy zdroj je otevieny, bez pfitomnosti jakéhokoliv stinéni, které by
okolni vlivy eliminovalo. Dal§im faktorem je postaveni jehly vzhledem k ¢ipu a vstupu do
hmotnostniho spektrometru. Vzhledem k jednoduchému experimentalnimu uspofadani a
umisténi jehly pouze do klemy nebylo stoprocentné zajisténo, Ze se poloha jehly nemohla
Vv pribéhu méteni ménit. Poloha jehly je pfitom dilezitym parametrem a zasadné ovliviiuje
intenzitu signalu. Dal$im vysvétlenim mize byt problematické odpafovani 2-propanolu pfi
nizkych teplotach a malych pritocich nebuliza¢niho plynu. Pro dalsi experimenty byl
nastavovan pratok nebuliza¢niho plynu podle jiz vySe uvedeného maxima 40 ml/min, ale s
ohledem na postaveni jehly byl ptizptisobovan tak, aby byl signal nejvyssi. Jako nejvhodné;si
se ukazalo rozmezi mezi 40 ml/min az 80 ml/min.

Dale byla optimalizovana poloha Cipu vzhledem k jehle. Vzdalenost byla méfena od
vstupni kapilary k ¢ipu vzhledem kleh¢i manipulaci Obr. 6 kapitola 3.4. Vysledky
experimentu shrnuje graf na Obr. 10. Mtzeme vidét dvé maxima pii vzdalenosti 1,5 cm a 2,1
cm od vstupniho otvoru hmotnostniho spektrometru. Vzhledem k velikosti smérodatnych
odchylek jednotlivych méfeni vSak nelze povazovat tato maxima za vyznamna. Z tohoto
experimentu tedy nelze uréit idealni polohu jehly vzhledem k &ipu, resp. signal se ve
studovaném rozmezi statisticky vyznamné nemeénil. A k dal$im experimentim byla vyuZivana
vzdalenost ¢ipu 1 cm od vstupni kapilary. Mezi nimi byla nastavena jehla ve vzdalenosti 6

mm od vstupni kapilary i ¢ipu (Obr. 6 kapitola 3.4).
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Obrazek 9 Zavislost intenzity signalu reserpinu ([M+H]") na pritoku nebulizacnihoo plynu

(N2). Pritok roztoku reserpinu Sullmin. Chybové usecky odpovidaji smérodatnym odchylkam
(n=3).

200 000 . . T . . : : . . . . . .

150000 g

Intenzita signalu

100 000

50 000

0,8 1,3 1,8 2,3
I, cm

Obrazek 10 Zavislost intenzity signalu reserpinu ([IM+H]") na vzddlenosti c¢ipu od
vstupni kapilary hmotnostniho spektrometru. Prutok roztoku reserpinu 5 ul/min. Pritok
nebulizacni plynu 60 ml/min. Chybové usecky odpovidaji smérodatnym odchylkam
(n=3.)
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4.2 Porovnani mikro APCI s konvenéni APCI

Dale byla porovnavana citlivost mikro a konvenéniho zdroje pro APCI. VVzorek byl v obou
ptipadech zavadén pomoci Hamiltonovy stiikacky umisténé ve stiikackové pumpicce pfi
prutoku 5 pl/min. Rozpoustédlo (smés 2-propanolu a vody v poméru 1:1) bylo ptivadéno pii
ruznych prutocich pomoci HPLC pumpy. Vzorek a rozpoustédlo se misily ve spojce tvaru T a
dale putovaly do zdroje. U kazdého zdroje byla provedena tifi métfeni pifi daném priutoku
rozpoustédla.

Na Obr. 11 mtizeme vidét, ze maximalniho signalu u konven¢ni APCI bylo dosazeno pfi
celkovém pratoku 105 pl/min. Dale mizeme pozorovat malou velikost chybovych tusecek,
coz ukazuje na dobrou reprodukovatelnost méfeni. Maximdlni signal u mikro APCI byl
nalezen pii celkovém pritoku 8 pl/min, reprodukovatelnost méfeni vSak byla nizka.
Srovname-li absolutni intenzity signdlu u obou typt APCI zdroju, zjistime, Ze pii stejném
hmotnostnim toku reserpinu poskytuje mikro APCI zdroj zhruba o dva fady vyssi signaly

oproti konven¢nimu zdroji.
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Obrazek 11 Zavislost intenzity signalu reserpinu (M+H]") na pridavku rozpoustédla
do konstantniho pritoku roztoku analytu Sul/min za pouZiti konvencniho APCI
zdroje. Chyboveé usecky odpovidaji smérodatnym odchylkam (n=3).
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Obrazek 12 Zavislost intenzity signalu reserpinu ([M+H]") na pridavku cisté mobilni
faze do konstantniho pritoku analytu Sul/min za pouziti mikro APCI zdroje. Pritok

nebulizacniho plynu 80 ml/min. Chybové usecky odpovidaji smérodatnym odchylkam
(n=3).
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4.3 Optimalizace prutoku suSiciho plynu s pouzitim teflonové

krytky

Pro zlepSeni reprodukovatelnosti vysledkt byla vyzkousena teflonovo-sklenéna krytka.
Jehla byla propichnuta skrze teflonovou ¢ast ve vzdalenosti 1,4 mm od vstupni kapilary.
Experimentalni uspoiadani l1ze vidét na Obr. 8. kapitola 3. 3. Cip byl po 1 mm posouvan dal
od konce sklenéné casti smérem dal od vstupni kapilary hmotnostniho spektrometru.
Optimalizovana vzdalenost je naznaCena na Obr. 8 (e) kapitola 3. 3. Ze tii méfeni byl
vypocitan primér a smérodatné odchylky. Na Obr. 14 mizeme pozorovat, ze maximum
signalu reserpinu ([M+H]") se nachézi pfi vzdalenosti 0,8 cm. Bohuzel se viak nepodatilo
zlepsit reprodukovatelnost méfeni vyjadienou velikosti chybovych usecek v grafu na Obr. 14.
Absolutni hodnota maxima signalu se vyrazné&ji neliSila od varianty zdroje bez teflonové
krytky (Obr. 10). Jisté zlepSeni vSak presto bylo pozorovéano, a to na urovni dvouminutovych
zaznami, ze kterych byla pocitdna primérna hodnota jednotlivych méfeni. Opakovatelnost

signdlu mezi jednotlivymi skeny se vyrazné vylepsila.
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Obrazek 14 Zavislost intenzity signalu reserpinu ([M+H]") na vzddlenosti ¢ipu od zizZeni
teflonové krytky. Mereni bylo provadeéno trikrat s teflonovou krytkou, byl pouzit pritok vzorku
Sul/min, prutok nebulizacniho plynu byl pouzit 80 ml/min. Chybové usecky odpovidajici
smerodatnym odchylkam (n=3).
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Miniaturizovany APCI zdroj s teflonovou krytkou poskytl s optimalizovanou geometrii
zakladnich prvkl a optimalizovanym priitokem suSiciho plynu hmotnostni spektrum reserpinu
zobrazené na Obr. 15. Hmotnostni spektrum obsahuje pouze intenzivni signal protonované

molekuly na m/z 609.5 s velmi dobrym odstupem od Sumu.
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Obrdzek 15 Hmotnostni spektrum reserpinu ([M+H]") pri optimalizovanych podminkdich:
pritok vzorku Sul/min, koncentrace 10ug /ml, priitok nebulizacniho plynu 80ml/min a vzdadlenost
od konce sklenené casti krytky 0,8 cm viz. Obr 8 (e) kap. 3.4.
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5 Zavér

Pro miniaturizovany iontovy zdroj na bazi mikrofluidniho ¢ipu byly nalezeny tyto
optimalni podminky: prutok susiciho plynu dle nastaveni jehly 40-80 ml/min, vzdalenost ¢ipu
usti teflonové krytky 0,8 cm, vzdalenost jehly od vstupni kapilary 1,4 mm. Hlavnim
problémem miniaturizovaného zdroje je nestabilita signalu a sStim spojenda nizka
reprodukovatelnost méfeni. Pozitivnim zjisténim je vSak podstatné vyssi citlivost oproti
konvecni APCI. Pti dal$im vyvoji zdroje bych navrhovala sestaveni pevného nastavitelného
drzédku pro jehlu, aby bylo mozné ménit polohu jehly s vétsi piesnosti a zkusit pouzit jesté jiné
alternativy odstinéni zdroje nez teflonovo-sklenénou krytku. Dal§im problémem by mohlo byt
nedostate¢né odpafeni 2-propanolu v takto miniaturizovaném zdroji, i kdyz se toto
rozpoustédlo bézné pouziva v klasické APCI. Pro dalsi experimenty navrhuji pro vzorek

pouzit rozpoustédlo obsahujici methanol namisto 2-propanolu.
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