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Abstrakt (CZ)

V prvni ¢asti disertacni prace se porovnavaji ionizacni reakce v APCI zdroji v pfitomnosti, respektive
nepfitomnosti krytu iontového zdroje (angl. ,,housing™). Pro tcel studie téchto rozdilt se modifikoval
komeréni APCI zdroj tak, aby ho bylo mozné pouzit jako otevieny i jako uzavieny zdroj.
V pozitivnim moédu byla pozorovand rozdilnad ionizace u nepolarnich slouCenin rozpusténych v
aprotickych rozpoustédlech (toluenu, chloroformu a sirouhliku). Zatimco v otevieném zdroji
pfevazovaly protonované molekuly nepolarnich slou¢enin, v uzavieném zdroji byly vétSinou ptfitomny
jejich radikalkationty. Zvysena protonace v otevieném zdroji byla zplisobena pronikanim molekul
vody do ioniza¢niho prostoru. Voda kromé toho reagovala v otevieném zdroji s alkyny za vzniku
iontu [M + 19]". Fragmenta¢ni studie potvrdila, Ze se jednalo o 2-methylketony, které vznikaly adici
vody na alkyny dle Markovnikovho pravidla. Tim se potvrdil vyskyt artefaktu v otevieném zdroji,
ktery mtze predstavovat komplikaci pfi kvalitativnich analyzach. Dale bylo v otevieném zdroji
pozorovano potlaceni tvorby iontu [M + 55]* atmosférickym kyslikem. V uzavieném zdroji vznikal
ion [M + 55]" reakci nenasycenych sloucenin s acetonitrilem, pficemz jeho fragmentaci bylo mozné
zjistit polohu dvojné vazby nenasycené slouceniny. Z toho vyplyva, Ze ne¢které metody pouzivané v
uzavieném komerénim APCI jsou v otevienych APCI zdrojich nepouzitelné. V negativnim moédu se
v otevieném zdroji potlacovaly reakce na bazi pfenosu naboje. Na zaklad¢ téchto poznatkl se ukézal
uzavieny zdroj jako lepsi alternativa, protoze na rozdil od otevieného zdroje 1ze presné kontrolovat
reakéni prostiedi pfidavkem Zzadanych aditiv (jako vody nebo kysliku) do mobilni faze, nebo
nebuliza¢niho plynu.

V druhé casti prace bylo popsano testovani tfech iontovych zdroji APCI pro nizké prutoky vzorku
(ptiblizn¢ 0,05 az 10,0 ul/min). Jednalo se o mikro¢ipovy APCI zdroj, APCI zdroj s otevienym
trubicovym zmlzovacem a GDVN-APCI zdroj. VSechny tfi zdroje se ukazaly jako lepsi varianty pro
analyzu pfimou infuzi, nez komer¢ni APCI zdroj diky stabilnéjSimu signalu a niz8§im limitim detekce
testovanych latek. APCI zdroj s otevienym trubicovym zmlzova¢em me¢l oproti ostatnim zdrojim
vyhodu v tom, Ze jeho konstrukce byla jednoduché a levna. Pro spojeni HPLC s MS ale neni vhodny
kvuli pozorovanému chvostovani pikd a pamétovych efektd. Pro zménu mikrocipovy APCI zdroj
(demonstrovano jiz v jinych pracich) a GDVN-APCI zdroj jsou pouzitelné pro systém LC/MS.

APCI zdroj s otevienym trubicovym zmlzovacem i mikroCipovy APCI zdroj byly citlivé na velmi
vysoké teploty, pii kterych po zplynéni ptichazejiciho kapalného vzorku dochazelo po urcité dobe
k ucpani kapilary ptivadéjici kapalny vzorek. Naproti tomu GDVN-APCI zdroj generoval misto par
rozpoustédel tzky sprej. Kapky spreje stikajici do vzdalenosti piiblizné 10 cm se odparovaly dal za
mistem, kde se sprej generoval, pomoci odporového topeni. Diky tomu nebylo v ptipadé GDVN-
APCI zdroje pozorovano ucpani kapilary piivadéjici kapalny vzorek. Vyhody GDVN-APCI zdroje
poukazuji na jeho velky potencidl pro spojeni HPLC a MS.



Abstract (EN)

The first part of the thesis describes the ionization reactions in the APCI source in the presence
(enclosed configuration) and absence (open configuration) of the ion source housing. Commercial
APCI source was modified and used in enclosed, as well as open configuration. All other parameters
were kept the same (including the source geometry). In the positive mode, the biggest differences
were observed for non-polar analytes dissolved in aprotic solvents like toluene, chloroform and
carbon disulfide. Protonated species were dominant in the open configuration, while radical cations
were mostly present in the enclosed configuration. The excessive protonation in open ion source was
caused by the diffusion of water vapor molecules into the ionization region from the atmosphere.
Water vapor molecules were also responsible for the formation of an ion [M + 19]" from alkynes in
the open configuration. The fragmentation study confirmed that the ion [M + 19]" was a 2-
methylketone formed by the addition reaction. The formation of such artifacts can pose problems in
qualitative analysis. On the other hand, the ion [M + 55]" was observed in the enclosed ion source as
a reaction product of unsaturated compounds with acetonitrile solvent molecules. Its fragmentation
can be used for the double bond determination of the original unsaturated compound. However, the
formation of the ion [M + 55]" was suppressed in the open configuration by atmospheric oxygen.
Atmospheric oxygen also suppressed charge transfer reactions in the negative mode in open
configuration due to its positive electron affinity. In conclusion, an enclosed configuration was
demonstrated to be a better alternative, since the ionization in the enclosed APCI source can be
controlled by adding additives into the mobile phase or the nebulizing gas.

The second part of the thesis describes three low-flow APCI sources (for approximately
0.05 — 10.0 pl/min liquid flow rates), namely microchip APCI source, APCI with an open tubular
nebulizer, and GDVN-APCI source. The latter two were developed in our laboratories. All three
sources were producing a stable signal and were demonstrated to be suitable for direct infusion
analysis. Besides, limits of detection of all tested compounds were lower in low-flow APCI sources
than in commercial high-flow APCI source. APCI with open tubular nebulizer had the simplest and
cheapest construction among all ion sources; however, observed peak tailing and memory effects
prevent its use in LC/MS system. On the other hand, microchip APCI source (as demonstrated also in
other works) and GDVN-APCI source were suitable for the hyphenation of HPLC with MS.

APCI source with the open tubular nebulizer and microchip APCI source used high temperatures for
the nebulization of liquid samples. The heater had to be situated very near to the sample delivery
capillary for the proper nebulization. Therefore, both ion sources were prone to clogging of the
sample delivery capillary. On the other hand, GDVN-APCI source generated a narrow spray of
droplets to 10 cm distance, so the heating could be placed few milliliters behind the orifice of the
sample delivery capillary. As a result, no clogging of the sample delivery capillary was observed. At
this moment, GDVN-APCI source has great potential to be commercialized.
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Seznam zKkratek

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

APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization)
CI — chemicka ionizace

EI — elektronova ionizace

ESI — elektrosprejova ionizace (electrospray ionization)

FIA — pritokové injekéni analyza (flow injection analysis)

GC — plynovéa chromatografie

GC/MS - plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (gas chromatography — mass
spectrometry)

GDVN - virtualni tryska s koaxialnim tokem plynu (gas dynamic virtual nozzle)

HePI — ionizace v heliové plazmé (helium plasma ionization)

HILIC —chromatografie hydrofilnich interakci (hydrophilic interaction chromatography)
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
HRMS — vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (high resolution mass spectrometry)

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (inductively coupled
plasma mass spectrometry)

LC/MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (liquid chromatography —
mass spectrometry)

LOD - limit detekce (limit of detection)
MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

nano-HPLC — vysokot¢inna kapalinova chromatografie s pritoky v oblasti nl/min (nano-high
performance liquid chromatography)

NP — normalni fdze (normal phase)

RP — reverzni faze (reversed phase)

RSD — relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

SFC — superkriticka fluidni chromatografie (supercritical fluid chromatography)

TEMPO - (2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-yl)-oxyl
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TSI — termosprejova ionizace (thermospray ionization)
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1. Teoreticky tivod
1.1.Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je mékka ionizacni technika, ktera k
primarni ionizaci v plynné fazi vyuziva elektrony o nizké energii. Tyto elektrony se mohou
generovat nékterymi radioaktivnimi zéfi¢i B, nebo v koronovém vyboji. Prvni Clanek,
v kterém byla popsdna chemické ionizace za atmosférického tlaku ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (MS), byl publikovan v roce 1973 Horningem et al, kde se jako ioniza¢ni prvek
pouzil radioaktivni zfi¢ B, isotop niklu **Ni. Kapalny vzorek se zavadél do proudu oht4tého
plynu (Nz), ktery jim byl nésledné pfivadén do 200 °C vyhtatého zdroje obsahujiciho plisSek
radioaktivniho ®Ni. Elektrony generované pliskem poté ionizovaly molekuly ohiatého plynu
N> a sledem ion-moloekulovych reakei poté dochazelo k ionizaci analyt. Vzniklé ionty poté
postupovaly do hmotnostniho spektrometru[1]. Rok poté nasledovaly prvni experimenty
zabyvajici se vyuziti APCI v kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci (LC/MS)[2].
K piredstaveni prvniho komeréniho rozhrani pro kapalinovou chromatografii s hmotnostni
detekci ale doslo az vroce 1989[3]. Elektrosprejova ionizace (ESI) pozdéji zacala byt
mnohem rozsifenéjsi nez APCI a vystfidala ji v mnohych (ale ne vSech) aplikacich[4]. Na
zékladé dat z Web of Science byl za poslednich 5 let (mezi 26.6.2015 az 26.6.2020) ve
spojeni LC/MS pouzity ESI zdroj v 91,0 % ¢lancich, zatimco APCI zdroj v 7,6 %. Zbylé 1,4
% ptipadaji tietimu iontovému zdroji na bazi fotoionizaci za atmosférické¢ho tlaku (APPI).
ESI zdroje dnes sice jednoznacné dominuji, APCI ale zistalo dileZitou alternativou pro
analyzy analytl, které pomoci ESI zdroje nelze jednoduSe ionizovat.

1.1.1. Reakce probihajici v chemické ionizaci za atmosférického tlaku
1.1.1.1.  Zakladni pojmy

Mezi zakladni veli€iny, které popisuji chovani analyti pii ionizaci, patii protonova afinita,
bazicita v plynné fazi, ionizaéni energie a elektronova afinita. Prvni dvé veli¢iny popisuji
vlastnosti molekul, které vystupuji pfi pfenosu protonu a posledni dvé vlastnosti molekul pfi
pfenosu elektronu. Jejich definice jsou nasledujici[5]:

* Protonovd afinita (PA) je zaporna hodnota zmény enthalpie u reakce v plynné fazi

mezi danou molekulou a protonem. Vyjadiuje se nejcastéji v kJ/mol.
M + H'— MH"; PA(M) = — AH

» Bazicita vplynné fazi (GB) je zapornd hodnota zmény Gibbsovy energie u

protonacni reakce. Vyjadiuje se také v kJ/mol.
M+ H"— MH"; GB(M) = - AG

» lonizacni energie (IE) molekuly je minimalni energie potfebna k vypuzeni elektronu
z molekuly. Vétsinou se vyjadiuje v elektronvoltech (eV).

M — M" +¢; [E(M) = AH
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» Elektronova afinita (EA) je negativni hodnota zmény enthalpie uvolnéné pfii
piipojeni elektronu na neutralni molekulu pfi 0 K. VétSinou se vyjadiuje v elektronvoltech
(eV).

M + ¢ — M~ EA(M) = - AH

Reakce v APCI jsou zévislé na tom, jaké Castice se v ionizacni oblasti nachéazi. Zahrnuje to
druh nebuliza¢niho plynu[6], rozpoustédla 1 analytu. Déle reakce zavisi na parametrech, které
se pouziji ptfi analyze (teplota APCI sondy, napéti na vstupni kapilare apod.). Diky tomu se
molekuly chovaji velmi individudlné a dochazi k rozmanitym reakcim, z kterych bude pii
popisu jednotlivych reakci vzdy uvedenych jen nékolik piikladi. Prestoze se v APCI
vyskytuji tak rozmanité reakce, jsou vysledna spektra ve vétSiné ptipadi jednoducha a
prehledna.

1.1.1.2.  Reakce v pozitivnim modu

Mezi zékladni reakce, které vedou ke vzniku kladné nabitych iontd, patii zejména pienos
protonu, pfenos naboje a tvorba kladn€ nabitych aduktli protonovanych analyti s molekulou
rozpoustédla (obrazek 1). Obecné uznavana sekvence reakci vedouci k protonaci zadina
u APCI reakci neutrdlni molekuly dusiku (ktery se pouziva jako nebuliza¢ni nebo nosny
plyn) s elektronem generovaném korénovym vybojem. Dojde ke vzniku radikalkationtu
molekuly dusiku, coz ma za nasledek sled ion-molekulovych reakci vedoucich ke vzniku
protonovaného klastru (agregatu) vody, ktera miZe byt pfitomna v rozpoustédle privadéném
do ioniza¢ni oblasti. K pfenosu protonu poté dochazi v ptipadé, kdyz se protonovany klastr
vody H(H20)," setka s molekulou, jejiz protonova afinita je vyssi, nez protonova afinita
odpovidajiciho neutralniho klastru vody (H20),. Obdobné mohou protonovat i protonované
klastry jinych rozpoustédel[7]. Dalsi hojn¢ zastoupenou reakci v APCI je pfenos naboje.
vytvofen radikdlkation reagujici s analytem. Je zejména cCasta pii pouziti nepolarnich
aprotickych rozpoustédel, jakym je tfeba sirouhlik[8], methyl-terc-butylether[9] nebo
toluen[10]. Tteti druh iontl, které jsou casto detegovany v pozitivhim modu, jsou nabité
molekularni adukty. Vznikaji zejména adici protonované molekuly rozpoustédla. Pozorované
jsou napftiklad adukty protonovaného analytu s acetonitrilem[11],[12]
isopropylalkoholem[13] nebo methanolem[14]. Kromé& adice miize rozpoustédlo jesté
reagovat s analytem za vzniku kovalentni vazby, jako naptiklad nenasycené slouceniny
s molekulami acetonitrilu za vzniku iontu [M + C3HsN]"™ (cit. '), Aby se odlisily od aduktt,
které jsou na analyt vdzané nekovalentné, budou se v této praci oznacovat jako ,,reakéni
produkty*.

Kromé¢ vyse popsanych reakei, které vedou k ionizaci molekul, mohou v APCI také probihat
rizné eliminacni reakce bez kolizni aktivace. MlZe se jednat o termalni rozklad neutralniho
analytu a naslednou ionizaci fragmentli, nebo o fragmentaci jiZ nabitych iontl s pfebytkem
energie. U latek s hydroxylovymi skupinami dochazi ke ztraté jedné[16],[17],[18],[19] nebo
vicero[20],[21] molekul vody. U né&kterych latek (naptiklad cyklickych polysiloxant
s methylovymi skupinami) dochazi ke ztraté neutralni molekuly methanu[22]. Casto také
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dochazi ke Stépeni esterovych vazeb a nasledné neutrdlni ztrat€é mastné kyseliny u
triacylglycerolii[23], cholesteryl esteri[24] a voskovych esterti[25], nebo se Stépi etherové
vazby glykolipidii a odstépuje se neutralni molekula glukosy[24],[26] nebo kyselina
glukoronova u glukuronatti[27]. Popsana byla i substitucni reakce hydroxylové skupiny za
molekulu acetonitrilu u alkoholt a diold[28].

1.1.1.3.  Reakce v negativnim modu

V negativnim modu prevazuji Ctyfi typy reakci: deprotonace, elektronovy zachyt (ktery muze
byt disociativni nebo nedisociativni), pfenos naboje a adice aniontu (obrazek 1)[29].
Deprotonace je v podstaté opakem protonace, ke které snadno dochazi u sloucenin s kyselym
vodikem. K elektronovému zachytu dochazi u téch analytl, které maji pozitivni hodnotu
elektronové afinity. Kdyz molekula ziistane po zachytu pohromad¢, jde o nedisociativni
zachyt, kdyz se rozpadne, jednd se o disociativni zachyt. Dulezitou molekulou, kterd
podstupuje v APCI nedisociativni elektronovy zachyt, je molekularni kyslik. Jeho
elektronové afinita je pozitivni (0,45 eV[30]) a vznika O> ", ktery pokud se setka s analytem s
vy$$i elektronovou afinitu, miiZze mezi nimi dojit k pfenosu naboje. Jak elektronovy zachyt,
tak pfenos naboje vedou ke vzniku radikalaniontu, na rozdil od deprotonace. Poslednim
typem reakci je adice aniontu na neutralni molekulu. Jedna se o obdobu adice z pozitivniho
modu, pfi¢emz klasickym ptikladem v negativnim moddu je adice chloridového aniontu za
vzniku [M + C1]7([29],[31]).

Elimina¢ni reakce bez kolizni aktivace jsou pfitomné i1 v negativnim moddu. Naptiklad
z organickych slou¢enin obsahujicich fluor se miizou odstépovat molekuly HF za tvorby
[M — nHF]™ iontG[32]. Nitroaromatické slouceniny ochotné ztraci molekulu NO za tvorby
[M — NOJ ionti[33]. V negativnim moédu se u halogenovanych sloucenin tvoii také
fenoxidové anionty [M — X + O], kde X je atom halogenu[34],[35] nebo napiiklad i ionty
[M - X] a[M - HX], kde X také predstavuje atom halogenu[36],[37].
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Pfenos naboje Pfenos protonu Tvorba aduktd a jiné reakce

Ny +e > Ny, +2e” Pozitivni mod
N,** + 2N, > N~ +N,
S+N,”*>5"+2N,  S"+M->>[M+H]'+[S—H]
S*"+M->M"+5S - [M +H]* - frag
§*+S. >[S,+H* +[S—H]* [S+H]*+M->[M+S+H]*

M+e > M Negativni mod
> M™ - frag 0,+MX™* > OX"+[M—-X + O]
0,+e >0,~ 0, +S > O,H*+[S—HI- MX + 0, > OX*+[M—X+ O]

0,+M>0,+M" M+[S—H]"=>[M—HL +S
0,"+M > OH'+[M=H M+Cr->[M+CI

Obrazek 1: Nejcastéjsi reakce v pozitivnim a negativnim médu APCI ionizace. Pismeno M predstavuje
molekulu analytu a pismeno S molekulu rozpoustédla.

1.1.1.4.  Vliv funkcnich skupin na ionizaci v APCI

Funkéni skupiny v molekuldch do zna¢né miry rozhoduji, jakym procesem se bude molekula
ionizovat. Jasné je to vidét pfi ionizaci substituovanych polyaromatickych uhlovodikt (dale
jen derivaty) analyzovanych v methanolu[38]. V pozitivnim modu podstupuji ketoderivaty,
chinonové derivaty, aminoderivaty a dalSi derivaty obsahujici dusik vyhradné protonaci,
zatimco hydroxyderivaty podstupuji protonaci i prenos naboje. V negativnim moédu byl
pozorovan pouze elektronovy zachyt u nitroderivati, ketoderivati (s vyjimkou
cyklopenta[cd]pyren-3[4H]-onu a 9-fluorenonu) a chinonovych derivati (kromé 2-
methylanthrachinonu). Deprotonace byla pro zménu hlavnim ioniza¢nim procesem u
aminoderivatil, hydroxyderivatl a né€kterych ketoderivati [38].

1.1.1.5.  Vliv rozpoustédla na ionizaci v APCI

Rozhodujici dopad na ionizaci rozpusténych analytd ma pouzité rozpoustédlo. V APCI-MS
zdroji je mozné pouZit jakékoliv rozpoustédlo, limitaci je kompatibilita rozpoustédel
s hmotnostnim spektrometrem (zejména vzhledem k teploté varu). U reverzni vysokotc¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC) s reverzni fazi (RP) s pouzitim APCI-MS se pouzivaji
polarni rozpoustédla a jejich kombinace, jako voda (nebo vodny roztok kyseliny mravenci,
octové, nebo octanu amonného), methanol, isopropylalkohol a acetonitril, (napiiklad v
[20],[39],[40],[41],[42].[43],[44],[45].[46],[47]). Chromatografie hydrofilnich interakci
(HILIC) v kombinaci s APCI-MS také vyuziva polarni mobilni faze (napiiklad
acetonitril/voda s mraven¢anem amonnym([48], acetonitril s vodou okyselenou kyselinou
trifluoroctovou[49], nebo smeés acetonitril/voda okyselend kyselinou mravenci[50]), toto
spojeni je ale mnohém mén¢ Casté. V analyze HPLC/APCI-MS s normalni fazi (NP) analyze
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jsou u jednoduchych systémt rozpoustédel pievazné pouzivana nepolarni rozpoustédla
s malou pfimési polarngjSich rozpoustédel, jako naptiklad hexan s isopropylalkoholem[51],
nebo acetonem[52], ethoxynonafluorobutan s isopropylalkoholem[13], cyklohexan s vodnym
tetrahydrofuranem[53] a isooktan s diisopropyletherem[54]. U ttislozkovych systémi se jako
pfimes k nepolarnimu rozpoustédlu pouzily dvé polarnéjsi rozpoustédla, napiiklad k hexanu
sethanol a diethylamin[55], k heptanu ethanol a isopropylalkohol[56] a
k chloroformu isopropylalkohol a kyselina octova[57].

U RP-HPLC a HILIC je pfevazné pozorovand protonace, jelikoz se casto pouziva
gradientova eluce, kde aspon jedna slozka je protické rozpoustédlo. U NP-HPLC se
v uvedenych ptikladech [13],[51],[52],[53],[54],[55].[56],[57] diky ptidavku polarni slozky
rovnéz tvofi protonované molekuly nebo molekuly od nich odvozené (napiiklad [M + H —
H>0]") a v téméf vech pripadech byly pouzity k jejich detekci nebo kvantifikaci. Vyjimkou
byly naptiklad tokoferoly, které se v mobilni fazi sloZzené z isooktanu a diisopropyletheru
(93:7) ionizovaly jako radikalkationty[54].

I v negativnim moddu zavisi ionizace n¢kterych analyti na slozeni mobilni faze. Naptiklad
vramci RP chromatografie se ionizace fluorotelomerovych alkoholti 1i§i ve smési
methanol/voda a acetonitril/voda. V soustavé methanol/voda probihala pfevazné deprotonace,
zatimco v soustavé acetonitril/voda prevazoval disociativni elektronovy zachyt. Autofi to
ptipisuji odlisné protonové afinit¢ methanol-vodnych a acetonitril-vodnych klastra[58].
Dalsim piikladem je ionizace alifatickych isokyanatovych derivati 4-nitro-7-
piperazinobenzoxadiazolu, kde v methanolu ptevazuji radikal anionty a v acetonitrilu
deprotonované molekuly[59]. Je to obriceny trend nez v pfipadé zminénych
fluorotelomerovych alkoholii. Je proto nezbytné dulezité pfistupovat ke kazdému analytu
individuélné, protoze chovani v riznych rozpoustédlech se nedd vzdy piedvidat a hodné také
zavisi 1 na struktufe analytd. V normalni chromatografii s detekci v negativnim modu se
predevSim vyuziva véEtsi ucinnosti  ionizace elektronovym zachytem v nepolarnich
rozpoustédlech v porovnani s rozpoustédly pouzivanymi v RP chromatografii. Naptiklad
gradientova eluce o slozeni hexan/ethanol (faze A Cisty hexan. Faze B hexan:ethanol 7:3)
byla pouzita k analyze pentafluorobenzylovych derivati prostaglandind, které podstupovaly
disociativni elektronovy zachyt[60].

1.1.1.6.  Vliv nebulizacniho plynu na ionizaci v APCI

Znacny vliv na ionizaci v APCI ma nebuliza¢ni plyn, ktery slouzi k rozpraSovani a suSeni
piivadéného kapalného vzorku z HPLC systému. V systétmu plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) zavisi na slozeni jak nebuliza¢niho plynu z APCI sondy,
tak nosného plynu ptichdzejiciho z kolony plynové chromatografie (GC).

Jako nebulizacni plyn se vétSinou v HPLC/APCI-MS systémech pouziva dusik, protoze je
levny a je ho snadné vyrobit ve velkém mnozstvi. Studie porovnavajici rizné nebulizacni
plyny (kromé dusiku jest¢ naptiklad synteticky vzduch, oxid uhli¢ity nebo helium) poukazuji
na zmény ve spektrech podle pouzitého plynu[6],[61],[62],[63]. Napiiklad u ionizace
acetonitrilu byly ve vzduchu pozorovany ionty (CH3CN),™ a [(CH3CN):H]", které byly za
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pouziti dusiku zastoupeny méné a v oxidu uhli¢itém nebyly pozorovany viibec. Autoii to
pripisuji schopnosti oxidu uhli¢itého efektivn€ji rozbit acetonitrilové oligomery[6].
Polyaromatické uhlovodiky se pii pouziti oxidu uhli¢itého protonovaly vic nez v dusiku a pii
pouziti syntetického vzduchu probihal pienos naboje ve vétsi mife nez u dusiku[63]. Platilo
to pro ptipady, kdyz se jako rozpoustédlo pouzil acetonitril nebo dichlormethan[61]. Pti
pouziti helia byla pro zménu pozorovana vétsi fragmentace nasycenych uhlovodikll nez pfi
pouziti oxidu uhli¢itého. Autofi to pfipisuji vétsi ionizacni energii helia, coz vede ke vzniku
energeti¢t&jSich He™ Eastic, nez jsou radikalkationty jinych plyni. Srazka He™ s analytem
nasledné vede k pienosu vétsi energie nez v piipadé CO,™ a analyt ma vétsi tendenci se
rozpadnout. V dalsi studii byla pozorovéana rozdilna ionizace v pozitivnim mddu naptiklad u
5-o-cholestanu, ktery se v heliu a dusiku ionizoval pievazn& jako M™ a v syntetickém
vzduchu jako [M — H]". Obecné se v této praci u syntetického vzduchu a helia pozorovala
lepsi ioniza¢ni uc¢innost nez u dusiku[62]. V syntetickém vzduchu se také pozoruji adukty
s oxidem dusnatym[64]. Dopad nebuliza¢niho plynu na ionizaci v negativnim moddu u
HPLC/APCI-MS zatim nebyl studovan, lze ale pfedpokladat podobny vliv jako pfii
detekci v negativnim modu u GC/APCI-MS systémi popsanych nize.

V GC/APCI-MS systémech je také nejcastéji pouzivan dusik jako nebulizaéni plyn, ktery se
ve zdroji mich4d snosnym plynem piichazejicim z GC, nejcastéji heliem (naptiklad v
[65],[66],[67],[68],[69],[70]), nebo dusikem[71]. Ionizace ve smeési helia s dusikem bez
rozpoustédla je v pozitivnim moddu podobnad jako ionizace v HPLC/APCI-MS. Byly
pozorovany produkty reakci pfenosu naboje, protonace, eliminac¢nich reakci a substitu¢nich
reakci[65]. Pivod protonovanych molekul byl pfipisovan stopovym mnoZstvim vody
v pouzitych plynech. V negativnim moédu ma dopad na ionizaci pfitomnost molekularniho
kysliku v nebulizacnim plynu. Naptiklad v nepfitomnosti kysliku byly pozorovany
radikéalanionty

2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxinu, zatimco v pfitomnosti kysliku s nim dioxin reagoval za
vzniku neutrdlniho 4,5-dichlor-1,2-bezochinonu a distonicky radikélaniontu té samé
slouceniny[72].

1.1.1.7. Reakce v APCI v prostiedi superkritické kapaliny u superkritické
fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) pouziva superkriticky oxid uhli¢ity jako mobilni
fazi, Casto s modifikatory jako methanol nebo isopropylamin[73]. Jako nebuliza¢ni plyn se
pouziva dusik, takZe v kone¢ném diisledku se ve zdroji vytvati smés plynného CO2, N> a par
modifikétoru. V pozitivnim modu v pfitomnosti methanolu dominuje
protonace[74],[75],[76],[77] v negativnim mddu u nékterych latek soupeti deprotonace
s elektronovym zachytem[74], u jinych pfevladd nebo probihd pouze jeden, a to
zachyt/ptenos elektronu[76], nebo deprotonace[74],[77],[78], coz zavisi na strukturdch
analyti.

19



1.1.2. Vyuziti chemické ionizace za atmosférického tlaku s hmotnostni spektrometrii

APCI zdroj se muze pouzit jak k analyzam bez pouziti separacni techniky, jako jsou analyza
piimou infuzi a pritokovou injekéni analyzou (FIA, flow injection analysis), tak k propojeni
GC, HPLC a SFC s MS. APCI zdroj je ur€en zejména pro neutralni, malo az stfedn¢ polarni
latky s nizkou az stiedni molekulovou hmotnosti[79],[80]. Uplatnéni proto dnes nachazi pti
analyze latek, které jsou v ESI téZko ionizovany, jako napiiklad lipofilni vitaminy[81].
Dutlezitost APCI zdroje shrnuji prace o jeho vyuziti v lipidomice[82],[83] farmaceutickém
pramyslu[84], klinické a forenzni toxikologii[85], nebo analyzach Zivotniho prostredi[86].
S APCI lze také analyzovat organokovové slouceniny[87],[88]. Jak organokovové
slouceniny, tak mnoho dal$ich latek lze ionizovat pomoci ESI i APCI, proto mnoZzstvi praci
porovnava zdroje ESI a APCI pii jejich analyze[89],[90],[91]1,[92],[93],[94]. V APCI zdroji
se doporuCuji meéfit zejména organokovové sloucCeniny rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech, pro které neni ESI 0€inna[88]. V nékterych piipadech se zjistilo, ze APCI
sice ma vetsi toleranci k matricnim efektim[91],[94], v ESI se vSak dosahuje vétsi citlivosti a
nizsiho limitu detekce (LOD)[91],[92],[93],[94].

1.1.2.1. APCI bez separacni metody

K nékterym studiim, naptiklad u vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS),
studiu procest ionizace nebo fragmentacnich mechanizmi, neni nutna separace, a tudiz ani
samotné pouziti separacnich metod. Pokud se kapalny vzorek zavadi do MS bez fedéni, jedna
se o metodu pfimé infuze. Druhou metodou je FIA, pti které se nastfikuje vzorek pomoci
ventilu do proudu mobilni faze. Témito metodami Ize studovat tfidy latek, nebo komplexni
smesi. Naptiklad u karotenoidii byla obéma metodami sledovand fragmentace, kterd je
charakteristicka pro kazdy isomer karotenoidii a mize se pouzit k jejich odliseni[95]. Metoda
pfimé infuze byla pouzita k analyze t€zkych uhlovodiki ve frakci lehkého drceného odpadu
z automobilll, bilé elektroniky a dalSich domacich spotiebict, pfi které bylo identifikovano
pres 4000 signall z MS[96]. Pfi studiu procesti ionizace se metoda piimé infuze pouzila
napiiklad pfi sledovani tvorby komplexii halogenovych aniontii a NOs3™ se sulfonamidovymi
receptory v negativnim modu[97]. Pfimé infuze se také pouzila ke studiu ionizace latek
obsazenych vropé, pifiCemz se zjistilo, ze v Cistém toluenu je podpofena tvorba
radikéalkationtd uhlovodikii a také byla pozorovana zvySena citlivost, neZ ve smeési
toluen:methanol[10]. APCI s pritokovou injekéni analyzou byla naptiklad pouZita ke
kvantifikaci analyti (naptiklad polyethylenglykol)[98], nebo pro kvantitativni sledovéani
prabéhu chemickych reakci[99].

1.1.2.2. APCI jako iontovy zdroj pro GC/MS

Prvni konstrukce GC/APCI-MS se objevily v sedmdesatych letech, avSak mnohem vétsi
komer¢ni uspéch mély vakuové zdroje pro elektronovou ionizaci (EI) a chemickou ionizaci
(CI). Po n&kolik desetileti bylo pak spojeni GC/APCI povazovéano za exotické[66]. AZ v 90-
tych letech se zacaly objevovat prace, které vyuzivaji spojeni GC/APCI-MS, pfi¢emz
v patentech z roku 1992[100] a 1993[101] se uvadi nedocenéni tohoto spojeni. Dnes je
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GC/APCI iontovy zdroj nabizen komerc¢né[102] a jeho aplikacemi se zabyva nemalo
praci[65],[67],[68],[69],[71],[103],[104],[105],[106].

Spojeni GC/APCI-MS je piirozené vyuzivano u latek, které maji nizky bod varu a Ize je bez
probléml zplynit a separovat na GC. Jedna se tedy zejména o nizkomolekuldrni lipidy
(napiiklad mastné kyseliny, které se kvuli jejich vysoké polarit¢ derivatizuji na
methylestery[103] nebo TMS derivaty[67]), dale latky s nizkou az stfedni molekulovou
hmotnosti, jako fenolické latky [71], TMS derivaty malych karboxylovych kyselin a
sacharidi[67], a také polutanty zivotniho prostfedi jako chlorované pesticidy[104] a dalsi
pesticidy rozmanité struktury[68], dioxiny[105], polychlorované bifenyly, polybromované
difenylethery[106] a bromované zpomalovace hoteni[65]. Vyvinuta byla také metoda pro
sledovani psychoaktivnich latek (opiatd, derivati methamfetaminu, antidepresiv a dalSich),
pficemz autoifi demonstrovali vyuziti této metody ve forenzni analyze[69].

1.1.2.3.  APCI jako iontovy zdroj pro HPLC/MS

APCI se bezpochyby nejcastéji pouziva pravé v HPLC/MS systémech. Na rozdil od ESI je
APCI kompatibilni se Sirokou Skéalou rozpoustédel a je schopna ionizovat i nepolarni latky,
proto se mize pouzit jak v reverznim, tak normédlnim HPLC a v HILIC mddu. Na reverzni
fazi 1ze s APCI-MS analyzovat nepolarni slouc¢eniny jako jsou lipidy, v pozitivnim modu jsou
to napiiklad nasycené a nenasycené uhlovodiky[61], polyaromatické uhlovodiky[107],
substituované aromatické uhlovodiky[108], methylestery mastnych kyselin[109], voskové
estery[25],[110] diacylglyceroly[111], triacyglycroly[112],[113],[114],[115], ceramidy[116],
karotenoidy a lipofilni vitaminy[117],[118],[119],[120],[121],[122],[123], steroly[124],[125]
a z polyketidi naptiklad aflatoxiny[126]. V negativnim mddu byla demonstrovana separace
velmi dlouhych mastnych kyselin z krve[127] a pentafluorbenzylovych derivati mastnych
kyselin[60]. V klinické analyze 1ze APCI vyuzit naptiklad pro analyzu steroidi[ 128],[129].

Polarni latky Ize také separovat a detegovat v HPLC/APCI-MS systému. Piikladem je
analyza biogennich amintli, kde byla jejich molekulovd hmotnost zvySena dansylaci[44].
V pozitivnim modu  byla také demonstrovdna separace metaboliti  (napiiklad
kumarinii[130],[131] psoralenti a flavoni[131]). Pesticidy lze separovat a analyzovat jak v
pozitivnim[39],[132] tak v negativnim modu[37],[39], coz zdvisi na jejich struktufe.
V negativnim modu je mozné separovat a detegovat nitrolatky[133], mezi které patii i
vybusniny[134],[135], pigmenty hub pfevazné s karboxylovou skupinou[40], nebo
slouceniny s perfluorovanymi fetézci[58].

HPLC s normalni fazi se u lipidl pouziva k déleni skupin lipidi na zéklad¢ jejich poléarni
casti, takze se rozdéli na tfidy lipidd. Naptiklad v normalnim modu Ize oddélit od sebe
alkylalkenoaty, ethylalkenony a methylalkenony[51], nebo mono- di- a triacylglyceroly[52] a
také rizné ceramidy[56]. Demonstrovano bylo dé¢leni nékolika lipidovych tifid od sebe
v jedné analyze, konkrétné triacylglycerolli, cholesteryl estert, voskovych esterti, ceramidd,
amida a samotného cholesterolu v lidském meibu[136].

21



1.1.2.4. APCI jako iontovy zdroj pro SFC/MS

Jak jiz bylo zminéno, nejcastéj$i mobilni faze u SFC je oxid uhli¢ity kvuli nizkému
kritickému tlaku a teploté[73]. Jeho nepolarni povaha dovoluje analyzovat piedevsSim
nepolarni slouceniny, napt. androstany[137], ale vice se doporucuje piidavek polarniho
modifikatoru pro zlepSeni ionizace[138]. S pouzitim oxidu uhli¢itého jako mobilni faze a
methanolu jako modifikéatoru byla demonstrovana separace a analyza makrolidi a steroidnich
hormont[75], apokarotenoidt[76], aflatoxin[139], ale i polarnéjSich latek jako beta
blokatorti[140],  aminokyselin[77] a  cytarabinu[l141].  Separace = a  detekce
fenolformaldehydovych kopolymeri je rovnéz mozné[78].

1.2. Zavadéni kapalného vzorku do iontového zdroje

Iontové zdroje, mezi které APCI patii, jsou dulezité nejen jako ionizaéni prvky, ale jejich
diilezitou soucasti jsou i zmlzovace pro kapalinu pfichdzejici z HPLC, nebo FIA analyz.
Vyvinuto bylo n€kolik zptisobti provedeni proudu kapaliny na kapky nebo plyn v zavislosti
na druhu ionizace v iontovém zdroji. Nasledujici kapitola shrnuje tyto zptsoby u EI a CI
zdroji (kde probiha ionizace ve vakuu, respektive za snizeného tlaku) a zdrojii s ionizaci
probihajici za atmosférického tlaku (zdroji API, atmospheric pressure ionization). Nejdiiv
vSak budou popsany fyzikalni principy zmlZzovani, poté bude popsdno zmlZovani
v konkrétnich iontovych zdrojich.

1.2.1. Fyzikalni principy zmlZovani (atomizace)
1.2.1.1. Fyzikadlni principy zmlzovani kapaliny

K zmlZeni kapaliny obecné dochazi, kdyZ se proud kapaliny rozpadne na kapky vlivem jeji
kinetické energie, vystavenim proudu plynu o vysoké rychlosti anebo dodanim mechanické
energie vibrujicim nebo otafejicim se zafizenim. Na vlastnosti produkovaného spreje (jako
mira atomizace, velikost kapek, délka spreje atd.) ma vliv n¢kolik veliin, které 1ze rozd¢lit
do tfi hlavnich skupin podle jejich pivodu. Patfi mezi né vlastnosti kapaliny (zejména
povrchové napéti a viskozita), dale vlastnosti zmlzovace (velikost otvoru, princip atomizace)
a vlastnosti okolniho prostfedi (napfiklad v ptipad¢ vystaveni kapaliny rychle proudicimu
plynu je to pratokova rychlost plynu)[142].

Uvazujme rozprasovani, kdy proud kapaliny sméfuje kolmo doli. Tekouci kapalina
prochazejici skrz trysku vytvaii pfi dostate€né rychlosti za tryskou sloupec kapaliny (angl.
liquid jet, obrazek 2), ktery se poté rozpada na kapky. Povrchové napéti kapaliny ptsobi proti
vytvofeni nového povrchu kapaliny. Cim vétsi bude mit kapalina povrchové napéti, tim delsi
sloupec kapaliny se bude tvofit. Viskozita méa rovné€z dopad na rozprasovani. Kapalina s vyssi
viskozitou ma vyssi stabilitu sloupce kapaliny, coz znamena, Ze k rozpadu sloupce kapaliny
dojde ve vétsi vzdalenosti neZ u kapaliny s niZsi viskozitou. Vyplyva z toho i tvorba vétSich
kapek u viskézngjsi kapaliny. Naopak, zmlZeni lze podpofit pfidanim deformacni sily
pusobici na kapalinu. K rozpraSovani pak dochazi ve chvili, kdyz tyhle deformacni sily
pfevladnou nad silou povrchového napéti kapaliny. Rozpad sloupce kapaliny se nazyva
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primarni atomizace, zatimco piipadny rozpad velkych kapek na mensi se nazyva sekundarni
atomizace [142].

1.2.1.2. Rezimy zmlzovani kapaliny bez pouziti externich vlivii

V néasledujicim textu se bude uvazovat zavadéni kapaliny do stagnantniho plynu, naptiklad
vzduchu. Ohnesorge popsal tfi zékladni rezimy rozpadu sloupce kapaliny[143] podle
Reynoldsovho ¢isla Re, definovaného jako

pUD
U

Re =

kde p je hustota kapaliny, U je primérma rychlost kapaliny, D je primér otvoru, kterého
kapalina vychdzi a p je viskozita kapaliny[ 144]. V prvnim rezimu, kde je Re nizké se sloupec
kapaliny rozpadne na piiblizné stejné velké kapky. Kapky maji pfiblizné dvojnasobny
pramér, jako mél ptvodni sloupec kapaliny. Pti vysSich hodnotich Re u druhého rezimu
dochazi k oscilacim sloupce kapaliny podél osy sloupce. Okraje sloupci maji tvar vin
v dusledku projeva aerodynamickych sil (tfeni kapaliny o vzduch). Pti vysokych hodnotach
Re v tfetim rezimu se sloupec kapaliny rozpadne na kapky jiz u otvoru trysky. Stanovena
hranice Re mezi druhym a tfetim rezimem ale nekorespondovala s nékterymi
experimentdlnimi vysledky, proto se nakonec zavedly Ctyfi rezimy rozpadu sloupce
kapaliny[145] znazornény na obrazku 2, z kterych se vychazi i dnes[146]. Prvni (ve sméru
ristu Re) se nazyva Rayleightliv rezim a odpovida prvnimu reZimu popsaného Ohnesorgem.
Kapalina se tedy vyznacuje malymi hodnotami Re a rozpadé se na kapky s vétSim primérem,
nez ma sloupec kapaliny, z kterého vznikaji. Rozpad je zpusoben oscilacemi symetrickych
s osou sloupce kapaliny zplisobenych povrchovym napétim kapaliny. Dal$i rezim se nazyva
prvni reZim indukovany proudénim plynu (angl. First wind-induced regime), a pfi ném se
zalind pii povrchovém napéti kapaliny projevovat jiz nezanedbatelny efekt vzduchu na
sloupec kapaliny diky vétsi rychlosti kapaliny. Okolni vzduch vytvafi statickou tlakovou
distribuci skrze sloupec kapaliny a tim urychluje jeho rozpad na kapky. DalS$im reZimem je
druhy reZim indukovany proudénim plynu (angl. Second wind-induced regime) a projevuje se
zvlnénim sloupce kapaliny, ktery je zplsoben vzajemnym pohybem sloupce a okolniho
vzduchu. Vznikaji kapky, které jsou menSiho primeéru, jaky ma sloupec kapaliny. Posledni
rezim charakterizovany nejvétsi hodnotou Re se nazyva atomizac¢ni reZim a sloupec kapaliny
se pfi ném rozpada na mal¢ kapicky hned za otvorem, odkud kapalina vychazi[142],[146].
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Obrazek 2: Ctyii rezimy sprejovani: Rayleightiv rezim (1), prvni rezim indukovany proudénim plynu (2), druhy
rezim indukovany proudénim plynu (3) a atomizaéni rezim (4). Viditelné jsou zmény na tvaru sloupce kapaliny
v disledku tfeni kapaliny se vzduchem. Adaptované z [142].

Proudéni castic v sloupci kapaliny muze byt lamindrni, pfechodné, nebo turbulentni.
Zavislost délky sloupce kapaliny na téchto typech rozloZeni rychlosti je vyjadifena tzv.
ktivkou stability sloupce kapaliny (jet stability curve, obrazek 3). Pti zvySovani rychlosti
sloupce kapaliny dochézi v ramci lamindrniho proudéni ke zvétSovani jeho délky, az kym se
nedosahne rychlosti, pfi kterém se laminarni proudéni zméni na pfechodné proudéni.
Ptechodné proudéni ma casteCné vlastnosti lamindrniho a ¢astecné turbulentniho proudéni.
Pti zvétSovani rychlosti sloupce kapaliny v tomto regionu délka sloupce kapaliny klesa. Po
pfekonani dal$i hrani¢ni rychlosti sloupce kapaliny se proudéni méni v turbulentni a délka
sloupce kapaliny se opét zafina zvétSovat, aZz dosdhne dal$i maximum. V tomto maximu se
meéni turbulentni proudéni na pln€ vyvinuty sprej, sloupec kapaliny se tim padem zkracuje a
rychle zanika[142].
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Rezim kapani
~

Rezim laminarniho proudéni

Rezim pfechodného proudéni

Rezim turbulentniho proudéni

/

Rezim pIné vyvinutého spreje

Délka rozpadu sloupce kapaliny

Rychlost sloupce kapaliny
Obrazek 3: Kiivka stability sloupce kapaliny pfi rizném typu proudéni kapaliny. Adaptované z [142].
1.2.1.3. Rezimy zmlzovani kapaliny s vnéjsimi vlivy

V komer¢nich zdrojich pro hmotnostni spektrometrii pracujicich za atmosférického tlaku se
ke zmlzeni nepouZziva pouze rozpad kapaliny v statickém vzduchu, protoze je v nich dilezité,
aby se kapalina zmlZila v co nejkrats$i dobu na co nejmensi kapicky. Proto se v nich pouZzivaji
externi vlivy, které vyrazné zkrati sloupec kapaliny i pfi systémech s niz8i hodnotou Re a
umozni co nejefektivnéjsi rozpraSeni. NejjednodusSim typem zmlZovace je pneumaticky
zmlZovag, ktery jako externi vliv pouZzivad plyn proudici kolem proudu kapaliny, nejcastéji
koaxialné. Pneumatické zmlzovace se samy o sob& pouzivaji naptiklad v hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) [147], v zdroji pro termosprejovou
ionizaci (TSI) a APCI/APPI zdrojich jsou kapky po pneumatickém zmlZeni navic odpafovany
pomoci topeni. Fyzikalni chovani pneumatického zmlZovani bude popsano na virtudlni trysce
s koaxidlnim tokem plynu (GDVN zmlzovacem, z angl. gas dynamic virtual nozzle).

Zaklady GDVN zmlzovace polozil v roce 1998 Ganan-Calvo a pivodné slouzil pro generaci
izolovanych monodisperznich kapicek leticich ptfesné za sebou [148]. VyuZiti naSel naptiklad
jako zdroj kapalinového sloupce (obrazek 4) pro analyzu biomolekul pomoci sledovani
rozptylu svétla za pouziti laseru na volnych elektronech (znamy pod zkratkou
XFEL)[149],[150]. ZmlZova¢ byl v roce 2008 adaptovdn na zdroj monodisperzniho spreje
vyuzivajicitho dynamické sily plynu (angl. gas dynamic forces) na zmenseni produkovanych
kapek, ktery se neucpaval. Ucpavani totiz predstavuje problém u mikrotrysek se sbihajicimi
se sténami[ 151]. Nacrt takto upraveného GDVN zdroje je na obrazku 4.
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Virtualni tryska o
Jednotlivé kapky

S
Sloupec kapaliny

Sprejovaci otvor

Obrazek 4: Nakres GDVN zmlzovace v tryskovém modu. Virtualni tryska (¢erveny krouzek) je pouze
hypoteticka a neni fyzicky ohrani¢ena.

GDVN zmlzova¢ muze produkovat kapky v n€¢kolika rezimech v zavislosti na tlaku kapaliny
a nebuliza¢niho plynu v misté otvoru. Pokud jsou oba tlaky nizké, jedna se o tzv. kapani
(angl. dripping), pfi kterém z néj vyletuji velké, samostatné kapky. Pfi zvySeni tlaku plynu
nastane nestabilni kapani (angl. unsteady dripping, nebo také spurting), pii kterém se
pteruSované periodicky emituje ze sprejovaciho otvoru dlouhy sloupec kapaliny, ktery se
nasledné rozpada na kapky letici za sebou. Tteti mod se nazyva tryskovy (angl. jetting), ktery
nastava pii vysokém tlaku kapaliny a plynu u sprejovaciho otvoru a ma za nasledek vytvoieni
mikroskopického sloupce kapaliny za sprejovacim otvorem (obrazek 4), ktery se poté
rozpada na kapky letici za sebou. Poslednim modem je vlnovy (angl. whipping*) pii kterém
ma nestabilni proud kapaliny tvar vin sur€itou amplitudou (coz pifipomind pohyb
bicem)[151],[152],[153]. Preferovanym moddem operace je tryskovy mod [151], protoze
poskytuje stabilni, pravidelnou a nepfetrzitou tvorbu kapek. Charakterizace sloupce kapaliny
vychézejiciho z GDVN je diilezZita pro odhad vlastnosti generovanych kapek.

1.2.2. Zavadéni kapaliny do iontovych zdroji
1.2.2.1. Zavadeni kapalného vzorku do zdroje s elektronovou a chemickou
ionizaci

V zacatcich spojeni LC a MS prostiednictvim EI a CI se hojné pouzivalo pfimé zavadéni
kapalného vzorku zLC do MS prostfednictvim délice toku (Casté zejména
v CI[154],[155],[156]). Bylo nutné rozdélit tok z LC tak, aby se do MS dostalo pouze takové
mnozstvi kapalné faze, pfi kterém bylo mozné po jeji fazové pfeméné na plyn udrzet
dostatecné nizky tlak v iontovém zdroji (v ptipadé EI se jedna o tlak 0,1 Pa[157] a v piipadé
CI o stovky Pa v disledku ptfitomnosti reakéniho plynu). Timto zptisobem se pouze 1 — 5 %
objemu kapaliny dostalo do MS, zbytek se odvedl do odpadu. Ziejmou nevyhodou byla nizka
citlivost detekce. Jednou z vyhod tohoto zavadéni byla stabilita termolabilnich latek, které se
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v zahtivanych rozhranich rozkladaly[156], pokud se pouzila nevyhtivana varianta. Vyhodou
elektronové ionizace je moznost vyuziti knihovny spekter.

Dnes myslenka pfimého zavadéni kapaliny do zdroje oziva v souvislosti s rozvojem nano- a
kapilarni HPLC. Vzorek se vede ptes vyhtivany kanal, v kterém se mobilni faze odpafi a az
poté je nosnym plynem vedena do vysokého vakua[158]. Jako vyhody tohoto zdroje se uvadi
moznost vytvoieni knihoven spekter, minimalizace vlivii matrice a moznost analyzovat i
vysoce nepolarni vzorky[159]. Pritoky pouzivané v téchto zdrojich jsou kvili zachovéni
vakua malé, pohybuji se v rozmezi 100 az 1000, maximalné 1500 nl/min[158],[159].

1.2.2.2. Zmlzovani v zdroji pro termosprejovou ionizaci

TSI byl jednim z prvnich rozhrani pro LC/MS pracujicim za atmosférického tlaku. Sklada se
ze dvou zékladnich casti, TSI sondy a zionizacniho prostoru termospreje. Mobilni faze
z LC/MS vstupuje do sondy, kde se ohifiva topenim a ¢astecné odpatuje, ¢imz se in situ
vytvari nebulizacni plyn z odpafené mobilni faze[160]. Jakym zplsobem se ptichazejici
kapalina odpafi, zavisi na vzdjemné kombinaci teploty odpafovani, velikosti otvoru, pies
ktery kapalina vystupuje z kapilary, pritoku kapaliny, vlastnostech kapaliny a dalsich[161].
Pro spravné fungovéni termospreje je dilezité, aby doSlo pouze k ¢astecnému odpateni
analytu a jeho rozpraSovéani na viditelny proud mlhy[160]. Pfi vyssi teploté¢ mlha zmizi a
misto ni se tvofi horky, suchy proud par. Absolutni signal v termospreji poté klesa[161].
Vznikld mlha poté putuje do vyhiivaného ionizacniho prostoru, kde jsou kapky uplné
odpafeny. V ioniza¢ni oblasti dochazi k termosprejové ionizaci, ktera je zalozena na
piivadéni tékavého pufru v rozpoustédle spolu s analytem, kde si pufr a analyt pfedavaji
naboj. Jedna se napiiklad o vodné roztoky amonnych soli karboxylovych kyselin
s rozpusténymi analyty. Do termospreje jest¢ muze byt zabudovany i zdroj energetickych
elektront (napiiklad filament), které ionizuji vzorek[160],[162]. Cast plynné faze s ionty poté
vstupuje do MS, zbytek je odsavan vakuovym systémem, aby nedoslo k zahlceni vakuového
systému MS[160]. TSI zdroj byl v minulosti velmi ¢asto pouZivany, postupné ho ale vytlacily

v

ucinngjsi iontové zdroje[162].
1.2.2.3. Zmlzovani v ESI zdroji

Nejpouzivangjsi zdroj, ktery se pouziva jako rozhrani pro HPLC/MS je elektrosprej. Obecné
je urcen pro prutoky v rozmezi 0,001 az 1 ml/min[163]. Jeho miniaturizovana forma, nano-
elektrosprej, je urena pro nizsi prutoky pohybujici se pod 1 pl/min, bézn¢ v jednotkach az
stovkach nl/min[164],[165]. Principem ionizace je aplikace vysokého napéti na ptivadény
vzorek. Podle velikosti dodaného napéti na kapalinu vychézejici z kapilary, se kapalina bude
chovat podle jednoho z elektrohydrodynamickych rezima. Pro ESI ionizaci je klicovy rezim
konické trysky, pfi které se po vlozeni napéti vytvori tzv. Taylortiv kuzel[166]. Priméry
generovanych kapicek jsou v tomto rezimu pro pritoky kapaliny 50 az 1000 pl/min fadoveé
v jednotkach, respektive desitkach um[167],[168]. U nano-elektrospreje, kde se pouZzivaji
jesté mensi prutoky nez v elektrospreji, se primér generovanych Céstic pohybuje tadove
v stovkach nanometrti, pfi pratoku 25 nl/min se predpokladd primér 180 nm[169]. Obecné
tedy velikost kapky zavisi na prutoku kapaliny, dale velikosti otvoru vystupni sprejovaci
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kapilary, velikosti aplikovaného napéti a vodivosti rozprasované kapaliny[164]. Nabité kapky
se poté postupné¢ zmensSuji odparovanim. Kapka se odpatuje do objemu, pii kterém nastane
takova koncentrace naboje, ze se kapka rozpadne v disledku odpudivych coulombickych sil.
Hodnota naboje v kapce o daném priméru, pii které dochazi k rozpadu kapky, se nazyva
Rayleighova mez[170]. Pro vznik iontd v plynné fazi existuji dva modely: prvnim je
,odpateni“ iontu z kapky a druhym tzv. proces zbytkového ndboje. Prvni model uvazuje, ze
pfi zmenSovani kapky obsahujici mnozstvi nabitych ionti dochazi na jejim povrchu
k postupnému zvyseni sily elektrického pole do té miry, Ze se musi snizit repulzi jediného
solvatovaného iontu. Druhy model je zaloZen na coulombickém rozpadu mateiské kapky na
mensi kapky az do té doby, nez kapka obsahuje pouze jedinou nabitou castici. Tato Castice je
nasledn¢ uvolnéna z kapky dalsim odpatfovanim a deklasterizaci[171]. Oba modely jsou
pfedmétem probihajici diskuze. Po uvolnéni iontli z kapek pak nabité castice putuji do
hmotnostniho spektrometru.

1.2.2.4. Zmlzovani v APCI/APPI zdroji

APCI a APPI maji stejnou sondu pro zmlZovani, 1i8i se pouze ioniza¢nim prvkem. Tryska se
nachazi uvnitt sondy (na obrazku 5 zndzornéna sonda od firmy Thermo, na stejném principu
ale pracuje 1 sonda od firmy SCIEX[172] a Shimadzu[173]) a vyuziva principu
pneumatického zmlzovani[174], které je zalozené na rychlém proudéni plynu kolem kapaliny
tekouci z trysky. Vznikly aerosol je poté rychle odpafen topenim s teplotou nékolik stovek
°C. Vzniké tedy horky proud plynu slozeny z odpaienych rozpoustédel a vzorku ve smési
s plyny slouzici k zmlzovani, ktery dal proudi do ionizacni oblasti[175]. V ptipadé¢ APCI
zdroje je ionizace zprostiedkovana koronovym vybojem nebo proudem [~ zafeni a v piipadé
APPI zdroje ultrafialovym zéfenim generovanym ultrafialovou lampou. Bliz§i popis
konstrukce celého APCI zdroje je uveden v kapitole 1.3.1.

APCI tryska

\

Keramické topeni

Vstup pro plyn

prostor pro tésnéni

——7 (vstup kapaliny)

¥ Vstup pro plyn
Trubice se vzorkem

Obrazek 5: APCI/APPI sonda se zvyraznénym systémem zmlzovani. Adaptované z Ion Max and Ion Max-S
API Source Hardware Manual version D[163].

V APCI/APPI sondé se pouziva takovych teplot, aby misto bublinkového varu kapek
(nucleate boiling) dochdzelo k ucinnéjSimu blanovému varu (vapor film boiling). Pfi
blanovém varu dochézi k Leidenfrostovu efektu, ktery se projevi na povrchu vyhfatém na
vysokou teplotu tak, ze se mezi kapkou a povrchem topeni vytvoii plynna faze branici
piimému kontaktu kapalné faze s topenim. Pfi interakci s povrchem topeni kapka od n¢j hned
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odskoci. Takto ma kapka vic Casu k odpareni, ke kterému tim padem nedochazi vylu¢né na
povrchu topeni[176]. Do ioniza¢niho prostoru poté vstupuje pouze plyn a APCI a APPI
ionizace tedy probihaji v plynné fazi. V LC/MS jsou u APCI/APPI zdroje od firmy Thermo
doporucované pratoky kapaliny mezi
0,1 az 2 ml/min[163], u firmy SCIEX 0,05 az 3 ml/min[172].

1.3. Konstrukce APCI zdrojt

1.3.1. Konstrukce komercnich APCI zdrojt pro konvenc¢ni priatoky

Dnesni komercni APCI zdroje (naptiklad Ion Max API source od firmy Thermo, obrazek 6
[163], nebo Turbo V ionization source od firmy SCIEX[172]) se skladaji ze tii zdkladnich
¢asti, a to APCI sondy, korénové jehly jako ioniza¢niho prvku, a krytu, ve kterém jsou prvni
dvé zminéné ¢asti pevné ukotveny. APCI zdroj od firmy SCIEX ma jesté aktivni odsavani
ptebytecnych par rozpoustédel a nebuliza¢niho plynu. Odsavani probihd pomoci Venturiho
systétmu do odpadni trubice. APCI zdroj od SCIEX vyuziva takové prutoky pomocnych
plynt k ionizaci, pfi kterych vznikéd v ionizaénim prostoru mirny ptetlak[172]. Naproti tomu
zdroj od Therma ma pouze otvor na spodku krytu do hadice, kterou odchazi prebytecny plyn
(obrazek 6).

Kapalny vzorek vstupuje do APCI sondy, kde je zmlzen pomoci ohtatého nebulizacniho
plynu a topeni. Mezi sondou a vstupnim otvorem do MS se nachdzi korénova jehla, na kterou
se vklada napéti tak, aby bylo dosazeno vyboje, tj. aby proud byl v fadech jednotek pA.
Aplikované napéti je kladné stejnosmérné, ionizace vSak funguje i pro stiidavy proud[177].
Na $picce vybojové elektrody (korénové jehly) se po vloZeni napéti vytvoii koronovy vyboj,
ktery patfi mezi temné vyboje[178]. V plazmé koronového vyboje se generuji elektrony o
termalni energii, které ionizuji molekuly pfitomnych plynii a sledem ion-molekulovych
reakci dochazi k ionizaci analyt. V korénovém vyboji vznikaji kladn€ i zaporné€ nabité ionty.
Jaké ionty se budou analyzovat zavisi na polarité protielektrody (vstupni kapilary nebo
konusové elektrody). Cely ionizaéni prostor je izolovan od okolniho vzduchu krytem, jenz
plni nékolik funkci: chrani uzivatele ptfed Skodlivymi vypary rozpoustédel, umoziluje
uchyceni komponent zdroje (sondy a koronové jehly) a elektrickych ptivodu, chrani ionizacni
prostor pied privanem a pfed vniknutim neZadoucich chemickych latek ze vzduchu do
ionizacni oblasti. Proudici nebuliza¢ni plyn ma totiz tendenci s sebou strhavat molekuly
z okolniho prostiedi a vnaset je do ioniza¢ni oblasti iontového zdroje [176],[179].
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Obrazek 6: Schéma komer¢niho APCI zdroje (Thermo).

1.3.2.  Vyvoj konstrukci APCI pro nizké prutoky

Dutivodii pro miniaturizaci iontovych zdroji je nékolik, napiiklad malé spotfeby vzorku a
rozpoustédel, z kterych plynou finanéni 1 ekologické vyhody. Vhodnym konstrukénim
feSenim je mozné zlepsit citlivost, obdobn¢ jako v ptipad¢ zdroje pro ESI. NanoESI dosahuje
vysSich citlivosti[180] a vétsi toleranci k solim[181] nez ,klasicky* ESI. Zdroj pro ESI je
koncentracni, coz znamena, Ze signal analytu zavisi na jeho koncentraci v analyzovaném
roztoku. V malych pratocich se ale z ESI stavd hmotnostné-citlivy detektor[182], coz
znamend, ze signal analytu je zavisly na hmotnostnim toku analytu (mnoZstvi analytu za
jednotku casu). Znamend to, Ze intenzita signdlu se umeérné zvysSuje se zvySujicim
se pratokem kapalného vzorku, a ne s jeho koncentraci. APCI zdroj je na rozdil od ESI
hmotnostné-citlivy pii nizkych[183] 1 vysokych pratocich[182]. Nizkopritokova varianta
APCI neni komer¢né dostupna.

Prvni prototypy APCI zdrojti ur€eny pro nizké pritoky byly pfevazné modifikovanou formou
komer¢niho APCI pro vysoké pritoky[184],[185] (obrazek 7). Jednalo se o uzaviené iontové
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v

pii kterém zdroj fungoval bez jakychkoliv komplikaci, byl 10 pul/min. Pfi niz§im prttoku (5
ul/min) dochéazelo k vypadkiim signalu, které autofi pfipisovali pferusovani elektrického
kontaktu v ramci ptidavné (pomocné) kapaliny[185].

Topeni

APCI komora
nerezova trubice
S plynem

Nerezova trubice

<4+ .
- s kapalinou

Nerezova trubice

Vstup do MS

Korénova jehla
Obrazek 7: prototyp APCI pro nizké priutoky. Adaptované z[184].

Dal$im typem byl zdroj na bazi oteviené¢ho trubicového zmlzovace [186] (obrazek 8).
Plivodné byl zkonstruovan pro spojeni SFC/MS [187] a pozdéji byl modifikovan pro spojeni
LC/MS. Mobilni faze z LC nejdiiv vstupovala pies spojku do ptrevodniho potrubi (angl.
transfer line), kde se dal vedla kapilarou do aparatury ptiblizného tvaru T. Kapilara byla
umisténa k trubici, kterou proudil nebuliza¢ni plyn a rovnéz ustila do zminéné aparatury tvaru
T. Do aparatury byl kolmo k sméru proudéni mobilni faze zavadén pomocny plyn. Kapilara
s mobilni fazi spolu s plyny pokracovala z aparatury do spole¢né trubice, kde vyustila tésné
pfed vyhiivanou ¢asti trubice. K topeni byl pouzity odporovy drat, ktery byl ovinuty na
koncové casti trubice. Z konce trubice pak proudila odpafena mobilni faze kolem korénoveé
jehly do hmotnostniho spektrometru. Tento zdroj byl uréen pro velmi nizké pritoky (testovan
pii 0,15 — 1,6 pl/min). Byla pro n¢j demonstrovdna dobra linearita a nizky limit detekce, a
také moznost analyzy termolabilnich latek, které se ve vysokopritokovém APCI rozpadaly.
Pti chromatografii ale dochéazelo k chvostovani[186].
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Obrazek 8: Otevieny trubicovy zmlzovac. Adaptované z [186].

DalSim typem zmlZovace pro APCI pii nizkych pritocich byl mikro€ipovy zmlzovac
(obrazek 9), ktery je vyrobeny z tenkych sklenénych platkli ve tvaru obdélnika, v kterych se
nachazi vstup pro kiemennou kapilaru (vnitini primér 50 pm, vnéjsi prumér 220 pm)
z kapilarni HPLC. Kapilara vede do odpafovaciho kanalku uvnitt mikrocipu. Kanalek ma tvar
polovic¢ni elipsy zfezané podél hlavni osy s délkou hlavni osy ptiblizn¢ 900 um a vedlejsi osy
460 um. Blizko vstupu kapalného vzorku se nachazi druhy otvor, kterym se do mikroCipu
pfivadi nebuliza¢ni plyn. Navazuje na néj kanalek, kterym se vede nebuliza¢ni plyn podél
platinového topeni, které nebuliza¢ni plyn ohfiva. Tento kanalek poté usti do odpatrovaciho
kanalku pted ustim kapilary pfivadéjici vzorek. Odpatovaci kanédlek je rovnéZz obklopen
platinovym topenim, aby se kapalny vzorek odpafil. Odpatovaci kanalek pak usti do trysky,
ktera koncentruje proud nebuliza¢niho plynu a plynného vzorku do uzkého kuzele. Proud
plynu nasledné prochazi koréonovym vybojem, kde dochazi k ionizaci a dale postupuje do
hmotnostniho spektrometru, kde jsou ionty analyzovany[188]. Mikro€ipové zdroje lze pouzit
pro rozsah pratokd 0,05 — 10 ul/min a vykazuji vysokou citlivost, a proto jsou idealni pro
spojeni nano-HPLC s hmotnostnim spektrometrem. Lze je vyuZit i ke spojeni GC a MS[189].
Vyroba mikrocipl ale vyZaduje specializované mikrofabrika¢ni vybaveni.

Kanalek pro Platinové topeni Kapilf—jra’z
nebulizacni plyn P \ kapilarni HPLC

— )
G
; —
I \
/ N /
Tryska Odparovaci kanalek Otvor_prov ’
nebulizacni plyn

Obrazek 9: Schéma mikro€ipu z vrchu. Rozméry ¢ipu: 33 x 5 x 1 mm.
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Pozdé&ji po vyvinuti ohfivaného mikrocipu byl testovan plastovy mikrocipovy zmlzovac pro
APCI bez vyhiivani. Konstrukce byla upravena tak, aby se dva kanalky pro nebuliza¢ni plyn
zbihaly v misté vystupniho otvoru pro kapalny vzorek. To zajistilo tvorbu jemného spreje,
ktery nebylo nutné zahiivat. Za pratoku vzorku 500 nl/min pii tlaku 0,5 bar byl pfimou infuzi
uspésné detegovan reserpin. Hlavni vyhodou nevyhtivaného APCI by mélo byt zamezeni
termického rozkladu termolabilnich latek[190].
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2. Materidly a instrumentace

Chemikalie

Tabulka 1: Seznam chemikalii.

Chemikalie Vyrobce/dodavatel Poznamka
(2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1- ~ Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
yDoxyl (TEMPO)
4-Amino-N -(1,3-thiazol-2- Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
yl)benzenesulfonamid
(sulfathiazol)
4-Hydroxyanilin Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Acetonitril (V) VWR Chemicals (Radnor, PA, USA) rozpoustédlo
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) rozpoustédlo
Akridin Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Ethylacetat Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) rozpoustédlo
Chloroform Penta (Ceska republika) rozpoustédlo
Honeywell/Riedel-de Haén (Seelze, rozpoustédlo
Némecko)
Chloroform-d Euriso-top (Saint-Aubin, Francie) rozpoustédlo
Cholesterol Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Dusik (N2) >99,999% Messer (Bad Soden, Némecko) nebulizacni plyn
Kyselina 2-hydroxy-5- Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
nitrobenzoova
Kyselina citronova Lachema (Brno, Ceské republika) standard
Kyselina mravenc¢i Lachema (Brno, Ceské republika) rozpoustédlo
Kyselina pikrova Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Methanol Honeywell/Riedel-de Haén (Seelze, rozpoustédlo
Némecko)
Merck (Darmstadt, Némecko) rozpoustédlo
VWR Chemicals (Radnor, PA, USA) rozpoustédlo
Methyllaurat standard
Methyllinoleat Nu-Chek Prep (Elysian, MN, USA) standard
Methyloleat Nu-Chek Prep (Elysian, MN, USA) standard
N -(4-hydroxyphenyl)acetamid Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
(paracetamol)
n-Hexan Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) rozpoustédlo
Palmityloleat Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Pyren Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Reserpin Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Rhodamin 6G Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) Barvivo pro
vizualizaci spreje
Sirouhlik Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) rozpoustédlo
Skvalen Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Tetradec-1-yn Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) standard
Tetradekan-2-on syntetizovany standard
Tetradekanal syntetizovany standard

Tézka voda

Euriso-top (Saint-Aubin, Francie)

primés nebul.
plynu

Toluen Merck (Darmstadt, Némecko) rozpoustédlo
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) rozpoustédlo
Trielaidin Nu-Chek Prep (Elysian, MN, USA) standard
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Voda, Milli-Q Merck Millipore system, Burlington, rozpoustédlo/
MA, USA piimés nebul.
plynu

Vzduch, synteticky (5,0;
hydrocarbon free; 79.5% No,
20.5% O»)

Messer (Bad Soden, Némecko)

nebulizacni plyn

Pristroje

Tabulka 2: Pfistroje pouzité v této praci.

Piistroj/nastroj

Vyrobce/dodavatel

Poznamka

Hmotnostni spektrometr LTQ
Orbitrap XL

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Hmotnostni analyza

Hmotnostni spektrometr LCQ Fleet

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Hmotnostni analyza

Teplomér Voltcraft IR 1200-50D

Conrad Electronic SE
(Hirschau, Némecko)

Meéfeni teploty

Kapalinovy chromatograf ExionL.C
AD System

Sciex, Framingham (MA,
USA)

Kapalinova chromatografie

Kvarternarni gradientové cerpadlo
Rheos 2200

Flux Instruments (Reinach,
Svycarsko)

Pumpa pro kapalinovou
chromatografii

Autosampler accela

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Déavkovac vzorki pro
kapalinovou chromatografii

Regulator pratoku GFCS-011771

Aalborg (Orangeburg, NY,
USA)

Regulator pritoku plynu

Napétovy zdroj Manson HCS-3202-
000G

Manson Engineering
Industrial Ltd (Hong Kong)

Externi zdroj napéti

Stiikackova pumpa 65D Teledyne ISCO (Lincoln, Pumpa pro kapalinovou
NE, USA) chromatografii
Déavkovac VICI CI4W.06 VICI AG International Déavkovac vzorki pro

(Schenkon, Svycarsko)

kapalinovou chromatografii

Topeni pro kolony (soucast
autosampleru Accela)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Topeni

Akuvrtacka ASE 18-2G

Alpha Tools (Oakland, NJ,
USA)

Akumulatorova vrtacka

Vysokorychlostni kamera (VEO 401)

Dantec Dynamics
(Skovlunde, Dansko)

Kamera s osvétlenim
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Iontové zdroje

Iontové zdroje pouzité v této praci jsou stru¢né shrnuty v tabulce 3. V kazdé kapitole ve
vysledkové ¢asti je podrobny popis konstrukce kazdého zdroje s fotografii.

Tabulka 3: Iontové zdroje pouzité v této praci

Iontovy zdroj Vyrobce/dodavatel Poznamka

APCI zdroj Ion Max-S Thermo Fisher Scientific (Waltham,  Uzavfeny zdroj
MA, USA)

Modifikovany APCI zdroj lon Sestrojen v laboratofi z komponent Oteviena kontrukce

Max-S komer¢niho zdroje lon Max-S

APCI zdroj s otevienym Sestrojen v laboratofi

trubicovym zmlzovacem

APCI zdroj s mikro¢ipovym Sestrojen v laboratofi MikrocCip dodéan
zmlzovacem Markusem Haapalou
z Helsinské univerzity

GDVN-APCI zdroj Sestrojen v laboratofi

36



3. Cile prace

Cilem préace bylo prostudovat vlastnosti hmotnostné spektrometrické detekce zalozené na
chemické ionizaci za atmosférického tlaku v kapilarni HPLC a navrhnout iontovy zdroj pro
praktické vyuziti

Konkrétné bylo cilem:

» Prostudovat vliv konstrukéniho feSeni zdroje na ionizaci vybranych analyti pii
nizkych pritocich vzorkt (mikrolitry za minutu), a to zejména vliv vnéjsiho krytu zdroje

» Navrhnout zmlzovac pro nizké pratoky vzorkl a porovnat ho s existujicim feSenim
zalozeném na mikrocipu

» Otestovat virtualni trysku, jakozto generator neutralnich kapicek pro zavadéni
vzorku do APCI zdroje
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4. Shrnuti vysledku a diskuze
4.1.Chemické reakce v APCI pfi nizkych pritocich vzorku

Jak vyplyva z ptedchoziho vyzkumu shrnutého v teoretické Casti, procesy v iontovém zdroji
pii chemické ionizaci mohou byt ovlivnény konstrukci iontového zdroje i jeho parametry.
Zabyvali jsme se proto chemickymi reakcemi, které se uplatinuji pti APCI za nizkych
pratoki, a to konkrétné pti pritokové rychlosti vzorku 10 pl/min. ProtoZe jsou ionizace pfi
MS detekci v nizkoprutokové LC vétSinou provadény v oteviené atmosféte (napt. nanoESI,
vétSina experimentalnich mikro-APCI zdroji), zajimal nas zejména vliv izolace ionizacniho
prostoru od okolni atmosféry pomoci krytu zdroje (ang. ,,housing®). Pro studium byl pouzity
komer¢ni APCI zdroj standardné dodavany s krytem a otevieny zdroj sestaveny v laboratofi,
ktery vyuzival sondu i elektrodu pro korénovy vyboj z komeréniho zdroje. Uspotadani téchto
prvka vici vstupnimu otvoru do hmotnostniho spektrometru bylo identické jako v ptipadé
komeréniho uzavieného zdroje.

4.1.1. Sestaveni otevien¢ho zdroje

Fotografie otevieného komeréniho APCI zdroje je na obrazku 10. Na dvou ty¢ich ptiruby byl
pripevnén drzdk na kordnovou jehlu. Vedle pfiruby byl umistén stojan, na kterém byla
pomoci drzdku na chladi¢ pfipevnéna APCI sonda. Sonda byla pfipojena kabelem ke krytu
poloZzenému na hmotnostnim spektrometru, a kryt byl zapojen k hmotnostnimu spektrometru
(LCQ Fleetu) pomoci kabelu s 15 pin D-SUB male/female konektorem. Jelikoz nebyla APCI
sonda zasunuta v krytu, systém hlasil chybu. Proto bylo nutné do krytu zasunout jinou sondou
(naptiklad ESI). Vzdalenosti a Uhly mezi sondou, jehlou a vstupem do hmotnostniho
spektrometru byly nastaveny tak, aby byly stejné jako v pfipadé uzaviené¢ho komeréniho
APCI zdroje.
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Obrazek 10: Komercni APCI zdroj s otevienou konfiguraci, pohled zeptedu (a) a z boku (b), komeréni APCI
zdroj s uzavienou konfiguraci, pohled zepiedu (c) a z boku (d).

4.1.2.  Vliv laboratorniho prostiedi na ionizaci pfi vysokém a nizkém pritoku vzorku

Vliv krytu zdroje byl nejdiiv testovan pii nizkém a vysokém pratoku (10 a 1000 pl/min)
roztoku pyrenu v toluenu. Pfi nizkém pritoku byl kontinualné zavadén roztok pyrenu
v toluenu (o koncentraci 25 pmol/l) pfimo do hmotnostniho spektrometru. Pii vysokém
pratoku byl ten samy roztok piivadén do T-spojky, kde se k nému ptidal toluen o priitoku 990
pl/min a spolecné postupovaly do APCI zdroje. Tim se dosahlo stejného hmotnostniho toku
pyrenu v obou prutocich. Jelikoz APCI zdroj je hmotnostné-citlivy detektor, intenzity signalu
pyrenu byly pii obou pritocich podobné.

Pii pratoku 1000 upl/min nebyl mezi spektry pyrenu ziskanych v oteviené a uzaviené
konfiguraci zdroje zasadni rozdil, v obou ptipadech se pfevazné tvofil radikalkation pyrenu
[M]*. Pfi pritoku vzorku 10 pl/min se v uzavieném zdroji rovnéz tvofily pievazné
radikalkationty pyrenu. V oteviené konfiguraci ale pfevladla protonace (obrazek 11).
Protonace neprobihala v otevieném zdroji za priitoku vzorku 1000 pl/min ziejmé proto, Ze
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toluen pfitomny ve velkém mnoZzstvi zabranil vyraznému pronikani slozek vzduchu do
ionizacni oblasti. Pii nizkych priitocich byla ale koncentrace plynného toluenu v ioniza¢nim
prostoru nizsi, a proto se projevil vliv okolni atmosféry, s nejvetsi pravdépodobnosti vliv
vody ve form¢ vodni pary. Rizné kombinace rychlosti ptfidavného a pomocného plynu
nemély na pomér intenzit zdsadni vliv. Jejich hodnoty jsou v tabulce vyjadieny v a.u.
(hodnota nastavena v piistroji) a v zavorce jsou uvedeny odpovidajici rychlosti plynt v 1/s
zjisténé experimentalng.
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Obrazek 11: Sloupcové grafy znazorfujici poméry intenzit protonovaného pyrenu (m/z 203) k radikalkationtu
pyrenu (m/z 202) o prutoku 1000 pl/min (a) a 10 pl/min (b). Intenzita signalu protonované¢ho pyrenu byla
korigovana odeGtenim intenzity signalu isotopického radikalkationtu obsahujictho jeden '*C. Vysledky
z oteviené konfigurace reprezentuji Srafované sloupce a vysledky z uzaviené konfigurace reprezentuji prazdné
sloupce. Tabulka na obrazku 11a shrnuje Ctyfi pouzité kombinace pritoku pfidavného a pomocného plynu.

4.1.3.  Vybér rozpoustédel a analytl pro nizké pritoky

Jelikoz APCI zdroj je tolerantni k Siroké Skéle rozpoustédel a Ize s nim analyzovat polarni i
nepolarni analyty s malou az stfedni molekulovou hmotnosti, byla v pozitivnim modu
vybrana co nejrozmanitéjsi rozpoustédla se Sirokym rozsahem polarit a protonovych afinit
(od hexanu az po methanol), coZ platilo 1 pro vybrané analyty (od pyrenu pfes trielaidin po
paracetamol). V negativnim modu byly studovany nitroaromatické slouceniny. Sledovany
byly rozdily mezi ionizaci analytl v uzaviené a oteviené konfiguraci. Pro pozorovani rozdilt
mezi dvéma konfiguracemi byly provedeny experimenty, které vysvétlily pticinu rozdild

pozorovanych v oteviené a uzaviené konfiguraci.

4.1.4. Rozdily v ionizaci v pozitivnim modu

V pozitivnim moédu byly nejzdsadnéjSi rozdily ionizace v piipadé nepolarnich analytt
rozpusténych v nepoldrnich aprotickych rozpoustédlech. U rozpoustédel sulfidu uhli¢itého,
toluenu a chloroformu byla jasnd prevaha pfenosu naboje v uzavieném zdroji, zatimco
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v otevieném zdroji probihal, jak pfenos naboje, tak protonace. V piipadé methanolu jako
rozpoustédla a polarnich analytli v acetonitrilu nebyly pozorovany zadné rozdily ve spektrech
ani u jednoho testovaného analytu. V otevieném i uzavieném zdroji byla pozorovana

vyhradné protonace (obrazek 12).
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Obrazek 12: APCI+ hmotnostni spektrum pyrenu v sirouhliku (a,b), skvalenu v chloroformu (c,d), TEMPO
v toluenu (e,f), paracetamolu v acetonitrilu (g,h) a sulfathiazolu v methanolu (i,j) méfené v uzaviené konfiguraci
(a,c,e,g,i) a v oteviené konfiguraci (b,d,f,h,j).
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Logickym vysvétlenim zvySené protonace v otevieném zdroji byla pfitomnost molekul
schopnych protonovat, zejména vody ve formé vodni pary v laboratornim ovzdusi.
V hmotnostnim spektru pozadi otevieného zdroje byl pozorovan klastr vody H(H20),".
Schopnost vody protonovat analyty byla prokazéna experimentem, kdy byly do zdroje
pfivadény spolu s nebulizacnim plynem také pary lehké a tézké vody k pyrenu a k TEMPO
rozpusténému v chloroformu, respektive v CS>. V piipadé vody se vedle radikalkationtd
tvotily také protonované molekuly, v ptipadé tézké vody to byly deuteronované molekuly [M
+ D]" (obrazek 13).
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Obrazek 13: APCI+ hmotnostni spektrum pyrenu v chloroformu s dusikem jako nebulizacnim plynem (a),
s dusikem obohacenym o vodni paru (b) a s dusikem obohacenym o paru tézké vody (c) a hmotnostni spektrum
TEMPO v sirouhliku s dusikem jako nebulizacnim plynem (d), s dusikem obohacenym o vodni paru (e) a
s dusikem obohacenym o paru t€zké vody (f). VSechna méfeni jsou z uzaviené konfigurace.

Je dulezit¢ zminit, Ze chloroform se nejprve musel zbavit svého stabilizatoru (ethanolu).
Zatimco ve stabilizovaném chloroformu dochéazelo k protonaci analytli, po odstranéni
stabilizatoru byl v uzavieném zdroji pozorovan vylu¢né prenos naboje (obrazek 14).
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Obrazek 14: APCI+ hmotnostni spektrum pyrenu rozpustén¢ho v chloroformu s1 % ethanolem jako
stabilizatorem (a) a bez stabilizatoru (b).

Uhlovodiky v acetonitrilu vykazovaly vétsi tvorbu radikalkationtl, a to piekvapive
v otevieném zdroji. Efekt se mnohem vic zvyraznil, kdyz byl v uzavieném zdroji jako
nebulizac¢ni plyn pouzity synteticky vzduch (obrazek 15 a,b). Bylo jasné, ze zvySenou tvorbu
radikalkationti maji na svédomi acetonitril a nékterd slozka vzduchu. Proto se pyren
v acetonitrilu zmé&fil v uzavieném zdroji za pouziti syntetického vzduchu jako nebulizaéniho
plynu. Efekt tvorby radikalakationtd se jesté vic zvyraznil. Podobny efekt vzduchu na tvorbu
radikalkationtl byl jiz u polyaromatickych uhlovodicich popsan, ale nebyl vysvétlen[63]. Po
preméieni Cistého acetonitrilu bez analytu se vzduchem jako nebulizatnim plynem
se ukazalo, ze acetonitril v pfitomnosti kysliku tvoii radikalkationty typu (CH3CN),"
(obrazek 15 c,d), které se v Cisté dusikové atmosféte netvoii a maji na svédomi pienos naboje
na analyt.
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Obrazek 15: APCI+ hmotnostni spektrum acetonitrilu v uzavieném APCI zdroji s dusikem jako nebuliza¢nim
plynem (c) a synthetickym vzduchem jako nebuliza¢nim plynem (d).

V uzavieném zdroji dochazi k adici ionti C3HsN™ na dvojnou vazbu, pfiCemZ nésledna
fragmentace reakéniho produktu [M + C3HsN]™ odhali polohu dvojné vazby. Ukazalo se
vsak, Ze v otevieném zdroji se tento typ reak¢nich produktl netvofi, zatimco byla za stejnych
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podminek demonstrovédna jeho tvorba v uzavieném zdroji na palmityloleatu (obrazek 16 a-c).
Pfi¢inou byl opét kyslik; ke vzniku reakénich produktli [M + C3HeN]™ nedochazelo ani
v uzavieném zdroji kdyz se jako nebuliza¢ni plyn pouzil synteticky vzduch. Voda ale jejich
vznik nepotlacovala, ani kdyz tvoftila 20 % (v/v) rozpoustédla (obrazek 16d). Pravdépodobné
se v piitomnosti kysliku pfednostné tvofily ionty typu (CH3CN),"™ a reakce vedouci ke
vzniku

[M + C3HeN]"™ byly potlageny. Z t&chto zjisténi vyplyva, ze metody pouZzivané v uzavieném

APCI zdroji mzou byt neproveditelné v otevieném zdroji kvili nékteré sloZzce vzduchu.
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Obrazek 16: APCI+ hmotnostni spektrum palmityloleatu v acetonitrilu v uzavieném zdroji s dusikem jako
nebuliza¢nim plynem (a), v uzavieném zdroji se syntetickym vzduchem jako nebulizatnim plynem (b),
v otevieném zdroji (¢) a v uzavieném zdroji s 20% podilem vody v rozpoustédle (d).

DalSim rozdilem mezi otevienym a uzavienym zdrojem byla tvorba artefakti u nékterych
analytli v otevieném zdroji. 1-Tetradecyn v otevieném APCI tvofil reak¢éni produkt [M +
1977, ktery v uzavieném APCI nebyl pozorovan (obrazek 17 a-b) a pomoci HRMS se
identifikoval jako Ci4H200" (m/z 213,2210; —0,3 ppm), coz odpovida [M + H;O]".
V pfitomnosti par deuterované vody v ionizaéni oblasti se tvofily ionty [M + H30]"; [M +
H>DOJ" [M + HD,O]" a [M + D3;0]" coz dale potvrdilo vznik reakéniho produktu alkynu a
vody (obrazek 17 c). Porovnanim fragmentacniho spektra reakéniho produktu I-tetradecynu
se standardy 2-tetradekanonu a tetradekanalu se ukazalo, Ze se jedna o adici vody na alkyn
dle Markovnika a ve zdroji vznikd odpovidajici 2-methylketon (obrazek 17 d-f). U
oteviené¢ho zdroje je tedy nebezpeci vzniku necekanych produktid reakce ve zdroji, které
muizou vést k faleSn¢ pozitivnim vysledkiim a je potfebné si davat pozor pfi interpretaci
spekter z otevieného zdroje.
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Obrazek 17: APCI+ hmotnostni spektrum tetradec-1-ynu v hexanu v uzavieném zdroji (a) v otevieném zdroji
(b) a votevieném zdroji s pfivodem pary tézké vody do ioniza¢ni oblasti (¢). CID MS/MS fragmentacni
spektrum iontu 213 z obrazku 17b (d), tetradekan-2-onu (e) a tetradekanalu (f). HvézdiC¢ky ve spektru 24f
odpovidaji sérii fragmentt CyH(20+1yO", kterd nebyla pozorovana ani u ketonu, ani u reakéniho produtku vody a
alkynu.

4.1.5. Rozdily v ionizaci v negativnim médu

V negativnim modu byly testovany nitrolatky, které mohou podstupovat jak elektronovy
zachyt, tak deprotonaci. Kyseliny pikrovd a 5-nitro-2-hydroxysalicylova obsahuji
nitroskupiny jez ochotné zachycuji elektrony a zaroven maji kysely vodik, ktery se snadno
odstépi. Hlavnim rozdilem ve spektrech obou kyselin byla vyrazna ptfitomnost iontu [M —
17]” v uzavieném zdroji, ktery vznikal disociativnim elektronovym zachytem. V otevieném
zdroji byla jeho tvorba potlacena, takze ve spektru kyseliny 5-nitro-2-hydroxysalicylové
nebyl ion [M — 17] ani pozorovan (obrazek 18 a-d). Potlaceni elektronového zachytu lze
vysvétlit pfitomnosti molekul s pozitivni elektronovou afinitou, které zachytavaji elektrony
generované v APCI a elektrony se proto nedostanou k molekulam analytu.
Nejpravdépodobnéji se jedna o kyslik, ktery ma pozitivni elektronovou afinitu[30] a je hojné
zastoupen v atmosféfe. Stejny efekt byl pozorovan, kdyz byla kyselina pikrova analyzovana
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v chloroformu v uzavieném zdroji (obrazek 18 e). Chloroform s pozitivni elektronovou
afinitou vychytal vétsinu elektroni v APCI zdroji a ve spektru byly pozorovany vyhradné
produkty deprotonace. Chloroform mé¢l tedy obdobny efekt, jako molekularni kyslik.
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Obrazek 18: APCI- hmotnostni spektrum kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové v methanolu (a,b), a kyseliny
pikrové v methanolu (c,d) v uzavieném zdroji (a,c) a otevieném zdroji (b,d). APCI- hmotnostni spektrum
kyseliny pikrové v chloroformu v uzavieném zdroji (e).

Kyslik v ioniza¢ni oblasti oteviené¢ho zdroje mél za nasledek 1 dalsi pozorované jevy. Hassan
et al pozoroval v zdroji HePI (helium plasma ionization) zvySenou tvorbu iontti [M — 2H] u
fenolickych latek a pfipisoval je pfitomnosti kysliku[191]. Testovali jsme tedy vliv
pfitomnosti krytu na ionizaci p-nitrofenolu. K jeho ionizaci byla pouzita vysokéa koncentrace
(1 mg/ml) a pfesto v uzavieném zdroji vykazoval slaby signal, pfevazné iontu [M — H]"
(obrazek 19a) V otevieném zdroji byl jeho signdl mnohem vétsi a prevazovaly ionty [M —
2H]™ (obrazek 19b), jak bylo pozorovano v HePI. Abychom potvrdili kyslik jako molekulu
odpovédnou za pozorovany jev, pouzil se jako nebuliza¢ni plyn stlateny vzduch v uzavieném
zdroji (obrazek 19c¢). Hmotnostni spektrum vypadalo velmi podobné jako to z oteviené¢ho
zdroje, ¢imz se potvrdila role kysliku pfi mechanizmu tvorby ionti [M — 2H]".

46



© 1072 HO
1004 d O
S 75 NH
= _
= [M—=H]
c 50 108.2
=
T 25
[h]
© 9 - .
90 100 110 120
m/z
M= 1" HO
8 108.2
100 b \CL
O NH
z 751 2
Z 50 M- 2H]®
= 107.2
T 25-
)]
D: 0 T T 1
90 100 110 120
m/z
-9
[M - 2H]
@ HO
p 107.2
n100{C ©\
o) NH
z 75- 2
c 50
>
m 251
[}
x 0 T T 1
90 100 110 120
m/z

Obrazek 19: APCI- hmotnostni spektrum p-nitroanilnu v otevieném zdroji (a), v uzavieném zdroji s dusikem
jako nebulizaénim plynem (b) a v uzavieném zdroji se syntetickym vzduchem jako nebuliza¢nim plynem (c).

4.1.6. Rozsah fragmentace v oteviené a uzaviené konfiguraci

Pti porovnani spekter trielaidinu byla pozorovand mensi fragmentace v otevieném zdroji nez
v uzavieném (obrazek 20 a,b). Jednim z moznych vysvétleni byl rozdil teplot proudu plynu
vychazejiciho z APCI sondy, pficemz v ptipad¢ otevieného zdroje dochéazelo k vétSimu
zchlazeni plynu a nasledné sniZeni energie zplynénych molekul trielaidinu. NiZ§i energie pak
vyustila v mens$i fragmentaci trielaidinu v otevieném zdroji. Naopak, u uzaviené¢ho zdroje
mohlo dochézet ke zvySovani teploty vnititku v disledku zahtivani kovového krytu APCI
sondou. Pro studium rozsahu fragmentace v obou konfiguracich se pouzila fragmentace
indukovand ve zdroji a jako modelovd molekula byl vybran TEMPO, protoze tvofi
zanedbatelné mnozstvi fragmentl na rozdil od trielaidinu. Fragmentace byla vétsi u
uzavieného zdroje pii pouziti vSech fragmentacnich energii (obrazek 20c). Také byly
proméfeny teploty proudu plynu v uzavieném a otevieném zdroji a byl zjistén rozdil asi 40
°C (130 °C pro otevieny a 170 °C pro uzavieny). Snizend fragmentace je dulezita u
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kvantitativnich analyz, protoze pii rozsahlé¢ fragmentaci se snizuje citlivost detekce
molekulového aduktu. Z tohoto pohledu je vyhodnéjsi otevieny zdroj.
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Obrazek 20: APCI+ hmotnostni spektrum trielaidinu v uzavieném (a) a otevieném zdroji (b). Diagram
znazornujici relativni zastoupeni matefského a fragmentacnich iontli v zavislosti na in-source fragmentacni
energii (c). Prazdné symboly predstavuji data z uzavieného zdroje, plné symboly z otevieného zdroje. Ctverec
predstavuje relativni intenzity iontu m/z 157 [M + H]", krouzek pfedstavuje relativni intenzity iontu m/z 142 [M
+ H — CH3'T", a trojihelnik piedstavuje relativni intenzity iontu m/z 109 [M + H — CH3 — NH,OH]".

4.1.7. Shrnuti k oteviené a uzaviené konfiguraci

Rozdily v oteviené a uzaviené konstrukci se ukazaly byt zna¢né v pozitivnim i negativnim
modu. Obecné se u oteviené konstrukce jednalo o potlaceni radikalovych reakci. Zaroven
v pozitivnim moddu doSlo ke zvySeni protonace v otevieném zdroji diky vodni pafe ze
vzduchu, ktera byla v uzavieném zdroji po uréitém case (asi 30 minut) z velké Casti
vyfoukéana pry¢ a prakticky neptfitomna. V ptipad¢ alkynli byl dokonce v otevieném zdroji
pozorovan reak¢éni produkt [M + H3O]" ktery tim daval fale$né pozitivni vysledek pro
slou€eninu, kterd se v analyzovaném roztoku nevyskytovala a vznikala reakcemi v zdroji.
Z téchto divodil je velice dulezité posoudit, jakou konfiguraci mé zdroj mit. Uzaviena
konfigurace se jevi byt lepsi alternativou, protoze je u ni mozné mnohem lip kontrolovat
podminky ionizace pfidanim Zadanych aditiv do mobilni faze nebo nebuliza¢niho plynu.
Oteviena konfigurace tuto mozZnost nema a ionizace je ponechina napospas aktuilnimu
slozeni vzduchu, které se miize ménit s Casem, nebo miZze byt v kazdé laboratofi jiné
(naptiklad vlhkost vzduchu, kontaminanty ve formé¢ molekul rozpoustédel atd.). Na druhé
stran¢ se v otevieném zdroji vyskytovala mnohem niz§i fragmentace, coz by mohlo
pfedstavovat vyhodu pfi analyze termolabilnich latek. Ob& konfigurace tedy maji vyhody a
nevyhody. U obou konstrukei (z velké ¢asti u uzavien¢ho) ale byly pii vysSich teplotach a pfi
pouziti rozpoustédel s niz§Sim bodem varu (napi. chloroformu a sirouhliku) pozorovany velké
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nepravidelné zmény intenzity signalu. Zptsobovalo to nepravidelné odpafovani rozpoustédla
v kapilafre uvnitt komer¢ni APCI sondy v disledku relativné vysoké teploty vzhledem na
maly prutok kapaliny. Komer¢ni zdroj ma tedy omezené pouziti v APCI pii nizkych
pratocich.

4.2 Experimentalni iontové zdroje

Komer¢ni zdroj pro APCI pouzity pro testovani chemickych procest pfi ionizaci nefungoval
pii nizkych pratokovych rychlostech vzorku optimaln€. Tento zdroj byl navrzen a je
vyrobcem specifikovan pro vyrazné vyssi prutoky (100 — 2000 pl/min). Protoze neexistuje
komercné dostupna verze nizkopriatokového APCI, pokusili jsme se navrhnout a otestovat
nékolik variant takového zdroje. Ve vSech pfipadech byl iontovy zdroj feSen jako otevieny
(bez ochranného krytu). Zdroje se od sebe liSily zejména zpisobem rozprasovani vzorku, tj.
konstrukci zmlzovacde (jinak téz sprejeru). Postupné byly testovany 3 konstrukéné rizné
zmlZovace, které budou popsany v nésledujicich kapitolach.

4.2.1. APCI zdroj na bazi otevieného trubicového zmlzovace

Navrzeny trubicovy zmlzova¢ byl jednoduchou miniaturizovanou verzi komer¢nich
zmlzovact pouzivanych v APCI. Sestaval z odporové vyhiivané kfemenné nebo korundové
trubice, do které byl zavadén nebulizacni plyn a v jejimz stfedu byla koncentricky umisténa
kifemenna kapilara pro ptivod kapalného vzorku. Zdroj byl do jist¢ miry konstrukéné
podobny APCI zdroji pro submikrolitrové pratoky, ktery byl vytvoreny Nyholmem et
al.[186]. Nov€ navrZzeny zmlzovac byl urcen pro pritokové rychlosti vzorku 1 - 10 pl/min a
jeho konstrukce byla vedena snahou o co nejjednodussi feseni, snadno realizovatelné v bézné
laboratofi z béZn¢ dostupnych Sroubeni a dalSich komponent. Motivaci byla rovné€Z moznost
ovliviiovani vlastnosti topené zony, ¢imz by se vyfeSilo pifehfivani kapaliny znamé
z komer¢nich APCI zdrojl pii pouZivani nizkych pratoki kapaliny, jak bylo zminéno vysSe.
Nejdiiv se optimalizovaly parametry geometrie zmlZzovace a poté dalSi parametry (jako
napiiklad pritok plynu, pritok vzorku, stabilita signalu atd.). Nakonec byl zdroj s trubicovym
zmlZovacem otestovan za podminek HPLC/MS.

4.2.1.1.  Hledani optimdalni konstrukce

Obecna konstrukce (obrazek 21) byla zalozena na trubici (kfemenné nebo korundoveé)
s odporovym vyhfivanim na konci a koncentricky umisténou kiemennou kapilarou uvnitf.
Z konce trubice (asi poslednich 3 cm) byla odstranéna polyamidova vrstva, protoze pii
zahtivani by se zni mohly uvoliovat nezddouci latky. Koncentrickd poloha kfemenné
kapilary byla zabezpecenda pomoci spiraly z tenkého kovového dratu (o primeéru 0,4 mm)
vlozené uvnitf trubice. Kiemenna kapilara (vnéj$i pramér 375 pm, vnitini primér 25 pm)
centrovana kovovou spirdlou prochazela skrz nizkotlaky polyether ether ketonovy (PEEK-
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ovy) kiiz, ke kterému byla také pfipevnéna kiemennd nebo korundova trubice pomoci 1/8
palcového Sroubeni. Dalsi otvor kiize slouzil k ptivodu nebuliza¢niho plynu (dusiku). Pritok
dusiku byl regulovan pomoci regulatoru pratoku plynu (GFCS mass-flow controller, Aalborg,
Orangeburg, NY, USA). Ctvrty otvor kiize byl zaslepeny a ptipraveny k piipadnému
zavadéni dopantu.

Prvni testovani bylo zamétfeno na vybér trubice. Intenzita signalu byla porovndna u dvou
trubic, kiemenné o vnéjSim pruméru 3,0 mm a vnitinim praméru 1,5 mm; a korundové o
vnéj$im priméru 2,2 mm a vnitinim praméru 1,3 mm. U korundové trubice se zaznamenal
vyssi signal, pravdépodobné diky mensi tloust’ce plasté trubice a diky lepSim tepelné-
vodivostnim vlastnostem korundu. Tepelna vodivost pouzitého kiemenného skla pii 20 °C je
1,4 W m™' K (cit. [192]) a korundu 41,9 W m™' K !(cit. [193]). Proto se v dalsich
experimentech pouzivala korundova trubice.

Dal$im studovanym parametrem byla délka kfemenné kapilary uvniti vnéjs$i korundové
trubice. Porovnali jsme dvé uspofadani — v prvnim piipadé byla vnitini kiemennd trubice
stejn¢ dlouhd jako vné&j$i korundovy plast, ve druhém piipadé byla kratsi, pficemz jeji usti
koncilo pted casti vnéjsiho plasté vyhtivaného odporovym topenim (viz obr. 20b). V prvnim
ptipade¢, tj. kdyz prechazela skrz topeni, se Casto ucpavala tepelné degradovanymi analyty a
byl pozorovan nestabilni signdl, zfejmé v disledku vznikajicich bublin plynu uvnitt kapilary.
Ve druhém piipad¢, tj. pfi umisténi konce kapilary v dostatecné vzdalenosti od topeni tyto
problémy nebyly pozorovany. Nemohla se ale umistit pfili§ daleko od topeni, protoze pak se
na konci kapilary tvofila kapka a nedochézelo k dostatecnému odpatovani. Nové umisténi
kapilary tedy teSilo problém, ktery byl pozorovan i v komerénim APCI pii pouZziti nizkych
pritokt kapaliny. U néj nedochdzelo k ucpavani kapilary, ale byl pozorovan nestabilni signél
analytl v disledku prehiivani ptfivadéné kapaliny. V komerénim APCI neni moZné tento
problém odstranit snizenim teploty, protoze by doslo k nedostatecnému odpatovani analytd
s vysokym bodem varu. Pro ptimé piivadéni vzorku je proto otevieny trubicovy zmlzovac
lepsi alternativou nez komeréni APCI zdroj.
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Obrazek 21: Fotografie otevieného trubicového zmlzovace (a), a jeho schematické znazornéni s popisem (b).
4.2.1.2.  Charakteristika signalu

Pti testovani APCI s trubicovym zmlZovacem bylo zjisténo, Ze stabilita signalu zavisi na
proudéni vzduchu v laboratofi, které je ovlivnéno klimatizaci nebo prudkym otevirdnim
dvefi. To byla zfejmad nevyhoda oteviené konstrukce zdroje (absence krytu). Po vypnuti
klimatizace byl u akridinu (50 pmol/l v acetonitrilu) dosazen stabilni signal, ktery mél za
podminek vykonu topeni 10,5 W, pratoku nebulizacniho plynu 220 ml/min a pratoku vzorku
1,0 pl/min hodnotu relativni smérodatné odchylky (RSD) 7,5 % (obrazek 22).
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Obrazek 22: Signal akridinu v acetonitrilu (50 pmol/l) o prittoku vzorku 1,0 pl/min. Pritok nebuliza¢niho plynu
byl 220 ml/min a vykon topeni byl 10,5 W.

4.2.1.3. Porovnani otevieného trubicového zmlZovace s komercnim APCI
zdrojem

Intenzita signalu akridinu se ménila s pratokovou rychlosti vzorku. To znamena, ze stejné
jako APCI o vysokych pritocich a nano-ESI[182] je i APCI zdroj s trubicovym zmlzovacem
hmotnostné-citlivym detektorem. Takové detektory reaguji na zménu hmotnostniho toku, na
rozdil od koncentra¢né-citlivych detektort, které reaguji na zmény koncentrace analytu v
roztoku. Pro porovnani citlivosti konven¢niho vysokopritokového APCI s nizkopritokovym
APCI s trubicovym zmlzovacem byly prométeny kalibracni zavislosti, které byly vyjadieny
zavislosti intenzity signalu na hmotnostnim toku analytu. K méfeni byly pouzity roztoky
akridinu 6,2 pmol/l — 3,0 mmol/l pfi priatoku 3 pl/min pro zdroj s trubicovym zmlzovacem a
0,04 — 12,0 umol/1 pti prutoku 500 pl/min pro konvenéni zdroj, pfi¢emz hmotnostni tok byl
v obou zdrojich v danych rozsazich ptiblizné stejny.

Z obrazku 23 je vidét, ze komeréni APCI poskytuje vétsi signal. U otevieného trubicového
zmlzovace byl vSak mnohem men$i Sum nez v pfipadé¢ komercniho APCI, proto se mez
detekce snizila 17-krat (tabulka 4). Komercni zdroj m4 mensi dynamicky rozsah i linearni
dynamicky rozsah oproti otevienému trubicovému zmlZzovaci.
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Obrazek 23: Kalibraéni kiivka akridinu v otevieném trubicovém zmlzovaci (a) a jeji linearni ¢ast (b), kalibra¢ni
ktivka akridinu v komerénim APCI zdroji (c) a jeji linearni ¢ast (d). U trubicového zmlzovace byl pritok
nebuliza¢niho plynu 180 ml/min a vykon topeni 9,3 W.

Tabulka 4: Parametry kalibra¢ni zavislosti pro akridin v komerénim APCI zdroji a v trubicovém zmlZovaci.
LOD se vypocetlo jako trojnasobna hodnota signalu Sumu s m/z nejbliz k m/z 180.1 (protonovany akridin)
vydélena smérnici linedrni ¢asti kalibra¢ni piimky.

Iontovy zdroj LOD Dynamicky rozsah | Linedrni dynamicky
(fmol/s) | (pmol/s) rozsah (pmol/s)

Komercni APCI 170 0,17 az> 40 0,17-5

Otevieny trubicovy zmlzova¢ | 10 0,01 az> 150 0,01-20

Po meéfeni vzorki byl vSak cCasto pozorovan pamétovy efekt a pii pouziti vysokych
koncentraci nebo dlouhého méteni bylo nutné zmlzovac rozebrat a vnéjsi korundovou trubici
umyt v rozpoustédle. Teplota generovana odporovym dratem pii vykonu do 10,5 W a pfi
pritoku nebuliza¢niho plynu do 220 ml/min zfejmé nepostacovala k dostate¢né desorpci
malo t€kavych analytll z konce trubice, pfipadné pienos tepla pres trubici nebyl dostate¢né
efektivni. Pouzit vyssi teplotu pfi stejném pratoku nebuliza¢niho plynu nebylo mozné,
protoze by mohlo dojit k pfepaleni odporového dratu topeni.

Aby se porovnala ionizace ve zdroji s otevienym trubicovym zmlzovadem s ionizaci
v komerénim APCI zdroji, byly v nich proméfeny ¢tyfi analyty: v pozitivnim mddu reserpin
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v acetonitrilu (50 pmol/l, obrazek 24a,b) a cholesterol v toluenu (260 umol/l, obrazek 24c,d)
a v negativnim modu kyselina citronova v methanolu (500 pmol/l, obrazek 24e,f) a kyselina
5-nitro-2-hydroxybenzoova v methanolu (500 pumol/l, obrazek 24g,h). Pritok mobilni faze
byl u oteviené¢ho trubicového zmlzovace 3 pl/min (pozitivni mod) a 5 pl/min (negativni
mod), zatimco u komeréniho APCI zdroje byl vzdy 500 pl/min. Jak je vidét na obrazku 24, u
reserpinu a kyseliny citronové nebyl pozorovan zadny rozdil v ionizaci. U reserpinu
dochéazelo v obou zdrojich k protonaci, zatimco u kyseliny citronové dochéazelo v obou
zdrojich k deprotonaci. Cholesterol v toluenu se také v obou zdrojich protonoval, nejcastéji
s naslednou neutralni ztratou vody za vzniku iontu [M + H — HxO]" (m/Zz 369,3),
V komerénim APCI zdroji se kromé toho tvofil radikalkation cholesterolu, [M]™ (m/z 386,2),
ktery v otevieném trubicovém zmlzovaci nebyl pozorovan. Vyplyva to z oteviené
konfigurace otevien¢ho trubicového zmlzovace, v kterém pievazila protonace diky
difundovani molekul vody z atmosféry. Toto pozorovani koreluje s vysledky z kapitoly 4.1.4.
U kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové byl v komercnim APCI kromé deprotonace
pozorovan ion [M — OH]", ktery se ve spektru z otevieného trubicového zmlzovace
nevyskytoval. Pficina tohoto jevu je vysvétlena v kapitole 4.1.5.
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Obrazek 24: APCI+ hmotnostni spektrum reserpinu v acetonitrilu (a,b), cholesterolu v toluenu (c,d), APCI-
kyseliny citronové v methanolu (e,f) a kyseliny 5-nitro-2-hydroxybenzoové v methanolu (g,h) méfené
v otevieném trubicovém zmlzovaci (a,c,e,g) a v komerénim APCI zdroji (b,d,fh).

4.2.1.4.
zmlzZovacem

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s otevirenym trubicovym

MozZnost spojeni HPLC s MS prostfednictvim trubicového zmlZovade byla otestovana
pro kolonu Zorbax XDB-C18 (0,5 mm vnitini primér x 150 mm délka, velikost ¢astic 3,5
um) od firmy Agilent. Jako analyt se pouzil akridin. Pritok mobilni faze byl 10 ul/min, Pik
akridinu byl Siroky a chvostoval (obrazek 25), coz bylo vysvétleno pamétovym efektem. Jak
je popséano vyse, pametovy efekt souvisel se zachytdvanim analytu na vnitinich sténach té
¢asti trubice, kolem které bylo omotané topeni. Analyty se poté ze stén postupné uvoliiovaly
a trvalo n€kolik minut, nez se analyt zcela vyplachnul. Pfi projevech pamétového efektu
(pozorovani signalu akridinu po dobu nékolik minut pfi ptivadéni €istého rozpoustédla) byla
trubice preplachnuta acetonitrilem a vysledny roztok byl analyzovan v komer¢nim APCI
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zdroji. Signal akridinu byl pozorovan ve spektru, coz dokazuje spravnost hypotézy ptivodu
pamétového efektu.
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Obrazek 25: Chromatogram akridinu v otevieném trubicovém zmlzovaci (a), a odpovidajici hmotnostni
spektrum (b).

4.2.1.5. Shrnuti — otevieny trubicovy zmlzovac

Otevieny trubicovy zmlzova¢ ma jednoduchou a levnou konstrukei, kterou lze rychle a
jednoduse poskladat. Hodi se zejména pro kvalitativni studie vzorkli s pfimym nastiikem a
pro studium ioniza¢nich reakci v APCI. Zaroveit ma tento zdroj vyhody nizkopritokového
zdroje — nizké spotteba vzorku a rozpoustédel. Jeho spojeni s chromatografickymi metodami
ale neni vhodné kvuli pamétovym efektim a velkému chvostovani pikd, které bylo
pozorovano jiz u Nyholm et al[186] a nepomohlo ani pouziti vysSich pritokti mobilni faze.
Problém by se mohl vyfesit lepSim systémem vyhtivani, ktery by rychle odpafil zmlZzeny
vzorek tak, aby nedoSlo k depozici analytl na sténach vnéjsi trubice.

4.2.2. APCI na bazi mikrocCipu
4.2.2.1.  Porovnani detekce v mikrocipovém a komercnim APCI zdroji

Mikro¢ip ve spojeni s APCI byl poprvé piedstaven v publikaci Ostmanem[194] et al v roce
2004. Podobn¢ jako u zdroje s otevienym trubicovym zmlzova¢em byly 1 parametry detekce
zdroje s mikro€ipem porovnany s parametry komeréniho APCI zdroje. Jako analyt byl
pouzity methyloleat rozpustény v toluenu. Do mikroc¢ipového zdroje byly piivadény
jednotlivé kalibraéni roztoky o koncentracich 0,03-500 pg/ml pritokovou rychlosti 5 pl/min.
U komeréniho APCI zdroje byl pouzity pratok 100 pl/min a kalibra¢ni standardy o stejnych
koncentracich

(0,03-500 pg/ml) byly nastiiknuty pomoci velkoobjemové (20 ul) smycky, aby se vzdy
vytvorily dostate¢né Siroké zony signalu kalibracnich roztokl. Intenzita z platdé se poté
pouzila pro sestrojeni kalibracni pfimky. Pro konstrukci kalibra¢nich zévislosti se pouzil
hmotnostni prutok (jelikoZz se jednd o hmotnostné-citlivy detektor) a také koncentrace (pro
porovnani).
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Mikroc¢ipovy APCI zdroj se pfi této metodice ukdzal jako mnohem citlivéjsi zdroj s mensim
LOD a vétsim dynamickym i linedrnim dynamickym rozsahem nez komeréni APCI zdroj
(tabulka 5). Jelikoz se k porovnani obou zdrojii pouzil jiny analyt a jiny pratok vzorku
v komerénim APCI nez v pfipadé porovnani otevien¢ho trubicového zmlzovace, nelze
vysledky z téchto zdroji porovnat. V obou piipadech je vSak ziejmé, ze pii zvolenych
podminkach se u analytd dosahuje mensi limit detekce v miniaturizovaném zdroji nez v
komerénim zdroji.

Tabulka 5: Parametry kalibracni zavislosti pro methyloleat v komerénim APCI zdroji a v mikro¢ipovém APCI
zdroji. Hodnota LOD se vypocetla jako trojnasobek signalu Sumu z m/z 297,3 ziskané¢ho v toluenu vydéleny
smérnici linedrni ¢asti kalibracni pfimky.

Iontovy zdroj LOD LOD Dynamicky rozsah | Linearni dynamicky
(fmol/s) | (nmol/ml) | (nmol/ml) rozsah (nmol/ml)

Komeréni APCI 1550 0,93 0,62—-843 0,62-15

Mikroc¢ipové APCI | 20 0,19 0,13-1986 0,13-116

Dalsi porovnani mikro¢ipového APCI zdroje s komerénim APCI zdrojem se uskutecnilo pro
methyllinoledt rozpustény ve sméesi methanol:chloroform v poméru 3:1. Koncentrace roztoki
methyllinoledtu se pohybovala v rozmezi 1-10000 pg/ml. Tentokrat se méfeni neprovadelo
pfimou infuzi, ale nastfikem analytu do smycky a analyzou vysek a ploch pikt. Signal se
zaznamenaval v médu monitorovani jedné reakce (SRM), aby se snizil dopad signalu Sumu
na kalibraci. Byl pouzity fragmentaéni prechod m/z 295,2 > 263,2 pti normalizované kolizni
energii 30 %. Hodnota signalu Sumu a nasledné¢ LOD byly urceny z parametra pika blanku,
kterym byla ¢istda smés rozpoustédel methanol:chloroform v poméru 3:1. Pritok v obou
zdrojich byl stejny, 10,0 pul/min.

Mikro€ipovy zdroj se 1 v tomto piipadé ukéazal jako zdroj s niz8i mezi detekce (tabulka 6).
Linearni dynamicky rozsah neni ohrani¢en v hornich hodnotach koncentrace, protoZe
linearita platila i pro nejkoncentrovanéjsi pouZzité vzorky u obou zdrojl. Z toho diivodu nelze
urcit, jestli ma mikroCip Sir§i linedrni dynamicky rozsah neZ komeréni APCI. V nizkych
hodnotach koncentraci je ale linearni dynamicky rozsah ohrani¢en hodnotou LOD, a proto
ma mikrocCip hranici linearniho dynamického rozsahu v nizsich koncentracich nez komer¢ni
APCI zdroj. Z tohoto diivodu se mikro¢ipovy zdroj jevi jako leps$i alternativa nez komercni
APCI zdroj.
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Tabulka 6: Parametry kalibracni zavislosti pro methyllinoleat v komerénim APCI zdroji a v mikroCipovém
APCI zdroji.

Iontovy zdroj LOD Linearni dynamicky rozsah | R?
(ug/ml)

Komer¢ni APCI 3,45 3,45 pg/ml az > 10 mg/ml 0,9985

Mikrocipové APCI | 0,42 0,42 pg/ml az> 25 mg/ml | 0,9991

Tvary pikii pouzitych ke kalibraci jsou témét Gaussovské u obou zdrojii (obrazek 26). U
mikro¢ipového zdroje nebylo pozorovano chvostovani v porovnani s otevienym trubicovym
zmlzovacem. Na rozdil od otevieného trubicového zmlzovace je tedy mikroCipovy APCI
zdroj Iépe pouzitelny jako rozhrani v LC/MS.
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Obrazek 26: Pik methyllinoleatu v komerénim APCI zdroji (a) a v mikro¢ipovém APCI zdroji (b) pfi
koncentraci 31,25 pg/ml.

4.2.2.2.  Porovnani konstrukce mikrocipového zdroje s otevienym trubicovym
zmlzovacem

Oproti otevienému trubicovému zmlZova¢i ma pevné danou konstrukci, kterou nelze ménit.
Vyhodou toho je reprodukovatelnost meétfeni, nevyhodou mald flexibilita konstrukce
(naptiklad nelze zménit velkost vyhiivané zony, polohu kapilary v mikroCipu, pramér
kanalkli v mikroc¢ipu apod.). Také z toho vyplyva, Zze po poruSeni nékteré ¢asti neni mozné
mikro€ip opravit. Na druhé strané¢ méa mikroc¢ipovy APCI zdroj potencial byt rozhranim pro
spojeni LC/MS, protoze poskytuje izké piky bez chvostovani a nejsou pozorovany pamétové
efekty[ 188], jako v ptfipad¢€ otevieného trubicového zmlzovace.

V obou zdrojich je kapalny vzorek ptivadén kiemennou kapilarou. V ptipadé¢ mikroc¢ipu
kapilara usti do kanalku tvaru polovi¢ni elipsy zfezané podél velké osy s délkou hlavni osy
pfiblizné

900 pum a vedlejsi osy 460 um, ktery prochazi skrz mikrocip. Principidlnim rozdilem mezi
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obéma zdroji je umisténi topeni, které je v pfipadé mikroCipu umisténo podél kanalku
urcené¢ho pro ptivod kapaliny v celé jeho délce. Kromé toho topeni také vede podél kanalku
piivadéjiciho nebulizacni plyn, ¢imz se nebulizacni plyn ohifiva jesté pted zmlzenim vzorku.
U oteviené¢ho trubicového zmlzovace je topeni umisténo tésn¢ za ustim kiemenné kapilary
privadéjici kapalny vzorek, takze se kapalny vzorek i nebuliza¢ni plyn ohfivaji az pfi Gsti
kiemenné kapilary. Céste¢né se tim piedejde ucpani kiemenné kapilary privadgjici kapalny
vzorek, které bylo pozorovano u mikroc€ipu.

42.3. GDVN-APCI zdroj

GDVN zmlzovac¢ byl pivodné vyvinuty jako velmi ucinny generator uzkého kapkového
spreje [151],[195] urceného k vyuziti naptiklad pro pokryvani materiali, mikroenkapsulace,
tvorbu vysoce kvalitnich vlaken atd. Jako zmlzova¢ pro hmotnostni spektrometrii byl popré
pouzity v nasi laboratofi, a to v nizkopritokovém APCI zdroji (GDVN-APCI zdroj). Diky
tomu, ze kapalina v GDVN nepftichazi do styku s vnitinimi sténami zmlzovace, nedochéazelo
u tohoto zmlzovace k ucpavani kapilar. Byl tedy vhodnym kandidatem pro vyuziti v APCI
zdroji. Novy APCI zdroj na bazi GDVN byl sestaven ze tii hlavnich ¢asti: GDVN zmlZovace,
topeni k odpafeni kapek spreje a korénové jehly. V porovnani se zdrojem s otevienym
trubicovym zmlzovac¢em a mikro¢ipovym zdrojem mé¢l GDVN-APCI zdroj vyhodu v tom, Ze
vyhfivana zéna nebyla soucéasti zmlzovace. Z kapalného vzorku se v GDVN vytvoril
fokusovany proud malych kapicek. Rozpoustédlo se z kapicek odpatilo az v dal§im prvku
zdroje, vyhifivané kiemenné trubici.

4.2.3.1. Vyroba GDVN zmlZovace

Vnéjsi cast zmlzovace GDVN (obrazek 4) byla tvotfena sklenénou trubici, jejiz jeden konec
byl upraven tak, aby vznikl otvor o priméru nékolika desitek mikrometrti. Toho lze docilit
kontrolovanym tavenim konce trubice v plamenu. Muselo se zajistit, aby byl otvor kruhového
tvaru a aby byl symetricky umistén v rdmci konce trubice (jinymi slovy, aby sprej sprejoval
rovné, a ne do strany). K jeho vyrobé byly pouzity borosilikdtové kapilary uréeny pro
bodotavek (vnitini pramér 1,15 mm, vnéjsi primér 1,55 mm), z které¢ho byla odfiznuta
zaslependa ¢ast. Takto upravena trubika byla upevnéna do skli¢idla akumulatorové vrtacky
ASE 18-2G a za otaceni ptiblizné 1-10 otacek za sekundu byla vlozena na 2 — 4 sekundy do
sttedu plamene lihového kahanu. Otaceni trubicky zajistilo rovnomérnou distribuci tepla a
mélo za nésledek lepsi tvar otvorti (centrované a kruhové otvory), nez kdyz se trubice pouze
staticky vlozila do plamene. Plamen kahanu byl chranén sklenénou trubici proti privanu,
ktery né€kdy plamenem hybal. Vytvotend sklenénd trubice (dile oznacovana jako ,,GDVN
trubice*), méla tvar, ktery je na obrdzku 27a. Vnitini prostor GDVN trubice se sigmoidné
zuzoval k sprejovacimu otvoru s inflexnim bodem pftiblizné¢ 400 um od sprejovaciho otvoru.
Sprejovaci otvor mél primér 0,1 az 0,4 mm. Pro vyrobu GDVN zmlzovace byly pouzity
GDVN trubice se sprejovacimi praméry v rozsahu 0,2 az 0,3 mm. V dalSim kroku vyroby
zmlzovace byl asi 3 mm pied sprejovaci otvor do GDVN trubice vloZen kovovy centrovaci
prvek (fotografie na obrazku 27a, technické nakresy na obrazku 27b-c). Centrovaci prvek byl
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zhotoven ve Vyvojovém centru UOCHB a jeho otvor mél piesny rozmér, aby skrze ného
prosla kfemenna kapilara o vnéjSim prioméru 360 um.
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Obrazek 27: Fotografie GDVN trubice s kovovym centrovacim prvkem (a), technicky nakres centrovaciho
prvku pii pohledu shora (b) a zboku (c). Ciselné udaje jsou vzdalenosti v mm. Autorem obrazkd 23b a 23c je
Ondrej Paces.

Do GDVN trubice se skrze centrovaci prvek provlékla kapildra zakoncena zbrousenim
ve tvaru kuzele (,,tapered tip* kapilara, vnitini primér 50 um, vné&j$i primér 360 pm). Konec
této kapilary se umistil pfiblizné¢ 150200 pm pied sprejovaci otvor. Do GDVN trubice se
také vlozila kfemenna kapilara (vnitini primér 250 mm, vng&jsi primér 355 mm) piivadejici
nebulizaéni plyn, pfiblizn€ 4 cm od sprejovaciho otvoru z celkové délky GDVN trubice 5,5
cm. Obég kapilary se poté ke GDVN trubici piilepily epoxidovym lepidlem (Pattex Repair
Epoxy, universal) tak, aby byl Upln¢ zality otvor GDVN trubice, kterym ob¢ kapilary
prochazely (je na druhé strané, nez je sprejovaci otvor). GDVN zmlzovac byl timto pfipraven
k testovani (obrazek 28).
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Obrazek 28: Fotografie GDVN zmlzovace s popisem jednotlivych komponent.

4.2.3.2. Charakteristika spreje

Pramér spreje byl nejdiiv zjistovan experimentem, pii kterém byl roztok barviva Coomassie
Brilliant Blue G-250 v methanolu (0,1 mmol/l) sprejovan na filtraéni papir v riznych
vzdalenostech po dobu 30 sekund. Tvar spreje byl poté zrekonstruovan z tvarti a priméra
skvrn na papife (obrazek 29). Pfi sprejovani byl pouzity pritok vzorku 2,0 pl/min, pratok
nebuliza¢niho plynu 100 ml/min a nebylo pouZité zadné topeni.
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Obrazek 29: Tvar spreje zrekonstruovan ze skvrn Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,1 mmol/l v methanolu) na
papife. Podminky: pratok vzorku 2,0 pul/min, pritok nebulizac¢niho plynu 100 ml/min, doba sprejovani 30 s, bez
topeni.

Pro studium velkosti kapek a jejich rychlosti byla pouzita vysokorychlostni kamera VEO 401
(Dantec Dynamics). Veskera méfeni s kamerou a zpracovani vysledkli bylo provedeno doc.
Ing. Zdenkem Charou CSc. Jako kapalina byla pouzitd voda o prutoku 2,0 ul/min. Pro tato
meéfeni byl pouzity GDVN zmlzovaé s otvorem o priméru 232 pum a bylo testovano
sprejovani v tfech riznych pritocich nebuliza¢niho plynu (130, 170 a 210 ml/min). Obraz byl
kamerou zaznamenavan s rychlosti zaznamu 10000 snimki za sekundu. Snimky byly

konvertovany do barev BW (Cerna-bila) a zpracovany v programu MATLAB. Podle tézist
jednotlivych fotek se poskladal obraz putovani kapky v prostoru. Ze zndmych vzdalenosti

61

Sitka spreje (mm)



kapky pii1 dané rychlosti snimani (10000 fotek za sekundu) byla vypocitand rychlost kapky.
Jak je vidét na obrazku 30, kapky si zachovavaly podobnou rychlost minimaln¢ 12 cm od
otvoru spreje. Primérna rychlost kapek se podle ocekavani se zvysujicim pritokem plynu
zvétSovala a rozSifoval se 1 interval rychlosti kapek. Zatimco u pritoku plynu 130 ml/min
mély vSechny kapky velmi podobnou rychlost (pfiblizné¢ kolem 6,5 m/s), v ptipad¢ pratoku
plynu 210 ml/min se rychlosti kapek pohybovaly vrozmezi 10,5 az 12,0 m/s. Pribchy
rychlosti i tvaru kiivek byly podobné i pti pritocich vody 3,0; 4,0 a 5,0 ul/min. U pratoku 1,0
ul/min méla rychlost kapek $irsi distribuci 1 pfi nizsich pratocich plynu.
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Obrazek 30: zavislost rychlosti kapek na vzdalenosti od zdroje spreje. Prutok nebuliza¢niho plynu byl 130
ml/min (a), 170 ml/min (b) a 210 ml/min (c). Dalsi podminky: kapalina voda, pratok kapaliny 2 pl/min, polomér
otvoru spreje 116 pm, pramér tapered tip ktemenné kapilary 50 pm.
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Z rychlosti vyletovani kapek byly pak dopocitiny dalsi parametry, jako je frekvence
vyletovani kapek a jejich velikost. Pro vypocet priméru kapky byly pouzity nasledujici
vzorce:

V.
V==
f

kde V je objem kapky v pl, vp je prutok kapaliny v pl/min a f je frekvence vyletovani kapek
-1
Vs

|4
d=2x3 —

41

kde V je objem kapky v pl a d je prumér kapky v um. Primérné hodnoty velikosti kapek jsou
uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: primér kapek naméfenych za riznych pritokd kapaliny a plynt

Priitok kapaliny Prdmérna velikost kapky (primér v um)
) Pratok plynu 130 Pratok plynu 170 Pratok plynu 210
(l/min) : . .
ml/min ml/min ml/min
1 106,2 85,3 70,4
2 106,8 81,6 69,6
3 105,4 80,5 69,0
4 108,0 81,8 68,4
5 106,7 80,9 69,3

Jak je vidét v tabulce 7, rozdilny pritok kapaliny nemél v testovaném rozsahu vliv na velikost
kapek, rozdily v pritocich plynu ale byly dostatecné velké na to, aby ovlivnili velikost kapky.
I pfi nejveétsim pritoku plynu byly kapky vody vétsi nez typické kapky u ESI. Pii vétSim
pritoku kapaliny (vody) se zformoval vétsi pocet kapek, jejich primérna velikost se vSak
témeéf nezménila, jak je uvedeno v tabulce 7. Ukazuje se tedy, ze pokud by byla jako
rozpoustédlo pouZzitd voda, je potieba upravit GDVN sprej tak, aby vznikaly mensi kapky.
SniZzenim velikosti sprejovaciho otvoru GDVN trubice lze pravdépodobné dosdhnout
generovani menSich kapek, které se budou rychleji odpatovat. Odpaieni kapek je vSak nutné
podpofit pomoci vyhtivaného prvku umisténého za zmlzovacem.

4.2.3.3. Konstrukce GDVN-APCI iontového zdroje

GDVN zmlZova¢ byl ptichycen k plastovému drzaku, ktery byl dal pfichycen k ptirubé s
dvéma ty€emi orientovanymi kolmo na vstup do hmotnostniho spektrometru (stejné jako
v ptipad¢ otevien¢ho trubicového zmlzovace). Pratok dusiku byl regulovan stejné jako
v ptipadé¢ otevieného trubicového zmlzovade regulatorem priatoku plynu (Aalborg,
Orangeburg, NY, USA). Sklenéna GDVN trubice zmlzovace se poté vsunula pfiblizné 2 mm
hluboko do kiemenné trubice (3,0 mm OD; 1,5 mm ID; 1,7 cm dlouhd) s namotanym
odporovym topenim (KanthalTM, 14 zavith omotanych v délce 1,3 cm az po vystupni
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otvorkfemenné trubice) tak, aby konec vnitini kapilary nezasahoval do vyhtivané zény. Za
kifemennou trubici s topenim byla umisténa korénova jehla ve vzdalenosti 0,5 cm od konce
kifemenné trubice 1 od vstupu do MS. Korénova jehla byla ptichycena ke stolku fixovanému
na kovové ty€i na prirubé. Vzajemna poloha jehly, kiemenné trubice a vstupnimu otvoru do
hmotnostniho spektrometru je znadzornéna na obrazku 31.

b Zdroj napéti

- - Epoxidové lepidlo

P Kapalny vzorek

/ Keramicka l
kostka
MS vstup T L/ Y \
/ Odporovy drat

Korénova jehla Nebulizacni plyn
GDVN trubice

Obrazek 31: fotografie GDVN-APCI zdroje (a) schéma GDVN-APCI uspotadani (b).

4.2.3.4. GDVN v APCI zdroji

GDVN-APCI zdroj se pii méteni analytl ukazal jako mnohem lepsi varianta nez otevieny
trubicovy zmlZovac a U€innosti byl porovnatelny s mikro€ipem. Poskytoval stabilni signal,
ucpani kifemenné kapilary nebylo pozorovéano ani jednou a nebyly pozorovany ani pametové
efekty. Bylo to v dasledku generovani uzkého spreje, ktery se nezachytaval po sténach
trubice, na rozdil od otevieného trubicového zmlZovace. Stabilita signalu vyjadiena relativni
smérodatnou odchylkou byla u akridinu pfi pratoku vzorku 1,0 pl/min 16,1 % a pfi pritoku
4,0 ul/min byla ptiblizn€ polovicni, 7,2 % (obrazek 32a,b). Intenzita signalu linealné stoupala
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pracich[188],[183] (0,05 ul/min). Moznost spojeni HPLC s MS pomoci GDVN-APCI zdroje
byla dal testovana v rezimu prutokové injekéni analyzy pifi nastiiku 60 nl roztokt
methyllauratu (2,9 mmol/l) a akridinu (1,0 mmol/l) rozpusténych v acetonitrilu s pouzitim
65D stiikackové pumpy (Teledyne ISCO, Lincoln, NE, USA). Jako mobilni faze se pouzil
acetonitril s 0,1 % kyselinou mravenci. Pfi pratoku 10 pl/min bylo dosazeno tzkych, témér
symetrickych pika (obrazek 32d,e), coz prokazuje vhodnost pouziti GDVN-APCI zdroje pro
spojeni HPLC a MS o nizkych pritocich.
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Obrazek 32: signal akridinu v acetonitrilu méfen pii pratoku 4,0 pl/min (a) a 1,0 ul/min (b), odezva akridinu pfi
ruznych prutocich u pfimého nasttiku (c), 2,9 mmol/l roztok methyllauratu v acetonitrilu s 0,1 % kyselinou
mravenci jako mobilni fazi (d), 1,0 mmol/l roztok akridinu v té¢ samé mobilni fazi (e).

Stabilita a také intenzita signalu byla jesté zvySena, kdyZ se tésné¢ za zmlzova¢ umistila
nerezova sit'ka s velikosti ok 0,1 mm. Cilem tohoto uspofadani inspirovaného pneumatickym
zmlZovacem pro ICP obsahujiciho impaktovou kuli¢ku[147] bylo rozbit kapky na mensi, a
tim zvysit U¢innost desolvatace. Nejdiiv bylo potfebné zbavit vldkna sitky povrchového
filmu jeho vypéalenim nad plamenem. Poté byla sitka umisténa 0,5 mm od GDVN zmlZovace
a 0,6 mm od korénové jehly (obrazek 33).
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Obrazek 33: Schéma zapojeni sitky do GDVN zmlzovace. Vzdalenosti jsou v centimetrech.

Jak je vidét na obrazku 34, signal klesl v okamziku, kdyz se sitka z cesty spreje odstranila.
RSD signalu bylo bez sitky 13,1 %, zatimco se sitkou kleslo na 6,1 %. Byla tedy dosdhnuta
lepsi stabilita signdlu i1 pfi nizsich pratocich (v tomto ptipadé 1,0 pl/min). Bylo to nejspis
zpusobeno tim, ze velké kapky se na sit'ce rozpadly na mensi a malé kapky se poté snadnéji
vypatovaly, podobné jak se to uvadi v [147]. Pamétovy efekt nebyl pozorovéan ani po 30-
minutovém sprejovani pies stejné misto sitky.
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Obrazek 34: Zaznam signalu akridinu v acetonitrilu se sitkou a bez ni. Pratok kapalného vzorku 1 pl/min,
pratok nebulizacniho plynu 130 ml/min, vykon topeni 12,6 W, koncentrace roztoku akridinu v acetonitrilu 100
pmol/l.

Zmlzova¢ GDVN lze snadno opravit, pokud se napiiklad utrhne kapilara piivadéjici
nebulizacni plyn. Drahy, nepoSkozeny tapered tip se da uvolnit od epoxidového lepidla
pinzetou pii zahfivani horkovzduS$nou pistoli nastavenou na optimalni teplotu (pfi moc
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vysoké teploté zCernd polyimidovy povlak tapered tipu). Opravitelnost piedstavuje vyhodu
oproti mikrocCipu.

4.2.3.5. Shrnuti ke GDVN-APCI zdroji

GDVN-APCI zdroj se ukazal jako iontovy zdroj vhodny pro spojeni HPLC/MS. Kromé¢ toho
mél vyhodu, ze se samotny sprej generoval bez zahfivani, proto nedochéazelo k ucpavani
tapered tipu. Vlastnosti GDVN zalezely na velikost sprejovaciho otvoru zmlzovace a na
umisténi tapered tipu uvniti zmlzovace. Vyroba GDVN trubice v plamenu vSak zatim neni
dostatecn¢ reprodukovana. Testovany GDVN-APCI zdroj dokazal detegovat analyty
v rozsahu 0,1 — 10,0 pl/min a ukazal se jako vhodna volba pro spojeni HPLC s MS, pfi které
navic nedochazelo k ucpavani kiemenné kapilary jako v pfipadé mikro€ipového zdroje. Dalsi
vyhodou GDVN zmlZzovace oproti mikro¢ipu bylo, ze pii poruseni nékteré ¢asti bylo mozné
sprej rozebrat a nepoSkozené soucasti pouzit znovu, zatimco u mikro€ipu to nebylo mozné.
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5. Zavér

Diilezitym parametrem v APCI se ukazala byt pfitomnost krytu izolujiciho ionizacni prostor
od laboratorni atmosféry, zejména u nizkopriitokovych zdroji. V zdroji uzavieném krytem se
vytvoftila dusikova atmosféra, v které probihaly vSechny reakce (pienos naboje i protonace) a
ionizace byla pouze zavisla na analytech a pouzitych rozpoustédlech. V oteviené konfiguraci
ale ionizac¢ni prostor nebyl chranény pted slozkami vzduchu, naptiklad kyslikem a vodni
parou. Vodni para zpisobovala v pozitivnim moédu nadmérnou protonaci a kyslik diky své
pozitivni elektronové afinité zachytaval elektrony a zhaSel reakce zahrnujici pfenos ndboje
(elektronovy zachyt) v negativnim moddu. Otevienim zdroje se tedy znemoznily analyzy,
kter¢ vyzadovaly prenos naboje. Kromé toho se ztratila jakakoliv kontrola nad
reprodukovatelnosti analyz (naptiklad kvili kolisani vlhkosti v laboratofi). Na druhé strané
byla v otevieném zdroji pozorovana mensi mira fragmentace, coz by mohlo byt vyhodné pii
analyze termolabilnich latek. U obou konfiguraci (hlavné uzaviené) byl problém udrzet
stabilni signal pfi pouziti teploty typické pro vysoké pratoky vzorku u rozpoustédel s nizkou
teplotou varu (napfiklad chloroformu nebo sirouhliku). Eliminace tohoto fenoménu byla
klicova pii konstrukei nizkopritokovych APCI zdroju.

V diserta¢ni praci byly prostudovany tfi typy zmlzovact pro nizkopritokové APCI zdroje:
otevieny trubicovy, GDVN a mikro¢ipovy zmlzovac, z toho prvni dva byly zkonstruovany
v nasi laboratofi. VSechny tfi zmlzovace fungovaly jako soucast iontového zdroje APCI
spolehlivé (dochdzelo k dostateénému zmlzovani, ionizaci v koronovém vyboji a detekci
iontll). Ani u jednoho zdroje se nepozoroval nestabilni signél, jako v pfipadé¢ komer¢niho
zdroje. APCI na bazi otevieného trubicového zmlzovace se ale ukézal jako nevhodny zdroj
pro spojeni HPLC/MS kvuli vyraznému chvostovani pikd. Jeho levnd a jednoducha
konstrukce byla ale vhodna pro analyzy pfimym nastfikem, nebo studium ionizacnich
otevieného trubicového zmlZovace, na druhé strané€ byly vyuzitelné ve spojeni HPLC/MS. Pii
posSkozeni nékteré ¢asti GDVN-APCI zdroje se navic jeho nepoSkozené €asti, na rozdil od
mikro€ipu, daly opravit. Kromé toho GDVN-APCI sprejoval ,,za studena* a vzniklé kapky se
odpafovaly az za zmlzovafem, coz zajistilo jeho odolnost vic¢i ucpavani. Jeho vyroba ale
zatim neni reprodukovatelna.
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