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Abstrakt 

Tato diplomová práce se zabývá spojením kapalinové chromatografie s hmotnostně-

spektrometrickou detekcí na bázi mikrofluidního čipu. Nejprve byl sestaven 

miniaturizovaný iontový zdroj pro chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) a 

fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI), jehož hlavní komponentou byl skleněný 

mikrofluidní čip. Byla optimalizována geometrie a pracovní podmínky zdrojů. Jelikož 

oba iontové zdroje pracují za stejných podmínek, byly testovány možné výhody 

kombinovaného zdroje APCI/APPI. Dále byly studovány vlastnosti zdrojů a následně 

byly porovnávány s konvenčními zdroji pracujícími za vysokých průtoků. Zdroj, který 

vykazoval nejlepší vlastnosti, tedy APCI, byl spojen s kapalinovou chromatografií za 

nízkého průtoku. Byla vyvinuta metoda pro separaci methylesterů mastných kyselin 

pomocí standardu Supelco 37 Component FAME Mix. K separaci bylo využito reverzní 

chromatografie na stacionární fázi C18 a mobilní fázi obsahující 0,1 % kyseliny mravenčí 

v acetonitrilu. Pro zrychlení doby analýzy byl použit teplotní gradient. Byl určen limit 

detekce a limit stanovitelnosti čipového mikro-APCI zdroje a byl porovnán s detekcí 

pomocí komerčního zdroje v režimu mikro-APCI. Vyvinutá metoda byla použita 

k separaci methylesterů mastných kyselin ve vzorcích jojobového oleje a oleje z černého 

rybízu. 

Klíčová slova: chemická ionizace za atmosférického tlaku, fotoionizace za 

atmosférického tlaku, methylestery mastných kyselin, mikrofluidní čip 
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Abstract 

This diploma thesis deals with hyphenation of liquid chromatography with mass 

spectrometric detection based on microfluidic chip. Firstly, a miniaturized ion source for 

atmospheric-pressure chemical ionization (APCI), and atmospheric-pressure 

photoionization (APPI) was constructed. The main component of this source was a glass 

microfluidic chip. Geometry and the working conditions of the chip were optimized. 

Since both ion sources work under the same conditions, possible advantages resulting 

from APCI/APPI combination were investigated. Furthermore, the performance 

characteristics of the sources were evaluated, and compared to the conventional high 

flow-rate sources. The best performing source, APCI, was then hyphenated with HPLC 

using low flow-rate. A method for separation of fatty acids methyl esters using Supelco 

37 standard was developed. The separation conditions were as follows: C18 reversed 

stationary phase, and acetonitrile containing 0.1 % formic acids was used as the mobile 

phase. A temperature gradient was used in order to enhance the speed of the separation. 

The limits of detection and quantitation of for selected analytes using the chip micro-

APCI were calculated, and compared to the ones obtained using a commercially available 

micro-APCI source. The method was used for separation of fatty acids methyl esters 

found in transesterified samples of jojoba oil and blackcurrant oil. 

Key words: atmospheric-pressure chemical ionization, atmospheric pressure 

photoionization, fatty acids methyl esters, microfluidic chip 

 

  



6 

 

Obsah 

 

1 Teoretická část ............................................................................................................... 9 

1.1 Úvod ....................................................................................................................... 9 

1.2 Hmotnostní spektrometrie .................................................................................... 10 

1.2.1 Ionizace .......................................................................................................... 10 

1.2.2 Ionizace za atmosférického tlaku .................................................................. 11 

1.2.3 Chemická ionizace za atmosférického tlaku ................................................. 12 

1.2.4 Fotoionizace za atmosférického tlaku ........................................................... 14 

1.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie ........................................................... 16 

1.3.1 Reverzní mód ................................................................................................. 16 

1.3.2 Normální mód ................................................................................................ 17 

1.3.3 Hydrofilní interakční chromatografie ............................................................ 17 

1.4 Lipidy ................................................................................................................... 18 

1.4.1 Lipidomika .................................................................................................... 18 

1.4.2 Mastné kyseliny ............................................................................................. 19 

1.4.3 Separace mastných a esterů ........................................................................... 19 

1.5 Miniaturizace ........................................................................................................ 20 

2 Cíl práce ....................................................................................................................... 21 

3 Experimentální část ..................................................................................................... 22 

3. 1 Chemikálie ........................................................................................................... 22 

3.1.1 Rozpouštědla ................................................................................................. 22 

3.1.2 Standardní roztoky a vzorky .......................................................................... 22 

3.2 Přístrojové vybavení ............................................................................................. 23 

3.3 Uspořádání miniaturizovaného zdroje .................................................................. 24 

3.4. Pracovní podmínky konvenčního zdroje ......................................................... 25 



7 

 

3.5 Optimalizace pracovních parametrů a vhodného rozpouštědla ........................ 25 

3.6 Separace FAMEs .............................................................................................. 26 

3.6 Vlastnosti zdrojů ............................................................................................... 26 

3.7 Značení methylesterů mastných kyselin ........................................................... 27 

3.8 Příprava vzorků ................................................................................................ 27 

4 Diskuze a výsledky ...................................................................................................... 28 

4.1 Optimalizace pracovních parametrů ..................................................................... 28 

4.2. Výběr vhodného rozpouštědla ............................................................................. 30 

4.3 Určení vlastností zdrojů ........................................................................................ 32 

4. 4. Vývoj chromatografické metody ........................................................................ 33 

4.5 Relativní odezvy analytů ...................................................................................... 40 

4.6 Limit detekce a limit stanovitelnosti methyllinoleátu .......................................... 41 

4.7 Aplikace ................................................................................................................ 43 

5 Závěr ............................................................................................................................ 45 

Reference .................................................................................................................... 48 

 

 

 

  



8 

 

Seznam použitých zkratek a symbolů 

 

APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure 

chemical ionization) 

API  ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionization) 

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure 

photoionization) 

IE ionizační energie (ionization energy) 

ESI  ionizace elektrosprejem (electrospray ionization) 

FA kyselina mravenčí (formic acid) 

FAMEs methylestery mastných kyselin (fatty acid methyl esters) 

HILIC  hydrofobní interakční chromatografie (hydrophilic interaction 

chromatography) 

m/z  poměr hmotnosti iontu a jeho elementárního náboje 

MS hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry) 

LC kapalinová chromatografie (liquid chromatography) 
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1 Teoretická část 

1.1 Úvod 

Trendem kapalinové chromatografie posledních let je snaha o miniaturizaci separačních 

systémů. Ve spojení nano- a mikro- kapalinové chromatografie s hmotnostní 

spektrometrií jsou jedinými iontovými zdroji kompatibilními s takto nízkými průtoky 

zdroje na bázi elektrospreje1. Nevýhodou tohoto typu zdrojů je však nízká účinnost 

ionizace nepolárních látek. Chemická ionizace (APCI) a fotoionizace za atmosférického 

tlaku (APPI) jsou naopak vhodnými technikami právě k ionizaci málo polárních a 

nepolárních látek2. Mezi skupinu látek, které se účinně ionizují těmito technikami, patří 

neutrální lipidy. V praxi se rutinně využívá analýzy lipidů klasickou HPLC/MS 

pracujících při vysokých průtocích. V klinické praxi je však analýza lipidů často omezená 

malým množstvím vzorku, který je třeba separovat nízkoprůtokovými systémy jako jsou 

mikro- a nano- HPLC. V této oblasti by byla přínosem citlivá MS detekce s iontovým 

zdrojem APCI nebo APPI3. Obě tyto techniky pracují za stejných podmínek, čehož lze 

využít k sestavení kombinovaného zdroje a zvýšení detekčního limitu některých analytů3. 

Zároveň nejsou omezené polaritou rozpouštědla, což je výhodné právě ve spojení 

s kapalinovou chromatografií. 
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1.2 Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická metoda založená na ionizaci látek a 

následné separaci iontů podle poměru hmotnosti ku náboji m/z. Objev metody započal již 

v roce 1911 J. J. Thompson, který pomocí hmotnostní spektrometrie dokázal rozlišit 

isotopy neonu4. Přestože byla hmotnostní spektrometrie roku 1934 prohlášena za zcela 

vyčerpanou5 metodu, další objevy, týkající se především měkkých ionizačních technik, ji 

zařadily mezi jednu z nejdůležitějších analytických metod. Dnes je nepostradatelným 

analytickým nástrojem v chemii, biochemii, farmacii, medicíně a dalších příbuzných 

oborech6. 

 

 Hmotnostní spektrometry mají typicky tři základní součásti: iontový zdroj, analyzátor 

a detektor. Molekuly analytu jsou ionizovány, následně urychleny do hmotnostního 

analyzátoru a kde jsou separovány podle m/z působením elektrického nebo/a 

magnetického pole a nakonec jsou detekovány. Signál je digitalizován a převeden do 

podoby hmotnostního spektra. Dnes se v praxi používá široká škála technických řešení 

spektrometrů, která mají svá pozitiva i negativa, a jsou aplikovatelná pro různé typy 

kvantitativních i kvalitativních analýz7–9. 

1.2.1 Ionizace 

V hmotnostní spektrometrii musí být nejprve analyt převeden do ionizované formy. 

Neutrální molekuly nemohou být analyzovány, protože jejich translační pohyby nejsou 

ovlivněny elektrickým nebo magnetickým polem. Některé neutrální látky se však mohou 

přes analyzátor dostat do detektoru a přispívat tak k jeho šumu. Historicky první proces 

ionizace, elektronová ionizace, je rozdělen do dvou kroků. Analyt je nejprve převeden do 

plynné fáze a následně ionizován. Tento způsob ionizace je limitován povahou analytu. 

Zatímco nízkomolekulární termálně stabilní látky lze tímto procesem ionizovat, 

polárnější látky nikoli. Tato skutečnost omezovala využití hmotnostní spektrometrie v 

biologických studiích na mnoho let. V posledních dvou dekádách proběhl rozsáhlý vývoj 

ionizačních technik pracujících za atmosférického tlaku, které jsou schopny ionizovat 

molekuly téměř libovolného charakteru. V iontovém zdroji vznikají kladně nebo záporně 

nabité molekulární ionty (M+•, M-•), adukty ([M + H]+, [M – H]-, [M + Na]+), nebo 
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v některých případech méně stabilních látek i fragmenty ionizované molekuly. Iontových 

zdrojů lze v současné době napočítat desítky, avšak obecně je můžeme rozdělit do dvou 

skupin na základě množství dodané energie při ionizaci na tzv. tvrdé a měkké ionizační 

techniky10. Toto dělení je založeno na množství vnitřní energie dodané iontu při jeho 

vytvoření. Pokud je vnitřní energie malá, neprodukují se fragmenty, ale vzniká pouze 

molekulární ion nebo adukt. Tento proces označujeme jako měkkou ionizaci. Naopak, 

když je množství energie velké, dojde k narušení chemické vazby a vznikají fragmenty. 

Při použití tvrdých ionizačních technik nemusí být molekulární ion ve spektru vůbec 

přítomen, a můžeme pozorovat jen vzniklé fragmenty7,8,11,12. 

1.2.2 Ionizace za atmosférického tlaku 

 První ionizační metoda pracující za atmosférického tlaku byla objevena roce 197313. O 

rok později byla uvedena její vylepšená varianta jako APCI14. Ionizace elektrosprejem ve 

spojení s hmotnostní spektrometrií byla publikována v 60. letech, avšak až koncem 80. 

let byl použit k charakterizaci biopolymerů16. Dále rostl zájem o vývoj nových 

ionizačních technik pracujících za atmosférického tlaku. V roce 2000 byla vyvinuta APPI 

a rozšířila rozsah aplikací na analyty nižší polarity. Tyto techniky umožnily snazší spojení 

s LC a rozšířily se do běžné praxe8,15,16. 

 

 Při klasických technikách ionizace jako elektronová ionizace, chemická ionizace, 

nebo ionizace urychlenými atomy je ionizační zdroj situován v místě vysokého vakua. 

Tyto zdroje mohou účinně bez jakýchkoliv problémů převádět ionty analytu do 

analyzátoru hmotnostního spektrometru. Ionizace za atmosférického tlaku však vykazuje 

103 -104 krát větší účinnost ionizace. Problém však nastává při spojení zdroje pracujícího 

za atmosférického tlaku a hmotnostního analyzátoru, který pracuje za vakua17. Při spojení 

musí dojít ke snížení tlaku řádově 107-108 krát při průchodu iontu do hmotnostního 

analyzátoru. Musí se tedy dosáhnout účinného přenosu ionů a zároveň se musí zabránit 

vstupu neutrálních molekul. Toho je dosaženo pomocí systému diferenčního čerpání 

vakua. Na Obr. 1.1 můžeme vidět spojení API zdroje s hmotnostním analyzátorem. Směs 

iontů a plynu je vtahována do vakuové oblasti přes malý otvor do první komory, kde je 

tlak přibližně 1 Torr vytvořený rotační pumpou. Citlivost API zdroje dána počtem iontů 

a množstvím plynu, které se pronikne skrz otvor. Část expandujícího plynu je čerpána do 
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druhé komory kde je tlak 10-3 Torr a menší. Většina plynu v druhé komoře je odčerpána 

a ionty jsou vhodně uspořádanou iontovou optikou fokusovány do hmotnostního 

analyzátoru. Toto jednoduché schéma může být technicky řešeno různými způsoby s 

ohledem na geometrické a elektrické parametry zdroje17. 

 

 

Obr. 1.1 Spojení zdroje pracujícího za atmosférického tlaku s hmotnostním analyzátorem. 

Převzato a upraveno z 14. DP = Difuzní pumpa, TMP = turbomolekulární pumpa 

1.2.3 Chemická ionizace za atmosférického tlaku 

Chemická ionizace je založena na reakci mezi iontem reakčního plynu a molekulou 

analytu. Analyt je přímo nebo prostřednictvím kapalinové chromatografie přiváděn do 

vyhřívané zóny kde je odpařen pomocí nebulizačního plynu, kterým je nejčastěji dusík. 

Kapky jsou unášeny pomocí plynu desolvatační komorou. Teplo z desolvatační komory 

způsobuje odpařování mobilní fáze. Horký plyn s analytem opouští komoru a dostává se 

do oblasti korónového výboje. Kombinací kolizí a reakcí spojených s přenosem náboje 

se generuje chemicko-ionizační plazma. Molekuly organických látek, které prochází 

touto oblastí, mohou být ionizovány přenosem protonu za vniku [M + H]+ nebo [M - H]- 

iontů18-20. 
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Obrázek 1.2. Schéma zdroje chemické ionizace za atmosférického tlaku. Převzato a upraveno. 

 

Reakční ionty se tvoří při interakci reakčního plynu s elektrony21. Elektrony jsou 

produkovány v korónovém výboj na konci elektrody, na kterou je vloženo napětí 

v jednotkách kilovoltů. Elektrony z výboje započnou následující sled reakcí: 

 

𝑁2 +  𝑒−  →  𝑁2
+• + 2𝑒− 

𝑁2
+ • +  2N2  →  𝑁4

+ • +  𝑁2 

 

V přítomnosti vody se tvoří protonované klastry vody: 

 

𝑁4
+• +  𝐻2𝑂 →  𝐻2𝑂+• + 2𝑁2 

𝐻2𝑂+• +  𝐻2𝑂 →  𝐻3𝑂+ + 𝐻𝑂⦁  

𝐻3𝑂+ +  𝑛𝐻2𝑂 →  𝐻3𝑂+ ∙ (𝐻2𝑂)𝑛 

 

Z nabitých klastrů vody je náboj přenesen na molekulu analytu: 

 

𝐻+(𝐻2𝑂)𝑛 + 𝑀 → [𝑀 + 𝐻]+ + (𝐻2𝑂)𝑛 
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Z rovnic lze pozorovat, že přenos protonu je hlavní ionizační cestou, proto ionizační 

schopnosti zdroje závisí na acidobazickém chování molekul v plynné fázi. Dnes je APCI 

druhou nejpoužívanější technikou LC/MS19,22. 

1.2.4 Fotoionizace za atmosférického tlaku 

V roce 200023 byla objevena nová ionizační technika APPI a významně rozšířila 

použitelnost LC/MS i na nepolární sloučeniny. Kromě LC/MS se APPI používá ve 

spojení s plynovou chromatografií, kapilární elektroforézou a ambientní hmotnostní 

spektrometrií. Největší využití má však APPI ve spojení s LC/MS a to k analýze lipidů, 

léčiv, steroidů a látek znečišťujících životní prostředí jako jsou nenasycené polycyklické 

uhlovodíky23–25. 

 

V APPI, stejně jako v APCI, musí být molekuly pro účinnou ionizaci nejdříve 

odpařeny. V komerčních MS systémech se používá soustava zmlžovače a odpařovací 

komory jako v APCI2. Vzorek je nejprve odpařena a následně je fotoinizován26. Ionizace 

v APPI je iniciována fotony o energii 10 eV, které jsou emitovány kryptonovou výbojkou. 

Fotony mohou ionizovat molekuly, které mají ionizační energii (IE) nižší než je energie 

emitovaných fotonů. Ionizační energie závisí na velikosti a struktuře molekuly. Většina 

analytů je však dobře ionizovatelná do 10 eV, kdy zároveň nejsou ionizovány běžně 

používaná rozpouštědla a plyny. Dalšími používanými výbojkami je argonová a 

xenonová výbojka27,28. 

 

Odpařované molekuly analytu a mobilní fáze přijímají fotony podobě záření a dostávají 

se do excitovaného stavu: 

 

𝐴𝐵 + ℎ𝜈 → 𝐴𝐵∗ 

𝑀𝐹 + ℎ𝜈 → 𝑀𝐹∗ 

 

Pokud je ℎ𝜈 ≥ IE proběhne tato reakce: 

 

𝐴𝐵∗  →  𝐴𝐵+• +  𝑒− 
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Přímá fotoionizace molekuly analytu je statisticky málo pravděpodobná. Přidáním 

vhodné látky v nadbytku se výrazně zvýší počet ionizovaných molekul analytu29. Tato 

látka se nazývá dopant a působí jako prostředník mezi fotony a analytem. Aby látka 

fungovala jako dopant, musí mít nižší ionizační energii než je energie fotonu emitovaného 

světla a vyšší než je ionizační energie analytu30: 

 

𝐷 +  ℎ𝜈 → 𝐷∗• 

𝐷∗• + 𝐴𝐵 → 𝐷 + 𝐴𝐵∗• 

 

V hmotnostních spektrech nejsou pozorovány pouze 𝑀+• ionty ale i [M + H]+ 

ionty, které vznikají těmito reakcemi30: 

 

𝐷+• + 𝑀𝐹 → [𝐷 − 𝐻]• + [𝑀𝐹 + 𝐻]+ 

[𝑀𝐹 + 𝐻]+ + 𝐴𝐵 → 𝑀𝐹 + [𝐴𝐵 + 𝐻]+ 

 

Většina dopantů může sloužit i jako LC rozpouštědla. V tabulce 1.1 jsou uvedeny 

látky, běžně používané jako dopanty. Žádná z běžně používaných rozpouštědel v reverzní 

fázi jako je voda, acetonitril nebo methanol nejsou fotoinoizována kryptonovou 

výbojkou. V tomto případě musí být některý z dopantů uvedený v tabulce 1.1. přidán31. 

 

Tab. 1.1 Běžně používané dopanty v APPI a jejich ionizační energie. 

Dopant IE (eV) 

Aceton 9,70 

THF 9,40 

Chlorbenzen 9,07 

Brombenzen 9,00 

Toluen 8.83 

Anisol 8.20 
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1.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie je dnes jednou z nejrozšířenějších analytických 

separačních technik. Nachází uplatnění v potravinářském, farmaceutickém, 

petrochemickém průmyslu a zemědělství. Tato technika využívá mobilní fázi k 

separování složek ve směsi. Jednotlivé složky jsou unášeny průtokem mobilní fáze 

kolonou pod vysokým tlakem. Směs je rozdělena na jednotlivé složky uvnitř kolony a 

velikost rozlišení je závislá na interakci mezi složkami roztoku, stacionární fází a mobilní 

fází. Míra interakce může být ovlivněna změnou mobilní i stacionární fáze. Kapalinová 

chromatografie je nejčastěji prováděna podle povahy fází v reverzním módu nebo 

normálním módu32. 

 

1.3.1 Reverzní mód 

V chromatografii s reverzními fázemi se nejčastěji používá kolona na bázi silikagelu 

modifikovaného nepolárními skupinami. Silikagel pro kapalinovou chromatografii je 

nejčastěji porézní amorfní formou SiO2xH2O. Silanolové skupiny udělují povrchu 

silikagelu polární charakter a jsou pro svoji reaktivitu využívány k přípravě kovalentně 

vázaných fází. Reverzní fáze na bázi silikagelu jsou nejčastěji připravovány reakcí 

vhodného monofunkčního organosilanu. Kovalentně vázané alifatické řetězce, kterými je 

nejčastěji oktadecylová nebo oktylová skupina, udělují fázi hydrofobní charakter. 

Mobilní fáze je polárnějšího charakteru a většinou obsahuje vodu a polární organická 

rozpouštědla. Interakce hydrofobních sloučenin se stacionární fází je větší než s 

hydrofilními sloučeninami. Proto jsou hydrofilní sloučeniny eluovány z kolony v kratších 

retenčních časech. Při výběru mobilní fáze musí být brána v potaz rozpustnost analytu. 

První volbou bývá zpravidla směs acetonitrilu a vody, protože toto rozpouštědlo vykazuje 

nízký zpětný tlak v systému a zajištuje účinnější proces přenosu hmoty čímž se zvyšuje 

účinnost. Separace analytů kyselé povahy se provádí v okyselené mobilní fázi33,34. 

 



17 

 

1.3.2 Normální mód 

V normálním módu je stacionární fáze polární adsorbent a mobilní fáze směs nepolárních 

rozpouštědel. Nejčastěji se používají fáze na bázi silikagelu, oxidu hlinitého nebo 

Florisilu. Tyto fáze mohou být modifikovány polárními skupinami jako je -CN, -NH2 

nebo -CH3CH2NH2. Dnes se v běžné praxi jako stacionární fáze nejčastěji používá 

nemodifikovaný silikagel. Jako mobilní fáze se používají nepolární organická 

rozpouštědla jako diethylether, chloroform nebo n-hexan35. Mechanismus separace může 

být popsán jako interakce dipól-dipól řízena coulombickými silami. Na rozdíl od jasného 

mechanismu separace v reverzním módu je mechanismu v normálním módu mnohem 

složitější. Kapalinová chromatografie v normálního módu je základem chirálních 

separací. Také je toto uspořádání základem v prekoncentračních SPE kolonkách. Dnes se 

v laboratořích používá k účelu separace kontaminantů životního prostředí, jako jsou 

polyaromatické uhlovodíky, organochloriny a dioxiny36. 

1.3.3 Hydrofilní interakční chromatografie 

Chromatografie hydrofilních interakcí nabízí možnost separace pro polární a hydrofilní 

sloučeniny. Stejně jako v chromatografii s normálními fázemi se v HILIC využívají 

polární stacionární fáze. Lze využít kolon s neiontovými i s iontovými skupinami na 

povrchu silikagelu. Oblíbeným materiálem je nemodifikovaný silikagel se sníženou 

koncentrací povrchových silanolových skupin. Mobilní fáze v HILIC módu je tvořena 

směsí vodné a organické složky s převahou organického rozpouštědla, kterým je 

nejčastěji acetonitril. Hlavní hnací silou retence je hydrofilní interakce mezi solutem a 

polární stacionární fází. Aby mohlo k hydrofilní interakci dojít, je potřeba aby se na 

povrchu stacionární fáze vytvořila hydratovaná vrstva. Polární analyt je pak zadržován 

v této vrstvě. V průběhu separace se ovšem uplatňují i druhotné interakce jako např. 

elektrostatická interakce. Typ stacionární fáze a složení mobilní fáze ovlivňují výsledný 

mechanismus separace, charakteristický pro systémy s normálními fázemi. Retence látek 

se zvyšuje s jejich polaritou a klesá s rostoucí koncentrací mobilní složky v mobilní 

fázi37–39. 

  

HILIC je vhodná metoda pro separaci vysoce polárních látek, které v reverzních 

systémech eluují v blízkosti mrtvého retenčního času. Zároveň je mobilní fáze dobrým 
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rozpouštědlem právě pro polárním analyty jako jsou aminokyseliny, peptidy, proteiny a 

sacharidy které jsou nejčastějšími analyty separovanými v HILIC módu37,38. 

1.4 Lipidy 

Lipidy jsou molekuly, které v buňce plní široké spektrum funkcí. Jsou nezbytnou součástí 

buněčných membrán, v buněčné signalizaci plní funkci prvních a druhých poslů, 

pomáhají k tvorbě subcelulárních struktur a zajišťují transport proteinů a jejich kotvení v 

membránách. Řada běžných, i závažných, onemocnění souvisí s poruchami metabolismu 

lipidů, např. ateroskleróza, diabetes, obezita nebo Alzheimerova choroba. Lipidy jsou 

definovány jako mastné kyseliny, jejich deriváty, a látky biosynteticky nebo funkčně 

příbuzné k těmto sloučeninám40. Rozmanitost lipidových funkcí se odráží v širokém 

spektru lipidových tříd a podtříd. Na rozdíl od genů a proteinů, které jsou primárně 

složeny z lineárních kombinací čtyř nukleových kyselin a dvaceti aminokyselin, je 

struktura lipidů mnohem komplexnější. Díky jejich strukturální variabilitě existují 

významné rozdíly v rozsahu a organizaci stávajících klasifikačních schémat. V roce 2005 

zavedlo konsorcium LIPID MAPS komplexní systém klasifikace lipidů založené na 

přesně definovaných chemických a biochemických principech. Systém klasifikace je 

založen na koncepci dvou základních stavebních bloků lipidů na ketoacylových a 

isoprenových jednotkách. Toto dělení vychází z toho, že lipidy mohou pocházet z 

kondenzace ketoacylthioesterů nebo naopak z kondenzace isoprenových jednotek. Na 

základě tohoto klasifikačního systému jsou lipidy rozděleny do osmi kategorií: mastné 

kyseliny, glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy, steroly, prenoly 

a polyketidy. Každá kategorie je dále rozdělena do tříd a podtříd41,42. Tato standardizace 

pomohla v pokroku a vývoji analytických metod pro lipidomiku43. 

 

1.4.1 Lipidomika 

Lipidomika je odvětvím vědecké disciplíny zvané metabolomika a zabývá se 

systematickým studiem všech lipidů, jejich strukturou, zastoupením, funkcí v buňce a 

molekulami, se kterými lipidy interagují. Nedávné zdokonalení měkkých ionizačních 

technik pro MS v kombinaci se zavedenými separačními metodami umožnilo rychlou a 



19 

 

citlivou detekci různých druhů lipidů s minimální náročností přípravy vzorku. V případě 

tzv. „shotgun“ analýzy se měří hmotnostní spektrum celkového lipidového extraktu, které 

ukazuje zastoupení jednotlivých lipidů. Lipidový profil může být monitorován v čase v 

rámci odezvy na určité podněty. Lipidomika společně s genomikou, proteomikou a 

metabolomikou přispívají k pochopení funkce lipidů v biologických systémech a jsou 

dobrým nástrojem pro pochopení mechanismů nemocí spojených s lipidy43,44. 

1.4.2 Mastné kyseliny 

Mastné kyseliny jsou jednou ze základních skupin lipidů. Molekula mastné kyseliny se 

skládá z dlouhého uhlíkatého řetězce s různým stupněm nenasycenosti, na jehož konci je 

karboxylová skupina. Některé organismy jako jsou bakterie nebo houby mohou 

produkovat modifikované mastné kyseliny: větvené, s cyklopropanovým nebo 

epoxidovým kruhem, mohu být alkoxylované nebo hydroxylované43. Informace o 

struktuře a intracelulární koncentraci lipidů v buňce jsou zásadní k pochopení 

molekulárních mechanismů provázející metabolický syndrom. Mastné kyseliny mohou 

být syntetizovány několika cestami. Syntéza je iniciována kondenzací malonyl-CoA a 

acetyl-CoA a následným prodlužováním řetězce. Desaturací a prodlužováním řetězců 

vznikají různé izomery mastných kyselin45. 

1.4.3 Separace mastných a esterů 

V analýze lipidů je nejčastěji používanou analytickou metodou plynová chromatografe 

methylesterů mastných kyselin. Retenční chování a hmotnostní spektra jsou využívány 

k charakterizaci struktury mastných kyselin. Plynová chromatografie však neposkytuje 

přímou informaci o poloze dvojné vazby. Pro informaci o poloze musí být daná dvojná 

vazba derivatizována. Nezbytným požadavkem pro plynovou chromatografii je termální 

stabilita a dostatečná těkavost analytů, tento předpoklad však není zcela splněn např. u 

polynenasycených methylesterů s velmi dlouhým uhlíkatým řetězcem. Další možností 

separace je reverzní kapalinová chromatografie nebo argentační chromatografie. U 

mastných kyselin převládá separace na reverzní fázi C18 za gradientového programu. 

Kyseliny se dělí podle délky řetězce, polarity a stupně nenasycenosti. V chromatografii 

v reverzním módu eluují dříve krátké, polární nenasycené kyseliny. Na kolonách 

obsahující stacionární chirální fázi lze rozdělit enantionery46,47. 
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1.5 Miniaturizace 

Moderní analytické techniky se snaží dosáhnout nižších limitů detekce, vyšší citlivosti, 

rychlejších analýz, a to za co nejmenší cenu za jednu analýzu. Toho všeho lze dosáhnout 

snižováním velikosti analytických systémů. Současně se omezí spotřeba někdy i 

toxických rozpouštědel, které škodí jak životnímu prostředí, tak samotnému člověku. 

Zároveň se zmenší i množství potřebného vzorku což je výhodou u biomateriálu, který je 

většinou vzácný. V miniaturizaci existuje mnoho přístupů. Lze miniaturizovat jednotlivé 

části systému jako je kolona, předúprava vzorku nebo detektor. V posledních letech se 

rozvinul přístup ”Micro total analysis system” µTAS, což je přístup kde jsou jednotlivé 

kroky jako je vzorkování, reakce, separace a detekce integrovány v jednou systému48–51. 
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2 Cíl práce 

Tato práce navazuje na mou bakalářskou práci52 a práci Bc. Pavlíny Nekvasilové53, ve 

které byl zkonstruován čipový mikro-APCI a mikro-APPI zdroj a byly optimalizovány 

některé z pracovních podmínek zdrojů. Cílem této diplomové práce je: 

 dokončení optimalizace pracovních podmínek a sestavení kombinovaného 

zdroje s mikrofluidním čipem 

 určení vlastností zdrojů a porovnání s konvenčními zdroji 

 spojení nejlépe pracujícího zdroje s mikro-HPLC a vývoj metody pro 

separaci methylesterů mastných kyselin  

 aplikace metody na vybrané reálné vzorky 
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3 Experimentální část 

3. 1 Chemikálie 

3.1.1 Rozpouštědla 

 aceton,  99.8 % Chromasolv® HPLC čistota, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, 

USA) 

 acetonitril, LC-MS Chromasolv®, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 hexan, LC-MS Chromasolv®, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 methanol, LC-MS Chromasolv®, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 ethylacetát,  99.7 % LC-MS Chromasolv®, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, 

USA) 

 chloroform, Chromasolv® Plus, HPLC čistota, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, 

USA) 

 2-propanol, LC-MS Chromasolv®, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 toluen, Chromasolv® Plus, HPLC čistota, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 kyselina mravenčí, LC/MS čistota, Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA, 

USA) 

3.1.2 Standardní roztoky a vzorky 

 reserpin, 99 %, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 methyoleát (FAME18:1(n-9)), Nu-Chek-Prep, (Elysian, MN, USA) 

 methyllinoleát (FAME18:2(n-6)) Nu-Chek-Prep, (Elysian, MN, USA) 

 Supelco 37 Component FAME, Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, USA) 

 cholesterol, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

 methyllaurát (FAME 12:0), Nu-Chek-Prep, (Elysian, MN, USA) 

 methylstearát (FAME C18:0), Nu-Chek-Prep, (Elysian, MN, USA) 

 methyllinolenát (FAME 18:3(n-3)), Nu-Chek-Prep, (Elysian, MN, USA) 

 jojobový olej (Jojoba bio body oil, Primavera) 
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 olej z černého rybízu (semena černého rybízu Chelčice, Česká republika) 

3.2 Přístrojové vybavení 

 hmotnostní spektrometr LCQ Fleet, Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA, 

USA) 

 průtokoměr pro nastavení a kontrolu průtoku sušícího plynu Mass flow 

controller GFC 17, Aalborg, (Orangeburg, NY, USA) 

 napájecí zdroj IPS 603, ISO-TECH (Merseyside, Velká Británie) 

 mikromanipulátor MX10R (Siskiyou, Grants Pass, OR, USA) 

 nízkotlaká kryptonová výbojka PKR 106,58 mm x 12,7 mm, Heraeus Noblelight 

(Hanau, Německo) 

 napájecí zdroj MANSON SDP-2405, Manson Engineering Industrial (Kwai 

Chung, N.T , Hong Kong) 

 mikrofabrikovaný vyhřívaný čip o rozměrech 33  5  1 mm (Univerzita 

Helsinky, Finsko) 

 kolona Zorbax Eclipse XBD-C18 (0,3 x 150 mm, 3,5 µm), Agilent 

Technologies, (Santa Clara, CA, USA) 

 vysokotlaké čerpadlo, 65D Syringe pump, Teledyne ISCO, (Lincoln, NE, USA) 

 automatický dávkovač pro termoregulaci kolony Accela Autosampler, Thermo 

Fisher Scientific, (Waltham, MA, USA) 

 vyhřívaný termoblok, Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburk, Německo) 

 IR teploměr Volfcraft IR-1200-50D USB, Conrad Electronics (Praha, Česká 

republika) 
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3.3 Uspořádání miniaturizovaného zdroje 

Na vstupní část hmotnostnímu spektrometru LCQ Fleet byla nainstalována příruba z 

tvrzeného eloxovaného hliníku s dvojicí na ní kolmých ocelových tyčí. Na tyče byl 

nasunut držák s 3-D mikromanipulátorem MX10R, který umožňoval přesné polohování 

mikrofluidního čipu, a nastavitelný držák pro jehlu korónového výboje. Čip (33  5  1 

mm)54 sestával ze dvou skleněných destiček, do kterých byly vyleptány kanálky 

s lichoběžníkovým průřezem 500 x 250 µm, a na jejichž povrchu bylo napařeno odporové 

platinové topení. Analyt byl do čipu přiváděn křemennou kapilárou o vnitřním průměru 

50 µm a vnějším průměru 220 µm. Čip byl vyhříván pomocí napájecího zdroje IPS-603 

výkonem 4,5 W (Obr. 3.2). Nízkotlaká kryptonová výbojka pro fotoionizaci byla 

namontována na samostatném držáku připojeném k laboratornímu stojanu. Výbojka (UV 

lampa) byla napájena zdrojem SDP-2405. Průtok zmlžovacího plynu (dusíku) byl 

nastavován regulátorem GFC 17 (Obr. 3.1). 

 

Obr. 3.1 Fotografie kombinovaného APCI/APPI zdroje. (1) mikrofluidní čip, (2) jehla 

korónového výboje, (3) kryptonová výbojka, (4) vstup do MS, (5) 3-D mikromanipulátor, (6) 

napájení topení čipu, (7) přívod nebulizačního plynu, (8) křemenná kapilára pro přívod vzorku. 
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Obr. 3.2 Fotografie skleněného mikrofluidního čipu.  

3.4. Pracovní podmínky konvenčního zdroje 

Pro srovnání vlastností čipových zdrojů s konvenčními zdroji bylo využíváno klasické 

APCI, APPI sondy od firmy Thermo Fisher Scientific. Vzorek byl dávkován pomocí 

smyčky o objemu 20 µl. Fáze byla přiváděna pomocí stříkačky Hamilton průtokem 

100 µl/min. Teplota kapiláry byla nastavena na 300 °C, teplota vaporizéru 400 °C, sušící 

a pomocný plyn byl 20 a 5 arbitrárních jednotek. 

 

3.5 Optimalizace pracovních parametrů a vhodného 

rozpouštědla 

Optimalizace uspořádání zdroje a pracovních parametrů byly prováděny pomocí roztoku 

reserpinu o koncentraci 10 µg/ml v rozpouštědle 2-propanol:voda (1:1). Pro výběr 

vhodného rozpouštědla byly použity standardy o koncentraci 12 µg/ml. Standardy byly 

zředěny do následujících rozpouštědel: acetonitril, hexan, methanol, ethylacetát, 

chloroform, 2-propanol a toluen.  
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3.6 Separace FAMEs 

Separace byla provedena na koloně Zorbax Eclipse XBD-C18. Pro separaci za 

isokratických podmínek byla použita fáze acetonitril:toluen (95:5) a následně 0,1 % 

kyselina mravenčí (FA) v acetonitrilu. Mobilní fáze byla vždy před použitím nejméně po 

dobu 15 minut odplyněna v ultrazvuku. Separace byla optimalizována pomocí standardu 

methylesterů mastných kyselin o koncentraci 1 mg/ml v methanolu. Vzorek byl do 

systému dávkován skrz šesticestný ventil. Kolona byla během analýz temperována na 5 

°C v automatickém dávkovači Accela. V dalším kroku vývoje metody byl použit teplotní 

gradient od 5 °C do 50 °C od šesté minuty analýzy. 

 3.6 Vlastnosti zdrojů 

Nejprve byl určen detekční limit, lineární a lineární dynamický rozsah mikročipových 

zdrojů a konvenčního zdroje, aby mohly být hodnoty srovnány. Kalibrační závislosti byly 

sestrojeny z hodnot intenzit protonované hodnoty methyloleátu. Kalibrační roztoky byly 

ředěny toluenem v koncentračním rozmezí 0,03-500 µg/ml. Detekční limit byl spočítán 

pro S/N=3. 

Dále byly srovnány limity detekce a stanovitelnosti čipového mikro-APCI 

s mikro-APCI s komerčním zdrojem. Kalibrační závislosti byly sestrojeny z plochy píku 

odpovídajícího sledovanému iontu methyllinoleátu v režimu „selected reaction 

monitoring“. Vybraným iontem byl fragment [M - CH3OH + H]+. Kalibrační roztoky byly 

ředěny do methanolu a to v koncentračním rozmezí 5-100 g/ml. Detekční limit a limit 

stanovitelnosti byly spočítány z odpovídajících kalibračních křivek pro S/N=3.  

Mez detekce (LOD), a mez stanovitelnosti (LOQ) byly vypočítány podle 

následujících vztahů:  

𝐿𝑂𝐷 =  
3 𝑠𝑏

𝑘
 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 𝑠𝑏

𝑘
 

kde k je citlivost metody, vyjádřená směrnicí regresní přímky kalibrační závislosti a sb je 

směrodatná odchylka nejnižší koncentrace kalibrační závislosti ze tří měření. 
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3.7 Značení methylesterů mastných kyselin 

Složení mastných kyselin v lipidech je popsáno pomocí počtu atomů uhlíků acylu. Za 

počtem uhlíků je uveden počet dvojných vazeb, jejichž poloha od konce řetězce je 

uvedena v závorce. Dvojné vazby cis jsou bez označení, v případě trans vazeb je uváděn 

symbol „t“. Například FAME 18:1(n-9t) označuje methylester odvozený od mastné 

kyseliny s osmnácti uhlíky a jednou trans dvojnou vazbou lokalizovanou na devátém 

uhlíku od terminálního konce molekuly. 

3.8 Příprava vzorků 

Byly použity již předem připravené vzorky methylesterů mastných kyselin. 

Triacylglyceroly byly izolovány ze semen oleje černého rybízu. Z jojobové oleje byly 

izolovány voskové estery. Obě skupiny byly následně transesterifikovány dle 

Stránského59. Vzorek byl rozpuštěn ve směsi methanol:chloroform (3:2) a bylo k němu 

přidáno odpovídající množství acetyl chloridu. Poté byly vzorky na 70°C po dobu 90 

minut. Směs byla poté zneutralizována uhličitanem stříbrným. 
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4 Diskuze a výsledky 

4.1 Optimalizace pracovních parametrů 

Pro sestavení zdroje bylo nezbytné nejdříve optimalizovat jeho geometrické uspořádání 

a jeho pracovní parametry. Parametry byly zvlášť optimalizovány pro APCI a APPI zdroj 

s ohledem na sestavení kombinovaného APCI/APPCI zdroje. Nejdříve byla 

optimalizována vzdálenost čipu od vstupu do hmotnostního spektrometru. Největší signál 

sledované látky byl ve vzdálenosti 10 mm pro oba typy zdrojů (Obr. 4.1A). Dále byl 

studován efekt sklonu čipu vzhledem k rovině hypoteticky spojující výstup čipu a vstup 

do MS, a to vždy se zachováním vzdálenosti 10 mm mezi čipem a vstupem do MS. Jak 

je vidět na Obr. 4.1B závislosti pro APCI i APPI se navzájem lišily. Nejvyšší signál pro 

APCI byl naměřen při sprejování v rovině čipu a vstupu do MS a klesal s rostoucím úhlem 

sklonu čipu. Naopak v APPI byly pozorovány dvě maxima a to znovu v rovině čipu a při 

úhlu 40 °. Různé závislosti pravděpodobně odrážejí různé objemy a tvary oblastí, kde 

ionizace probíhá. Pro následující měření byl čip umístěn v rovině se vstupem do MS, aby 

byly zajištěny vhodné podmínky sprejování pro všechny tři provozní režimy. Dále byl 

optimalizován průtok nebulizačního plynu. Maximum pro APPI se nacházelo při 60 

ml/min a pro APCI při 40 ml/min. Pro následující experimenty zvolen průtok 60 ml/min. 

Optimální hodnota velikosti průtoku nebulizačního plynu však závisí na povaze analytu. 

Na Obr. 4.1D můžeme vidět, že závislost lineárně vzrůstá se zvyšujícím se průtokem 

vzorku a to v obou typech ionizace. Na rozdíl od elektrospreje, který je koncentračním 

detektorem fungují APCI a APPI jako hmotnostní detektory. Odezva těchto detektorů je 

úměrná množství analytu, nikoli jeho koncentraci. Důsledkem toho je že se odezva 

analytu průtokem vzorku zvyšuje. Detektory citlivé na hmotnostní tok jsou proto obecně 

používány při vyšších průtocích vzorku. Zdroje pracující za nízkého průtoku však mohou 

dosáhnout vysokých citlivostí díky větší účinnost ionizace i transportu iontů do MS. Pro 

většinu následujících aplikací byl používán průtok 10 µl/min. 
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Zdroj byl pro následující měření sestaven v souladu s výše uvedenými daty. 

Zásadní je také postavení jehly korónového výboje vzhledem k čipu a ke vstupu do 

hmotnostního spektrometru. Aby se předešlo elektrickým výbojům, musely být dodrženy 

minimální vzdálenosti mezi jehlou a vstupní kapilárou a jehlou a čipem. Pro pracovní 

napětí na korónové jehle 1,5 kV odpovídaly vzdálenosti 3 mm (Obr 4.2A). Kryptonová 

lampa byla umístěna ze shora co nejblíže sprejovací oblasti, aniž by došlo kontaktu 

s čipem. Nebulizační čip je křehké zařízení a platinové topení má omezenou životnost. 

Z tohoto důvodu byl čip vyhříván bezpečným příkonem na 4.5 W, kdy nehrozilo 

poškození topení. 

 

  

Obr. 4.1 Závislost intenzity signálu na vzdálenosti čipu od vstupu do MS (A), na úhlu čipu (B), 

průtoku nebulizačního plynu (C) a průtoku mobilní fáze (D). Optimalizace byly prováděny na 

roztoku reserpinu o koncentraci 10 µg/ml. 
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4.2. Výběr vhodného rozpouštědla 

Kromě toho, že složení mobilní fáze ovlivňuje chromatografickou separaci, má i velký 

vliv na ionizační proces a tím ovlivňuje citlivost detekce a podobu hmotnostního spektra. 

Proto citlivá detekce v mikro-APCI a/nebo mikro-APPI vyžaduje rozpouštědla, která 

účinně podporují ionizaci. Dva standardy methyllaurát a cholesterol byly rozpuštěny 

v toluenu, hexanu, chloroformu, acetonu, ethylacetátu, methanolu a acetonitrilu. Byly 

pozorovány intenzity píků [M + H]+ pro methyllaurát a [M + H – H2O] + pro cholesterol, 

a to ve všech třech pracovních režimech APCI, APPI , a kombinovaném APCI/APPI. Pro 

oba analyty byl pozorován nejvyšší signál pro analyty rozpuštěné v toluenu. Toluen se 

používá v APPI jako dopant a snadno tvoří kationt radikály. Toluenové radikály 

pravděpodobně reagují se zbytkovou vodou za vzniku protonovaných klastrů, které 

následně převedly proton na analyt. Ostatní testovaná rozpouštědla byla významně méně 

účinná. Nejnižší signál za všech třech pracovních režimů byl pozorován v ethylacetátu a 

acetonu. Obě tato rozpouštědla jsou fotoionizovatelná, ale zároveň mají vysokou 

protonovou a afinitu a soupeří o proton s analytem. Toluen nejen že dobře ionizuje 

neutrální lipidy, ale zároveň vykazuje nízké pozadí a tím se zvyšuje poměr signálu 

k šumu. 

Při detekci analytů pomocí kombinovaného APCI/APPI zdroje nebylo 

pozorováno žádné zvýšení intenzity signálu, naopak signál byl pro oba analyty menší. 

Obr. 4. 2 Horní pohled na umístění jehly vzhledem k ostatním komponentám zdroje (A). Schéma 

mikro APCI/APPI zdroje (B). 
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Pouze signál cholesterolu v acetonu se do jisté míry zvýšil. Bylo tedy zjištěno, že 

kombinovaný APCI/APPI zdroj neposkytuje větší citlivost pro testované neurální lipidů. 

 

 

  

Obr. 4.3 Intenzity signálu methyllaurátu (A) a cholesterolu (B) v různých 

rozpouštědlech měřené pomocí čipového zdroje pracujícího ve třech modech APCI, 

APPI a kombinovaný zdroj APCI/APPI. 
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4.3 Určení vlastností zdrojů 

 Limit detekce, lineární dynamický rozsah, dynamický rozsah a opakovatelnost byly 

určeny pro všechny tři pracovní režimy čipového zdroje. Tyto hodnoty byly porovnány 

s hodnotami pro konvenční iontový zdroj s průtokem 100 µl/min. Experimenty byly 

prováděny při přímém zavádění vzorku do zdroje. Následně byly hodnoty přepočítány, 

aby mohly být hodnoty porovnány. APCI a APPI jsou hmotnostně citlivé a jejich odezva 

by proto měla být udávána v jednotkách signálu na hmotnostní průtok vzorku. 

Z praktických důvodů jsou charakteristiky uvedeny v koncentračních jednotkách. Jak je 

zřejmé z Tab. 4.1, zdroje pracující za nízkého průtoku poskytovaly výrazně nižší detekční 

limity než konvenční zdroje. Důvodem může být, jak již bylo zmíněno výše, účinnější 

ionizace a lepší transport iontů do hmotnostního spektrometru. Navíc nízké množství 

rozpouštědla v iontovém zdroji vedlo ke snížení šumu a tím k lepšímu poměru S/N. 

Ionizace v APCI prokazuje nižší detekční limity než ionizace v APPI a to 

v nízkoprůtokovém i konvenčním režimu. Dynamický rozsah i lineární dynamický rozsah 

byl větší pro miniaturizované zdroje, především v APCI byl rozsah přes 3 řády. Relativní 

směrodatná odchylka se pro mikro zdroje pohybovala v rozmezí 2-5,5 % a pro konvenční 

zdroje 2,5-6,5 %. Parametry zdroje pro mikro zdroje pracující v kombinovaném 

APCI/APPI neprokázaly žádné výhody, které by odůvodňovaly její použití pro 

kvantitativní analýzy. Jedním z nevýhod čipu je že při použití větších koncentrací začne 

analyt uhelnatět na konci křemenné vstupní kapiláry do čipu a to způsobuje jeho 

neprůchodnost.  
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4. 4. Vývoj chromatografické metody 

 Pro spojení s kapalinovou chromatografií byl vybrán čipový mikro-APCI zdroj, protože 

poskytoval nejnižší detekční limit a největší dynamický i lineární dynamický rozsah. Pro 

vývoj metody byla jako detekce použita mikro-APCI s komerčním zdrojem. Důvodem 

bylo omezené množství čipů a také vetší robustnost mikro-APCI s komerčním zdrojem. 

Po vypracování metody byla následně tato metoda převedena na detekci s čipovým 

mikro-APCI.  

 

Vzorek FAMEs byl separován na mikro koloně Zorbax Eclipse XBD-C18 

s průměrem 0.3 mm a velikostí částic 3,5 µm. Analyty byly detekovány v komerčním 

zdroji s pracovními parametry optimalizovanými pro čipové zdroje. Mobilní fáze byla 

přiváděna průtokem 10 µl/min. Při použití klasických HPLC pump nastával problém s 

reprodukovatelností dosažených separací. Proto bylo použito bezpulsní pístové čerpadlo. 

Z předešlých experimentů nejlépe podporoval ionizační proces toluen, proto byla pro 

prvotní experimenty zvolena izokratická eluce mobilní fází acetonitril:toluen (95:5). Při 

použití této mobilní fáze se objevovalo nežádoucí chvostování (Obr. 4.4A). Na Obr. 4.4B 

můžeme vidět extrahovaný chromatogram methyllinolenátu (FAME 18:3(n-3)) kde je 

vidět výrazné chvostování píku. Aby byla separace vylepšena byla zvolena jiná mobilní 

 

Tab. 4.1 Parametry čipové mikro-APCI pracujících ve všech třech režimech a porovnání s jejich 

konvenčními variantami. 

Tab. 4. 1 Parametry zdrojů pracující ve třech modech. 

Typ zdroje 
Detekční limit 

Dynamický 

rozsah 

Lineární dynamický 

rozsah 

pmol/s nmol/ml nmol/ml nmol/ml 

Mikro-APCI 0,02 0,19 0,13 - 1986* 0,13 - 116 

APCI 1,55 0,93 0,62 - 843 0,62 - 15 

Mikro-APPI 0,07 0,80 0,53 - 105 0,53 - 29 

APPI 2,26 1,35 0,90 - 53 0,90 - 15 

Mikro-APCI/APPI 0,03 0,35 0,23 - 1686* 0,23 - 29 

APCI/APPI 0,56 0,34 0,22 - 210 0,22 - 15 
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fáze a to 0,1 % kyselina mravenčí v acetonitrilu. Na Obr. 4.5B můžeme vidět pík stejné 

látky, tedy methyllinolenátu (FAME 18:3). V tomto systému vykazovaly píky lepší tvar 

než v systému acetonitril:toluen (95:5). Kyselina mravenčí se používá k potlačení 

disociace kyselých skupin analytů, a tím zvyšuje jejich retenci. Dokáže však i vylepšit 

účinnost separace a následkem toho tvar píků. I nejlépe připravené chemicky vázané 

stacionární fáze obsahuje zbytkové polární silanolové skupiny. Tyto volné skupiny 

mohou být příčinou stoupající retence a chvostování píků. Přidáním kyseliny způsobí, že 

jsou silanolové skupiny v nedisociované formě a tím se zlepšuje tvar píků55. Číslování 

píků se řídí podle nalezených FAMEs z analýzy za použití mikro-APCI s komerčním 

zdrojem, viz Obr. 4.6B. 
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Obr. 4.4. Chromatogram pro celkový iontový proud analýzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za 

použití mobilní fáze acetonitril:toluen (95:5). Jako typ detekce byl použit mikro-APCI komerční 

zdroj s průtokem 10 µl/min. Kolona byla temperována na 5 °C. Popis FAMEs: 1. C10:0 (Capric), 

2. C11:0 (Undecanoic), 3. C20:5(n-3), 4. C14:1, 5. C12:0 (Lauric), 6. C22:6(n-3) 7. C18:3n6 (γ-

Linolenic)8. C18:3(n-3) (α-Linolenic),9. C20:4(n-6) (Arachidonic), 10. C15:1 (cis-10-

Pentadecenoic), 11 C16:1 (Palmitoleic), 12. C18:2(n-6) (Linoleic), 13. C20:3(n-6) (cis-8,11,14-

Eicosatrienoic), 14. C20:3(n-3) (cis-11,14,17-Eicosatrienoic), 15. C18:2(n-6)t (Linolelaidic), 16. 

C17:1 (cis-10-Heptadecenoic), 17. C18:1(n-9) (Oleic) 18. C16:0 (Palmitic), 19. C18:1(n-9t) 

(Elaidic), 20. C20:1(n-9) (cis-11-Eicosenoic), 21. C22:2 (cis-13,16-Docosadienoic)22. C18:0 

(Stearic)23. C22:1(n-9) (Erucic), 24. C20:0 (Arachidic), 25. C24:1(n-9) (Nervonic), 26. C22:0 

(Behenic) 27. C24:0 (Lignoceric)(A). 

 Extrahovaný iontový chromatogram pro m/z 215 methylinolenátu FAME 18:3 (B). 
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Obr. 4.5. Chromatogram pro celkový iontový proud analýzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za 

použití mobilní fáze 0, 1% FA v acetonitrilu. Jako typ detekce byl použit mikro-APCI komerční 

zdroj s průtokem 10 µl/min. Kolona byla temperována na 5 °C (A). Extrahovaný iontový 

chromatogram pro m/z 215 methylinolenátu C18:3 (B). Popis jednotlivých píku viz. Obr. 4.4A. 
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Celková doba analýzy FAMEs při 5 °C byla třicet minut (Obr. 4.6B). Pro zkrácení doby 

analýzy byl použit teplotní gradient. Teplotní programování separace může být využito 

k napodobení gradientové eluce 56. Do šesté minuty byly píky dobře separované při 5 °C 

(Obr. 4.6B) a tak byl zvolen gradient teploty od šesté minuty z 5 °C do 50 °C. Teplota 

kolony se během analýzy postupně zvyšovala. Protože automatický dávkovač Accela 

nemá možnost funkce programování teploty, v šesté minutě byla teplota kolony skokově 

změněna na 50 °C. V kolonovém prostoru však teplota rostla pozvolně. Teplota byla 

zaznamenávána každou minutu IR teploměrem a ze záznamu byl vytvořen graf průběhu 

teplotního gradientu (Obr. 4.7). Požadované teploty 50 °C bylo dosaženo ve třinácté 

minutě. Celkový čas analýzy se zkrátil téměř o polovinu (Obr. 4.8A). Teplota má vliv na 

termodynamický aspekt separace z hlediska změny distribuční konstanty56. 

Retence analytů v systému reverzních fází s rostoucí teplotou většinou klesá. V 

případě mastných kyselin retenční čas roste s délkou řetězce a snižuje se počtem dvojných 

vazeb. Na Obr. 4.6B můžeme vidět dobrou separaci prakticky u všech analytů, až na 

výjimky. U separace musíme vždy hledat kompromis mezi délkou analýzy a účinností 

separace. Ve čtvrté minutě koeluují tři látky, přičemž dvě z nich se liší v poloze dvojné 

vazby. Stejně tak nejsou separovány polohové izomery 18:3(n-3) a 18(n-6). Došlo však 

k separaci izomerů 18:1(n-9) a 18:1(n-9t) a také 18:2(n-6) a 18:2(n-6tt). Cis izomery 

eluují v obou dvou případech dříve než trans izomery. 
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Obr. 4.6 Chromatogram pro celkový iontový proud analýzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za 

použití mobilní fáze 0,1 % FA v acetonitrilu. Jako typ detekce byl použit mikro-APCI komerční 

zdroj s průtokem 10 µl/min. Kolona byla temperována na 5 °C (A). Separace za teplotního 

gradientu od šesté minuty 5 °C do 50 °C (B). Popis jednotlivých píku viz. Obr. 4.4A. 
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Nakonec byla tato metoda převedena na detekci s čipovým mikro-APCI. Na Obr. 4.8 

můžeme vidět finální separaci standardu FAMEs. Některé z methylesterů, které můžeme 

pozorovat na Obr. 4.6B v chromatogramu chybí a to především nasycené methylestery 

FAME 11:0, 10:0, 18:0, 20:0, 22:0, 24:0. Z literatury je známo, že odezva methylesterů 

v APCI s počtem dvojných vazeb v řetězci roste. Nejnižší odezvu tedy poskytují výše 

jmenované methylestery. Je pravděpodobné, že čipový mikro-APCI zdroj poskytuje nižší 

odezvy na tyto látky než klasický komerční APCI zdroj. Dalším důvodem může být i to, 

že čip lze vyhřívat pouze limitovaným příkonem 4,5 W. Vytvořená teplota nemusí být 

dostatečná pro odpaření kvantitativního množství nenasycených mastných kyselin. 

Čipový mikro-APCI zdroj, který je ručně sestavený, s sebou nese některé nevýhody oproti 

klasickému APCI zdroji, především co se týče robustnosti. I tento aspekt může mít vliv 

na detekci analytů. Výhodou čipového zdroje je pak jeho citlivost kdy byly intenzity o 

dva řády větší než u mikro-APCI s komerčním zdrojem57 Opakovatelnost teplotního 

gradientu je velmi dobrá. To má za následek dobrou opakovatelnost jednotlivých analýz 

při separaci FAMEs. 

  

Obr. 4.7 Průběh teplotního gradientu. Tečkovaná čára znační nastavenou teplotu na 

termostatu kolony, závislost s body ukazuje reálné zvyšování teploty v čase.  
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4.5 Relativní odezvy analytů 

Jak už bylo výše zmíněno při analýze lipidů pomocí hmotnostní spektrometrie s klasickou 

APCI závisí intenzita [M + H]+ na počtu dvojných vazeb a délce alkylové řetězce. 

Ionizační účinnost mastných kyselin se zvyšuje s počtem dvojných vazeb a atomů uhlíku 

v řetězci. Na základě tohoto faktu byl proveden experiment, kdy byla separována 

ekvimolární směs čtyřech standardů methylesterů s různými počty dvojných vazeb. 

Separace probíhala za použití mobilní fáze 0,1 % FA v acetonitrilu při teplotním 

gradientu, kdy v šesté minutě byla teplota skokově zvýšena z 5 °C na 50 °C. Jako typ 

detekce byl použit čipový mikro-APCI s průtokem 10 µl/min Jak je patrné z Obr. 4.9 při 

použití mikro-APCI zdroje můžeme pozorovat stejný trend jako při konvenční APCI. 

Intenzita [M + H]+ roste s počtem dvojných vazeb. Nebyl však proveden stejný 

experiment s komerční mikro-APCI, tudíž nelze potvrdit předpoklad, že čipová mikro-

APCI více diskriminuje nasycené metylestery než její konvenční varianta Rovnost 

Obr. 4.8 Totální iontový proud analýzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za použití mobilní 

fáze 0,1 % FA v acetonitrilu. Jako typ detekce byl použit čipový mikro-APCI s průtokem 10 

µl/min. Separace provedena za teplotního gradientu od šesté minuty 5 °C do 50 °C . Popis 

jednotlivých píku viz.Obr.4.4A 

 



41 

 

odezvových faktorů je důležitá při kvantifikaci lipidů. Pokud nejsou odezvové faktory 

stejné, musí se použít standard pro každou látku v rámci lipidové třídy. 

 

 

 

 

4.6 Limit detekce a limit stanovitelnosti 

methyllinoleátu 

Pro vybraný analyt methyllinolenát (FAME 18:3(n-3)) a čipovou mikro-APCI byl určen 

limit detekce a stanovitelnosti, a naměřené hodnoty byly porovnány s komerční mikro-

APCI. Z důvodu problému s neprůchodností čipu při větších koncentracích analytu nebyl 

stanoven dynamický ani lineární dynamický rozsah. Pro tyto charakteristiky by bylo 

nutno použít vyšší koncentrace analytu, aby mohla být určena mez linearity.  

 

Limit detekce miro-APCI čipové je 2,53 µg/ml a při použití mikro-APCI 

komerčního je limit detekce 3,02 µg/ml. Limit kvantifikace poskytovaný čipovou mikro- 

Obr. 4.9 Chromatogram ekvimolární směsi FAMEs o koncentraci 1 mmol/l s různými počty 

dvojných vazeb. Separace byla prováděna za použití mobilní fáze 0,1 % FA v acetonitrilu. Jako 

typ detekce byl použit čipový mikro-APCI s průtokem 10 µl/min. Separace provedena za 

teplotního gradientu (5 °C (6 min), 50 °C (11 min). 
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APCI je 8,46 µg/ml a u komerčního mikro-APCI zdroje to je 10.07 µg/ml. Důvodem ne 

tak výrazných rozdílů v těchto limitech může být již výše uvedený fakt, že čip může být 

vyhříván příkonem maximálně 4,5 W. Teplota, kterou je čip vyhříván, nemusí být 

dostatečná k odpaření kvantitativního množství analytu. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.10 Kalibrační závislost plochy píku na koncentraci methyllinoleátu (FAME 

18:3(n-3)). Jako zdroj detekce byla použita komerční mikro-APCI. 
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4.7 Aplikace 

Separace probíhala za optimalizovaných podmínek, tedy za použití mobilní fáze 0,1 % 

FA v acetonitrilu, za teplotního gradientu a detekce pomocí čipové mikro-APCI. Voskové 

estery z jojobové oleje a triglyceridy ze semen černého rybízu byly izolovány a následně 

transestrifikovány47,58,59. Látky byly identifikovány na základě hmotnostních spekter a 

retenčních časů podle standardu Supleco 37(Obr. 4.6B) a také na základě literárních 

údajů. Tryacylglyceroly černorybízového oleje obsahují většinou nenasycené mastné 

kyseliny s osmnácti uhlíky. Na Obr. 4.12 můžeme vidět, že olej obsahuje dvě hlavní 

složky a to FAME 18:3(n-6) a FAME 18:2(n-6) což je v souladu s literaturou. Retenční 

látky těchto látek jsou se shodou s retenčními časy těchto látek ve standardu FAMEs 

Supelco 37. Nelze rozlišit mezi sebou izomery FAME 18:3(n-6) nebo FAME 18:3(n-6t), 

protože spolu koeluují. Stejně tak má blízké retenční časy i 18:1(n-9). Vzorek černého 

rybízu obsahoval také methylsteárát FAME C18:0. Jak však bylo ověřeno, tento 

nenasycený methylester poskytuje malou odezvu navíc se vyskytoval ve vzorku 

v minoritním množství. 

 

Obr.4.11 Kalibrační  závislost plochy píku na koncentraci methyllinoleátu (FAME 

18:3(n-3)). Jako zdroj detekce byla použita čipová mikro-APCI. 
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Nejzastoupenějším methylesterem ve voskovém esteru jojobového oleje je C20:1(n-9) 

Retenční čas koresponduje se retenčním časem pro C20:1(n-9) ve standardu Supelco 37 

Ve vzorku byl nalezen ještě izomer této látky, který koeluje společně s FAME 18:1(n-9t). 

Izomery FAME 18:1 byly také určeny na základě porovnání retenčních časů z analýzy 

standardu FAMEs (Obr. 4.6B). Stejně tak byl určen FAME 22:1(n-9), který ve vzorku 

obsahuje také izomer. Pro určení ostatních izomerů by bylo zapotřebí použít standardy 

v přírodě se vyskytujících izomerů a porovnat jejich retenční časy s chromatogramem.  

 

 

  

Obr. 4.12 Chomatogram separace mastných kyselin jako jejich esterů vyskytujících se 

v semenech černého rybízu. Podmínky separace: mobilní fáze 0,1 % FA v acetonitrilu, teplotní 

gradient(5 °C (6 min), 50 °C (11 min)., detekce pomocí čipové mirko-APCI. 1. FAME 18:3(n-9), 

2. FAME 18:4 (n-3) 3. FAME18:3(n-3) 4. FAME 18:2 (n-6) 5. FAME 18:1(n-9) 6. FAME 22:1 
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Obr. 4.13 Chomatogram separace mastných kyselin jako jejich esterů vyskytujících se 

v jojobovém oleji. Podmínky separace: mobilní fáze 0,1 % FA v acetonitrilu, teplotní gradient 

od šesté minuty 5 °C – 50 °C, detekce pomocí čipové miko-APCI.1. FAME 18:1(n-9), 2. FAME 

20:1(n-9),3. FAME 18:1(n-9t),4. FAME 22:1 (n-9), 5. FAME 20:1(n-9), 6 FAME (22:1) 
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5 Závěr 

Byl sestaven iontový zdroj na bázi mikrofluidního čip, který pracoval ve třech režimech: 

APCI, APPI a kombinovaný zdroj pro APCI/APPI. Byla optimalizovaná geometrie 

iontového zdroje. Čip byl umístěn v rovině vstupu do MS ve vzdálenosti 10 mm od něj. 

Mezi čip a vstup do MS byla umístěna jehla korónového výboje ve vzdálenosti 3 mm od 

vstupu do MS a sprejovací špičky čipu. Postavení jehly mělo zásadní vliv na intenzitu 

signálu. Optimalizovaný průtok nebulizačního plynu byl 60 ml/min. Jak už bylo 

diskutováno, MS s chemickou ionizací je typem detektoru reagující na hmotnostní tok 

analytu, proto se zvyšujícím průtokem roste i intenzita signálu. Zdroje pracující za 

nízkého průtoku však poskytují vyšší účinnost ionizace i vyšší transport iontů do MS. 

Toho bylo využito a byl používán průtok 10 µl/ml. Účinnost ionizace může pozitivně 

ovlivnit i druh použitého rozpouštědla. Proto byla testována řada rozpouštědel běžně 

používaných v kapalinové chromatografii. Nejlepší signál vykazovaly analyty rozpuštěné 

v toluenu.  

Za optimalizovaných podmínek byly určeny vlastnosti zdrojů pracující ve všech 

třech režimech, a byly porovnány s konvenčními zdroji provozovanými při průtocích 

100 µl/ml. Mikro-APCI i mikro-APPI techniky poskytovaly pro vzorky zaváděné přímo 

do iontového zdroje lepší detekční limity a větší dynamické i lineární dynamické rozsahy 

než jejich konvenční varianty. Detekční limit u kombinovaného čipového APCI/APPI 

zdroje byl srovnatelný čipovou mikro-APCI i mikro-APPI, což nenaplnilo předpoklad 

možného snížení detekčního limitu pro lipidy. Nejlepší detekční limit 0,19 nmol/ml 

vykazoval mikro-APCI. Zároveň tento druh ionizace poskytoval nejlepší lineární i 

dynamický rozsah, proto byl vybrán pro spojení s kapalinovou chromatografií. Pomocí 

standardu FAMEs byla vyvinuta separační metoda na koloně se stacionární fází C18 a 

mobilní fází 0,1% kyseliny mravenčí v acetonitrilu. Pro zkrácení doby analýzy bylo 

využito teplotního gradientu. Od šesté minuty analýzy bylo spuštěn ohřev kolony z 

původních 5 °C na 50 °C. Za těchto podmínek bylo dosaženo šestnáctiminutové analýzy 

směsi FAMEs. Pro vybrané analyty byl spočítán limit detekce a stanovitelnosti a byl 

porovnán s MS detekcí s konvenčním APCI zdrojem. Technika mikro-APCI poskytovala 

o něco nižší detekční limit než mikro-APCI realizované na komerčním zdroji, který je 
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navržen pro výrazně vyšší průtoky vzorku (standardně kolem 1 ml/min). Následně byla 

metoda aplikována na vzorky transesterifikovaného jojobové a černorybízového oleje, 

kde byly separovány a detekovány majoritní FAMEs v obou vzorcích. Nevýhodami čipu 

je omezená možnost vyhřívání, což má za následek to, že některé analyty s nižší těkavostí 

nemusejí být kvantitativně odpařeny. Další nevýhodu je fakt, že se čip poměrně snadno 

zablokuje produkty termálního rozkladu vzorku, zejména při použití vyšších koncentrací. 

To však nemusí být limitující. Mikro zdroje jsou konstruovány pro možnost získání 

nižšího detekčních limitů, proto se předpokládá aplikace na nízké koncentrace analytů.  
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