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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva spojenim kapalinové chromatografie s hmotnostné-
spektrometrickou detekci na bazi mikrofluidniho cipu. Nejprve byl sestaven
miniaturizovany iontovy zdroj pro chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) a
fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI), jehoz hlavni komponentou byl sklenény
mikrofluidni Cip. Byla optimalizovdna geometrie a pracovni podminky zdroju. Jelikoz
oba iontové zdroje pracuji za stejnych podminek, byly testovany mozné vyhody
kombinovaného zdroje APCI/APPI. Dale byly studovany vlastnosti zdroji a nasledné
byly porovnavany s konvenénimi zdroji pracujicimi za vysokych prutokd. Zdroj, ktery
vykazoval nejlepsi vlastnosti, tedy APCI, byl spojen s kapalinovou chromatografii za
nizkého pratoku. Byla vyvinuta metoda pro separaci methylesteri mastnych kyselin
pomoci standardu Supelco 37 Component FAME Mix. K separaci bylo vyuZito reverzni
chromatografie na stacionarni fazi C18 a mobilni f4zi obsahujici 0,1 % kyseliny mravenci
v acetonitrilu. Pro zrychleni doby analyzy byl pouzit teplotni gradient. Byl urcen limit
detekce a limit stanovitelnosti ¢ipového mikro-APCI zdroje a byl porovnéan s detekci
pomoci komeréniho zdroje v rezimu mikro-APCIL. Vyvinutd metoda byla pouZzita
k separaci methylesterti mastnych kyselin ve vzorcich jojobového oleje a oleje z ¢erného

rybizu.

Klicova slova: chemicka 1onizace za atmosférického tlaku, fotoionizace za

atmosférického tlaku, methylestery mastnych kyselin, mikrofluidni ¢ip



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
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

APCI

API
APPI

IE

ESI

FA
FAMEs
HILIC

m/z
MS
LC

chemickd ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure

chemical ionization)

ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionization)

fotoionizace za  atmosférického tlaku  (atmospheric
photoionization)

ionizacni energie (ionization energy)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

kyselina mravenci (formic acid)

methylestery mastnych kyselin (fatty acid methyl esters)
hydrofobni  interakéni  chromatografie  (hydrophilic
chromatography)

pomér hmotnosti iontu a jeho elementarniho naboje
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

pressure

interaction



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Uvod

Trendem kapalinové chromatografie poslednich let je snaha o miniaturizaci separac¢nich
syst¢émd. Ve spojeni nano- a mikro- kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii jsou jedinymi iontovymi zdroji kompatibilnimi s takto nizkymi pratoky
zdroje na bazi elektrospreje!. Nevyhodou tohoto typu zdrojii je vSak nizka G&innost
ionizace nepolarnich latek. Chemicka ionizace (APCI) a fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI) jsou naopak vhodnymi technikami pravé k ionizaci malo polarnich a
nepolarnich latek?. Mezi skupinu latek, které se ucinné€ ionizuji témito technikami, patii
neutralni lipidy. V praxi se rutinné vyuziva analyzy lipidid klasickou HPLC/MS
pracujicich pti vysokych pritocich. V klinické praxi je vSak analyza lipida ¢asto omezena
malym mnozstvim vzorku, ktery je tfeba separovat nizkoprutokovymi systémy jako jsou
mikro- a nano- HPLC. V této oblasti by byla ptfinosem citlivd MS detekce s iontovym
zdrojem APCI nebo APPI®. Obé tyto techniky pracuji za stejnych podminek, ¢ehoZ lze
vyuzit k sestaveni kombinovaného zdroje a zvySeni detek¢niho limitu nékterych analyti’.
Zaroven nejsou omezené polaritou rozpoustédla, coz je vyhodné pravé ve spojeni

s kapalinovou chromatografii.



1.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda zalozend na ionizaci latek a
nasledné separaci iontll podle poméru hmotnosti ku ndboji m/z. Objev metody zapocal jiz
v roce 1911 J. J. Thompson, ktery pomoci hmotnostni spektrometrie dokazal rozliSit
isotopy neonu®. PfestoZe byla hmotnostni spektrometrie roku 1934 prohldsena za zcela
vy&erpanou® metodu, dalsi objevy, tykajici se predeviim mékkych ioniza¢nich technik, ji
analytickym ndastrojem v chemii, biochemii, farmacii, mediciné¢ a dalSich pfibuznych

oborech®.

Hmotnostni spektrometry maji typicky tfi zdkladni soucasti: iontovy zdroj, analyzator
a detektor. Molekuly analytu jsou ionizovany, nasledné urychleny do hmotnostniho
analyzatoru a kde jsou separovany podle m/z plsobenim elektrického nebo/a
magnetického pole a nakonec jsou detekovany. Signdl je digitalizovan a pieveden do
podoby hmotnostniho spektra. Dnes se v praxi pouziva Siroka Skala technickych feseni
spektrometrl, kterd maji sva pozitiva i negativa, a jsou aplikovatelnd pro rizné typy

kvantitativnich i kvalitativnich analyz’’.

1.2.1 Ionizace

V hmotnostni spektrometrii musi byt nejprve analyt preveden do ionizované formy.
Neutralni molekuly nemohou byt analyzovany, protoze jejich translacni pohyby nejsou
ovlivnény elektrickym nebo magnetickym polem. Nekteré neutralni latky se v§ak mohou
pfes analyzator dostat do detektoru a pfispivat tak k jeho Sumu. Historicky prvni proces
1onizace, elektronova ionizace, je rozdelen do dvou krokli. Analyt je nejprve preveden do
plynné faze a nasledné ionizovan. Tento zplisob ionizace je limitovan povahou analytu.
Zatimco nizkomolekuldrni termalné stabilni latky lze timto procesem ionizovat,
polarngjsi latky nikoli. Tato skutecnost omezovala vyuziti hmotnostni spektrometrie v
biologickych studiich na mnoho let. V poslednich dvou dekadach probéhl rozsahly vyvoj
ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku, které jsou schopny ionizovat
molekuly téméf libovolného charakteru. V iontovém zdroji vznikaji kladn€ nebo zéporné

nabité molekularni ionty (M™, M™), adukty ([M + H]", [M — HJ, [M + Na]"), nebo
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v nékterych ptipadech méné stabilnich latek 1 fragmenty ionizované molekuly. Iontovych
zdroji Ize v soucasné dobé€ napocitat desitky, avSak obecné je mizeme rozdélit do dvou
skupin na zékladé mnozstvi dodané energie pii ionizaci na tzv. tvrdé a mékké ionizacni
techniky'®. Toto dé&leni je zalozeno na mnozstvi vnitini energie dodané iontu pfi jeho
vytvoreni. Pokud je vnitfni energie mala, neprodukuji se fragmenty, ale vznikd pouze
molekularni ion nebo adukt. Tento proces oznacujeme jako mékkou ionizaci. Naopak,
kdyz je mnozstvi energie velké, dojde k naruSeni chemické vazby a vznikaji fragmenty.
Pti pouziti tvrdych ionizacnich technik nemusi byt molekularni ion ve spektru viibec

pfitomen, a miizeme pozorovat jen vzniklé fragmenty’®!1:12,

1.2.2 Ionizace za atmosférického tlaku

Prvni ioniza¢ni metoda pracujici za atmosférického tlaku byla objevena roce 19733, O
rok pozdgji byla uvedena jeji vylepSena varianta jako APCI'*. Ionizace elektrosprejem ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii byla publikovana v 60. letech, avSak az koncem 80.
let byl pouzit k charakterizaci biopolymerii'®. Dale rostl zdjem o vyvoj novych
ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku. V roce 2000 byla vyvinuta APPI
aroz§ifila rozsah aplikaci na analyty niz$i polarity. Tyto techniky umoznily snazsi spojeni

s LC a rozsitily se do b&zné praxe®!1>1°,

Pii klasickych techniké4ch ionizace jako elektronova ionizace, chemické ionizace,
nebo ionizace urychlenymi atomy je ionizacni zdroj situovan v misté vysokého vakua.
Tyto zdroje mohou uUCinné bez jakychkoliv problémi pievadeét ionty analytu do
analyzatoru hmotnostniho spektrometru. lonizace za atmosférického tlaku vSak vykazuje
10° -10* krat vétsi u¢innost ionizace. Problém viak nastava pii spojeni zdroje pracujiciho
za atmosférického tlaku a hmotnostniho analyzatoru, ktery pracuje za vakua'’. Pi spojeni
musi dojit ke sniZeni tlaku fadové 107-10% krat pfi priichodu iontu do hmotnostniho
analyzatoru. Musi se tedy dosahnout u¢inného pfenosu ionll a zaroveil se musi zabranit
vstupu neutralnich molekul. Toho je dosazeno pomoci systému diferencniho Cerpani
vakua. Na Obr. 1.1 miiZeme vidét spojeni API zdroje s hmotnostnim analyzatorem. Smés
iontl a plynu je vtahovéana do vakuové oblasti pfes maly otvor do prvni komory, kde je
tlak pifiblizn€ 1 Torr vytvofeny rotacni pumpou. Citlivost API zdroje dana poctem ionta

a mnozstvim plynu, které se pronikne skrz otvor. Cést expandujiciho plynu je derpana do
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druhé komory kde je tlak 10 Torr a mensi. Vétsina plynu v druhé komote je od¢erpana
a ionty jsou vhodné usporddanou iontovou optikou fokusovany do hmotnostniho
analyzatoru. Toto jednoduché schéma mize byt technicky feSeno riznymi zpisoby s

ohledem na geometrické a elektrické parametry zdroje!”.

API zdroj 3. stupen vakua
I I iontova optika hmotnostni analyzator
plyn a ionty ——» ——- -— jonty
1 Torr <103 Torr <107 Torr
rotacm pumpa DP nebo TMP DP nebo TMP

Obr. 1.1 Spojeni zdroje pracujiciho za atmosférického tlaku s hmotnostnim analyzatorem.
Pfevzato a upraveno z 4. DP = Difuzni pumpa, TMP = turbomolekularni pumpa

1.2.3 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace je zaloZena na reakci mezi iontem reakéniho plynu a molekulou
analytu. Analyt je pfimo nebo prostfednictvim kapalinové chromatografie ptivadén do
vyhtivané zony kde je odpaten pomoci nebuliza¢niho plynu, kterym je nejcastéji dusik.
Kapky jsou undSeny pomoci plynu desolvata¢ni komorou. Teplo z desolvata¢ni komory
zpiisobuje odparovani mobilni faze. Horky plyn s analytem opousti komoru a dostava se
do oblasti koronového vyboje. Kombinaci kolizi a reakci spojenych s pfenosem naboje
se generuje chemicko-ioniza¢ni plazma. Molekuly organickych latek, které prochézi
touto oblasti, mohou byt ionizovany pfenosem protonu za vniku [M + H]" nebo [M - H]

iont '8,
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jehla s keronovym
vybojem

analyt

* * analyzator

o

T vakuova pumpa

zmlZujici plyn susici plyn

Obrazek 1.2. Schéma zdroje chemické ionizace za atmosférického tlaku. Pfevzato a upraveno.

Reakéni ionty se tvofi pfi interakci reakéniho plynu s elektrony?!. Elektrony jsou
produkovany v korénovém vyboj na konci elektrody, na kterou je vlozeno napéti

v jednotkach kilovoltd. Elektrony z vyboje zapo¢nou nasledujici sled reakci:

N, + e~ = N;°* + 2e”
N;y*+ 2N, - NS+ N,

V ptitomnosti vody se tvoii protonované klastry vody:
NS+ H,0 - H,0*" + 2N,
H,0** + H,0 - H;0% + HO-e
H30+ + nH20 - H30+ ' (Hzo)n

Z nabitych klastri vody je naboj pfenesen na molekulu analytu:

H*(H,0), + M - [M + H]* + (H,0),
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Z rovnic lze pozorovat, ze ptfenos protonu je hlavni ionizacni cestou, proto ionizacni
schopnosti zdroje zavisi na acidobazickém chovani molekul v plynné fazi. Dnes je APCI

druhou nejpouzivanéjsi technikou LC/MS!-22,

1.2.4 Fotoionizace za atmosférického tlaku

V roce 2000* byla objevena nova ionizaéni technika APPI a vyznamné rozsifila
pouzitelnost LC/MS 1 na nepolarni slouceniny. Kromé¢ LC/MS se APPI pouziva ve
spojeni s plynovou chromatografii, kapilarni elektroforézou a ambientni hmotnostni
spektrometrii. Nejvetsi vyuziti ma vSak APPI ve spojeni s LC/MS a to k analyze lipidd,
1€Civ, steroidll a latek znecist'ujicich zivotni prostiedi jako jsou nenasycené polycyklické

23-25

uhlovodiky

V APPI, stejn¢ jako v APCI, musi byt molekuly pro uc¢innou ionizaci nejdiive
odpatfeny. V komercnich MS systémech se pouziva soustava zmlzovace a odpatovaci
komory jako v APCI?. Vzorek je nejprve odpafena a nasledné je fotoinizovan®®. Ionizace
v APPI je iniciovana fotony o energii 10 eV, které jsou emitovany kryptonovou vybojkou.
Fotony mohou ionizovat molekuly, které maji ionizacni energii (IE) niz$i nez je energie
emitovanych fotonil. Ioniza¢ni energie zavisi na velikosti a struktufe molekuly. VétSina
analytil je vSak dobfe ionizovatelnd do 10 eV, kdy zaroven nejsou ionizovany bézné
pouzivand rozpoustédla a plyny. Dal§imi pouZivanymi vybojkami je argonova a

xenonova vybojka?’-?8,

Odparované molekuly analytu a mobilni faze pfijimaji fotony podobé zafeni a dostavaji

se do excitovaného stavu:

AB + hv - AB”
MF + hv - MF*

Pokud je hv > IE probéhne tato reakce:

AB* - AB™ + e~
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Ptimé fotoionizace molekuly analytu je statisticky malo pravdépodobna. Pfidanim
vhodné latky v nadbytku se vyrazné zvysi pocet ionizovanych molekul analytu®’. Tato
latka se nazyva dopant a pusobi jako prostfednik mezi fotony a analytem. Aby latka

vvvvv

svétla a vyssi neZ je ionizaéni energie analytu®’:

D+ hv - D*
D**+AB —» D + AB™

V hmotnostnich spektrech nejsou pozorovany pouze M** ionty ale i [M + H]"

ionty, které vznikaji témito reakcemi’’:

D**+ MF - [D — H]" + [MF + H]*
[MF + H|* + AB - MF + [AB + H]*

VétSina dopant mizZe slouZit i jako LC rozpoustédla. V tabulce 1.1 jsou uvedeny
latky, b&zné pouzivané jako dopanty. Zadna z b&zné pouzivanych rozpoustédel v reverzni
fazi jako je voda, acetonitril nebo methanol nejsou fotoinoizovdna kryptonovou

vybojkou. V tomto piipadé musi byt néktery z dopantd uvedeny v tabulce 1.1. piidan3’.

Tab. 1.1 Bézné pouzivané dopanty v APPI a jejich ionizacni 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 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinovéa chromatografie je dnes jednou z nejrozsitenéjSich analytickych
separanich technik. Nachazi uplatnéni v potravinarském, farmaceutickém,
petrochemickém pramyslu a zeméd€lstvi. Tato technika vyuziva mobilni fazi k
separovani slozek ve smési. Jednotlivé slozky jsou unaseny pratokem mobilni faze
kolonou pod vysokym tlakem. Smés je rozdélena na jednotlivé slozky uvniti kolony a
velikost rozliSeni je zavisla na interakci mezi slozkami roztoku, staciondrni fazi a mobilni
fazi. Mira interakce muze byt ovlivnéna zménou mobilni i stacionarni faze. Kapalinova
chromatografie je nejcastéji provadéna podle povahy fazi v reverznim moddu nebo

normalnim modu’?.

1.3.1 Reverzni mod

V chromatografii s reverznimi fazemi se nejcastéji pouziva kolona na bdzi silikagelu
modifikovaného nepolarnimi skupinami. Silikagel pro kapalinovou chromatografii je
nejastéji porézni amorfni formou SiOxH>O. Silanolové skupiny udéluji povrchu
silikagelu polarni charakter a jsou pro svoji reaktivitu vyuzivany k ptipravé kovalentné
vazanych fazi. Reverzni faze na bazi silikagelu jsou nejcastéji pfipravovany reakci
vhodného monofunkéniho organosilanu. Kovalentné vazané alifatické fetézce, kterymi je
nejastéji oktadecylovd nebo oktylova skupina, udéluji fazi hydrofobni charakter.
Mobilni faze je polarngjSiho charakteru a vétSinou obsahuje vodu a polarni organicka
rozpoustédla. Interakce hydrofobnich sloucenin se stacionarni fazi je vétSi nez s
hydrofilnimi slou¢eninami. Proto jsou hydrofilni slouceniny eluovany z kolony v kratsich
retencnich Casech. Pti vybéru mobilni faze musi byt brana v potaz rozpustnost analytu.
Prvni volbou byva zpravidla smés acetonitrilu a vody, protoze toto rozpoustédlo vykazuje
nizky zpétny tlak v systému a zajistuje U€inngjsi proces prenosu hmoty ¢imz se zvySuje

Gi¢innost. Separace analytii kyselé povahy se provadi v okyselené mobilni fazi®>*,
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1.3.2 Normalni mod

V normalnim modu je stacionarni faze polarni adsorbent a mobilni faze smés nepolarnich
rozpoustédel. NejCastéji se pouzivaji faze na bazi silikagelu, oxidu hlinitého nebo
Florisilu. Tyto faze mohou byt modifikovany polarnimi skupinami jako je -CN, -NH>
nebo -CH3CH>oNH». Dnes se v bézné praxi jako stacionarni faze nejcastéji pouziva
nemodifikovany silikagel. Jako mobilni faze se pouzivaji nepolarni organicka
rozpoustédla jako diethylether, chloroform nebo n-hexan?®®. Mechanismus separace miize
byt popsan jako interakce dip6l-dipol fizena coulombickymi silami. Na rozdil od jasného
mechanismu separace v reverznim modu je mechanismu v normalnim moédu mnohem
separaci. Také je toto uspotfaddani zakladem v prekoncentra¢nich SPE kolonkéch. Dnes se
v laboratofich pouziva k ucelu separace kontaminantli Zivotniho prostfedi, jako jsou

polyaromatické uhlovodiky, organochloriny a dioxiny?.

1.3.3 Hydrofilni interak¢ni chromatografie

Chromatografie hydrofilnich interakci nabizi moznost separace pro polarni a hydrofilni
slouceniny. Stejné¢ jako v chromatografii s normalnimi fazemi se v HILIC vyuZivaji
polarni stacionarni faze. Lze vyuzit kolon s neiontovymi 1 s iontovymi skupinami na
povrchu silikagelu. Oblibenym materidlem je nemodifikovany silikagel se sniZenou
koncentraci povrchovych silanolovych skupin. Mobilni faze v HILIC moédu je tvofena
smési vodné a organické slozky s pfevahou organického rozpoustédla, kterym je
nejcastéji acetonitril. Hlavni hnaci silou retence je hydrofilni interakce mezi solutem a
polarni staciondrni fazi. Aby mohlo k hydrofilni interakci dojit, je potfeba aby se na
povrchu staciondrni faze vytvoftila hydratovana vrstva. Polarni analyt je pak zadrZzovan
v této vrstveé. V pribéhu separace se ovSem uplatiluji i druhotné interakce jako napf.
elektrostaticka interakce. Typ stacionarni faze a sloZzeni mobilni faze ovliviiuji vysledny
mechanismus separace, charakteristicky pro systémy s normalnimi fazemi. Retence latek
se zvySuje s jejich polaritou a klesa s rostouci koncentraci mobilni slozky v mobilni
fazi’’

HILIC je vhodna metoda pro separaci vysoce polarnich latek, které v reverznich

systémech eluuji v blizkosti mrtvého retenéniho ¢asu. Zaroven je mobilni faze dobrym
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rozpoustédlem praveé pro polarnim analyty jako jsou aminokyseliny, peptidy, proteiny a

sacharidy které jsou nej¢ast&j$imi analyty separovanymi v HILIC modu?’-,

1.4 Lipidy

Lipidy jsou molekuly, které v bunce plni Siroké spektrum funkei. Jsou nezbytnou soucasti
bunéénych membran, v bunécné signalizaci plni funkci prvnich a druhych posli,
pomahaji k tvorbé€ subcelularnich struktur a zajist'uji transport proteini a jejich kotveni v
membranach. Rada b&znych, i zdvaznych, onemocnéni souvisi s poruchami metabolismu
lipidli, napft. aterosklerdza, diabetes, obezita nebo Alzheimerova choroba. Lipidy jsou
definovany jako mastné kyseliny, jejich derivaty, a latky biosynteticky nebo funkéné
piibuzné k témto sloucenindm*®’. Rozmanitost lipidovych funkci se odrazi v Sirokém
spektru lipidovych tfid a podtiid. Na rozdil od gend a proteint, které jsou primarné
sloZzeny z linedrnich kombinaci ¢ty nukleovych kyselin a dvaceti aminokyselin, je
struktura lipidi mnohem komplexnéjsi. Diky jejich strukturdlni variabilité existuji
vyznamné rozdily v rozsahu a organizaci stavajicich klasifika¢nich schémat. V roce 2005
zavedlo konsorcium LIPID MAPS komplexni systém klasifikace lipidi zalozené na
pfesné definovanych chemickych a biochemickych principech. Systém klasifikace je
zalozen na koncepci dvou zakladnich stavebnich blokt lipidd na ketoacylovych a
isoprenovych jednotkach. Toto déleni vychéazi ztoho, ze lipidy mohou pochazet z
kondenzace ketoacylthioesteri nebo naopak z kondenzace isoprenovych jednotek. Na
zakladé tohoto klasifikacniho systému jsou lipidy rozdéleny do osmi kategorii: mastné
kyseliny, glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy, steroly, prenoly
a polyketidy. Kazd4 kategorie je dale rozdélena do tfid a podtiid*!*?. Tato standardizace

pomohla v pokroku a vyvoji analytickych metod pro lipidomiku®.

1.4.1 Lipidomika

Lipidomika je odvétvim védecké discipliny zvané metabolomika a zabyva se
systematickym studiem vSech lipidii, jejich strukturou, zastoupenim, funkci v buiice a
molekulami, se kterymi lipidy interaguji. Nedavné zdokonaleni mé&kkych ionizacnich

technik pro MS v kombinaci se zavedenymi separa¢nimi metodami umoznilo rychlou a
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citlivou detekci riznych druhti lipidi s minimalni naro¢nosti ptipravy vzorku. V piipadé
tzv. ,,shotgun* analyzy se méti hmotnostni spektrum celkového lipidového extraktu, které
ukazuje zastoupeni jednotlivych lipidd. Lipidovy profil mize byt monitorovan v case v
rdmci odezvy na urCité podnéty. Lipidomika spoleéné s genomikou, proteomikou a
metabolomikou pfispivaji k pochopeni funkce lipidii v biologickych systémech a jsou

dobrym nastrojem pro pochopeni mechanismi nemoci spojenych s lipidy***.

1.4.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou jednou ze zékladnich skupin lipidi. Molekula mastné kyseliny se
skladé z dlouhého uhlikatého fetézce s riznym stupném nenasycenosti, na jehoz konci je
karboxylova skupina. Neékteré organismy jako jsou bakterie nebo houby mohou
produkovat modifikované mastné kyseliny: vétvené, s cyklopropanovym nebo
epoxidovym kruhem, mohu byt alkoxylované nebo hydroxylované®. Informace o
struktufe a intracelularni koncentraci lipidii v bufice jsou zdsadni k pochopeni
molekularnich mechanismt provézejici metabolicky syndrom. Mastné kyseliny mohou
byt syntetizovany nékolika cestami. Syntéza je iniciovana kondenzaci malonyl-CoA a
acetyl-CoA a naslednym prodluzovanim fetézce. Desaturaci a prodluzovanim fetézct

vznikaji riizné izomery mastnych kyselin*’.
1.4.3 Separace mastnych a esteri

V analyze lipidl je nejcastéji pouzivanou analytickou metodou plynova chromatografe
methylesterti mastnych kyselin. Reten¢ni chovani a hmotnostni spektra jsou vyuzivany
k charakterizaci struktury mastnych kyselin. Plynova chromatografie vSak neposkytuje
pfimou informaci o poloze dvojné vazby. Pro informaci o poloze musi byt dana dvojna
vazba derivatizovdna. Nezbytnym pozadavkem pro plynovou chromatografii je termalni
stabilita a dostatecna t€kavost analyttl, tento predpoklad vSak neni zcela splnén napt. u
polynenasycenych methylesterii s velmi dlouhym uhlikatym fetézcem. Dal§i moznosti
separace je reverzni kapalinovd chromatografie nebo argentacni chromatografie. U
mastnych kyselin pfevlada separace na reverzni fazi C18 za gradientového programu.
Kyseliny se d¢€li podle délky fetézce, polarity a stupné nenasycenosti. V chromatografii
v reverznim modu eluuji diive kratké, polarni nenasycené kyseliny. Na kolonach

obsahujici stacionarni chirdlni fizi 1ze rozdélit enantionery*®+7.

19



1.5 Miniaturizace

Moderni analytické techniky se snazi dosdhnout nizsich limita detekce, vyssi citlivosti,
rychlejsich analyz, a to za co nejmensi cenu za jednu analyzu. Toho vSeho 1ze dosahnout
snizovanim velikosti analytickych systémil. Soucasné¢ se omezi spotieba nckdy i
toxickych rozpoustédel, které skodi jak zivotnimu prostfedi, tak samotnému cloveku.
Zaroven se zmens$i 1 mnozstvi potfebného vzorku coz je vyhodou u biomaterialu, ktery je
vétSinou vzécny. V miniaturizaci existuje mnoho piistupii. Lze miniaturizovat jednotlivé
¢asti systému jako je kolona, pfeduprava vzorku nebo detektor. V poslednich letech se
rozvinul pristup ’Micro total analysis system” uTAS, coz je ptistup kde jsou jednotlivé

kroky jako je vzorkovani, reakce, separace a detekce integrovany v jednou systému*®->!,
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2 Cil prace

Tato prace navazuje na mou bakalafskou praci®? a praci Bc. Pavliny Nekvasilové®®, ve
které byl zkonstruovan ¢ipovy mikro-APCI a mikro-APPI zdroj a byly optimalizovany

nekteré z pracovnich podminek zdroji. Cilem této diplomové prace je:

e dokonceni optimalizace pracovnich podminek a sestaveni kombinované¢ho

zdroje s mikrofluidnim ¢ipem
e urceni vlastnosti zdroji a porovnani s konven¢nimi zdroji

e spojeni nejlépe pracujiciho zdroje s mikro-HPLC a vyvoj metody pro

separaci methylesteri mastnych kyselin

e aplikace metody na vybrané realné vzorky
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3 Experimentalni ¢ast

3. 1 Chemikalie

3.1.1 Rozpoustédla

e aceton, > 99.8 % Chromasolv® HPLC cistota, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO,
USA)

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

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

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

e cthylacetat, > 99.7 % LC-MS Chromasolv®, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO,
USA)

e chloroform, Chromasolv® Plus, HPLC distota, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO,
USA)

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

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

e kyselina mravenci, LC/MS Ccistota, Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA,
USA)

3.1.2 Standardni roztoky a vzorky

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

e methyoleat (FAMEI18:1(n-9)), Nu-Chek-Prep, (Elysian, MN, USA)

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

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

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

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

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

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

e jojobovy olej (Jojoba bio body oil, Primavera)
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e olej z &erného rybizu (semena erného rybizu Cheléice, Ceska republika)

3.2 Pristrojové vybaveni

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

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

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

e mikromanipuldtor MX10R (Siskiyou, Grants Pass, OR, USA)

e nizkotlaka kryptonova vybojka PKR 106,58 mm x 12,7 mm, Heraeus Noblelight
(Hanau, Némecko)

e napijeci zdroj MANSON SDP-2405, Manson Engineering Industrial (Kwai
Chung, N.T , Hong Kong)

e mikrofabrikovany vyhtivany ¢ip o rozmérech 33 x 5 x 1 mm (Univerzita
Helsinky, Finsko)

e kolona Zorbax Eclipse XBD-C18 (0,3 x 150 mm, 3,5 um), Agilent
Technologies, (Santa Clara, CA, USA)

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

e automaticky davkovac pro termoregulaci kolony Accela Autosampler, Thermo
Fisher Scientific, (Waltham, MA, USA)

e vyhfivany termoblok, Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburk, Némecko)

e [R teplomér Volfcraft IR-1200-50D USB, Conrad Electronics (Praha, Ceska
republika)
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3.3 Usporadani miniaturizovaného zdroje

Na vstupni ¢ast hmotnostnimu spektrometru LCQ Fleet byla nainstalovana pfiruba z
tvrzeného eloxovaného hliniku s dvojici na ni kolmych ocelovych ty¢i. Na tyce byl
nasunut drzék s 3-D mikromanipulatorem MX10R, ktery umozioval pfesné polohovani
mikrofluidniho &ipu, a nastavitelny drzék pro jehlu korénového vyboje. Cip (33 x 5 x 1
mm)°* sestaval ze dvou sklenénych desti¢ek, do kterych byly vyleptany kanalky
s lichobéznikovym priifezem 500 x 250 um, a na jejichz povrchu bylo napafeno odporové
platinové topeni. Analyt byl do ¢ipu pfivadén kfemennou kapildrou o vnitinim priméru
50 um a vn&jsim praméru 220 pum. Cip byl vyhiivan pomoci napajeciho zdroje IPS-603
vykonem 4,5 W (Obr. 3.2). Nizkotlakd kryptonova vybojka pro fotoionizaci byla
namontovana na samostatném drzaku pfipojeném k laboratornimu stojanu. Vybojka (UV

lampa) byla napdjena zdrojem SDP-2405. Prutok zmlzovaciho plynu (dusiku) byl

nastavovan reguldtorem GFC 17 (Obr. 3.1).

Obr. 3.1 Fotografie kombinovaného APCI/APPI zdroje. (1) mikrofluidni ¢ip, (2) jehla
koronového vyboje, (3) kryptonova vybojka, (4) vstup do MS, (5) 3-D mikromanipulator, (6)
napajeni topeni Cipu, (7) ptivod nebulizacniho plynu, (8) kiemennd kapilara pro pfivod vzorku.
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Obr. 3.2 Fotografie sklenéného mikrofluidniho ¢ipu.

3.4. Pracovni podminky konven¢niho zdroje

Pro srovnani vlastnosti ¢ipovych zdrojii s konvencnimi zdroji bylo vyuzivano klasické
APCI, APPI sondy od firmy Thermo Fisher Scientific. Vzorek byl ddvkovan pomoci
smyCky o objemu 20 ul. Faze byla ptfivadéna pomoci stiikacky Hamilton pritokem
100 ul/min. Teplota kapilary byla nastavena na 300 °C, teplota vaporizéru 400 °C, suSici
a pomocny plyn byl 20 a 5 arbitrarnich jednotek.

3.5 Optimalizace pracovnich parametri a vhodného
rozpoustédla

Optimalizace uspotfadani zdroje a pracovnich parametrt byly provadény pomoci roztoku
reserpinu o koncentraci 10 pg/ml v rozpoustédle 2-propanol:voda (1:1). Pro vybér
vhodného rozpoustédla byly pouzity standardy o koncentraci 12 pg/ml. Standardy byly
ziedény do nésledujicich rozpoustédel: acetonitril, hexan, methanol, ethylacetat,

chloroform, 2-propanol a toluen.
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3.6 Separace FAMEs

Separace byla provedena na koloné¢ Zorbax Eclipse XBD-C18. Pro separaci za
isokratickych podminek byla pouZita faze acetonitril:toluen (95:5) a nésledné 0,1 %
kyselina mravenci (FA) v acetonitrilu. Mobilni faze byla vzdy pfed pouzitim nejméné po
dobu 15 minut odplynéna v ultrazvuku. Separace byla optimalizovana pomoci standardu
methylestert mastnych kyselin o koncentraci 1 mg/ml v methanolu. Vzorek byl do
systému davkovan skrz Sesticestny ventil. Kolona byla béhem analyz temperovéana na 5
°C v automatickém davkovaci Accela. V dal§im kroku vyvoje metody byl pouzit teplotni

gradient od 5 °C do 50 °C od $esté minuty analyzy.

3.6 Vlastnosti zdroju

Nejprve byl urcen detekéni limit, linedrni a linedrni dynamicky rozsah mikrocipovych
zdrojl a konvenc¢niho zdroje, aby mohly byt hodnoty srovnany. Kalibra¢ni zavislosti byly
sestrojeny z hodnot intenzit protonované hodnoty methyloleatu. Kalibraéni roztoky byly
fedény toluenem v koncentraénim rozmezi 0,03-500 pg/ml. Detekéni limit byl spocitan

pro S/N=3.

Dale byly srovnany limity detekce a stanovitelnosti ¢ipového mikro-APCI
s mikro-APCI s komer¢nim zdrojem. Kalibraéni zavislosti byly sestrojeny z plochy piku
odpovidajiciho sledovanému iontu methyllinoledtu v rezimu ,selected reaction
monitoring®. Vybranym iontem byl fragment [M - CH3OH + H]*. Kalibra¢ni roztoky byly
fedény do methanolu a to v koncentra¢nim rozmezi 5-100 pg/ml. Detekéni limit a limit

stanovitelnosti byly spo€itdny z odpovidajicich kalibraénich kiivek pro S/N=3.

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

nasledujicich vztahii:

3 Sp
LOD = %

10 Sp
L0Q = —

kde £k je citlivost metody, vyjadiena smérnici regresni ptimky kalibracni zavislosti a s, je

smérodatna odchylka nejnizsi koncentrace kalibra¢ni zavislosti ze tfi méfeni.
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3.7 Znaceni methylesterti mastnych kyselin

Slozeni mastnych kyselin v lipidech je popsano pomoci po¢tu atoma uhlikl acylu. Za
poctem uhlikli je uveden pocet dvojnych vazeb, jejichz poloha od konce fetézce je
uvedena v zavorce. Dvojné vazby cis jsou bez oznaceni, v ptipadé trans vazeb je uvadén
symbol ,,t“. Napiiklad FAME 18:1(n-9t) oznacuje methylester odvozeny od mastné
kyseliny s osmnacti uhliky a jednou trans dvojnou vazbou lokalizovanou na devatém

uhliku od terminalniho konce molekuly.

3.8 Priprava vzorki

Byly pouzity jiz ptedem pfipravené vzorky methylester mastnych kyselin.
Triacylglyceroly byly izolovany ze semen oleje ¢erného rybizu. Z jojobové oleje byly
izolovany voskové estery. Obé skupiny byly nasledné transesterifikovany dle
Stranského®. Vzorek byl rozpustén ve smési methanol:chloroform (3:2) a bylo k nému
pridano odpovidajici mnozstvi acetyl chloridu. Poté byly vzorky na 70°C po dobu 90

minut. Smés byla poté zneutralizovana uhli¢itanem stiibrnym.
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4 Diskuze a vysledky

4.1 Optimalizace pracovnich parametru

Pro sestaveni zdroje bylo nezbytné nejdiive optimalizovat jeho geometrické usporadani
a jeho pracovni parametry. Parametry byly zvIast’ optimalizovany pro APCI a APPI zdroj
sohledem na sestaveni kombinovaného APCI/APPCI zdroje. Nejdiive byla
optimalizovéna vzdalenost ¢ipu od vstupu do hmotnostniho spektrometru. Nejvétsi signal
sledované latky byl ve vzdalenosti 10 mm pro oba typy zdrojii (Obr. 4.1A). Déle byl
studovan efekt sklonu ¢ipu vzhledem k roviné hypoteticky spojujici vystup Cipu a vstup
do MS, a to vzdy se zachovanim vzdalenosti 10 mm mezi ¢ipem a vstupem do MS. Jak
je vidét na Obr. 4.1B zavislosti pro APCI i APPI se navzajem liSily. Nejvyssi signal pro
APCI byl naméfen pfi sprejovani v roving ¢ipu a vstupu do MS a klesal s rostoucim thlem
sklonu ¢ipu. Naopak v APPI byly pozorovany dvé maxima a to znovu v roving ¢ipu a pfi
uhlu 40 °. Rizné zéavislosti pravdépodobné odrazeji rizné objemy a tvary oblasti, kde
ionizace probihd. Pro nasledujici méfeni byl ¢ip umistén v roviné se vstupem do MS, aby
byly zajistény vhodné podminky sprejovani pro vSechny tfi provozni rezimy. Déle byl
optimalizovan pritok nebuliza¢niho plynu. Maximum pro APPI se nachazelo pti 60
ml/min a pro APCI pfi 40 ml/min. Pro nasledujici experimenty zvolen pritok 60 ml/min.
Optimalni hodnota velikosti pritoku nebulizacniho plynu vSak zavisi na povaze analytu.
Na Obr. 4.1D miizeme vidét, Zze zavislost linedrn€ vzrista se zvySujicim se pritokem
vzorku a to v obou typech ionizace. Na rozdil od elektrospreje, ktery je koncentracnim
detektorem funguji APCI a APPI jako hmotnostni detektory. Odezva téchto detektort je
umérna mnozstvi analytu, nikoli jeho koncentraci. Dlsledkem toho je Ze se odezva
analytu pratokem vzorku zvySuje. Detektory citlivé na hmotnostni tok jsou proto obecné
pouzivany pii vyssich pritocich vzorku. Zdroje pracujici za nizkého pritoku v§ak mohou
dosahnout vysokych citlivosti diky vétsi ti¢innost ionizace 1 transportu ionttt do MS. Pro

vétSinu nasledujicich aplikaci byl pouZzivan pratok 10 pl/min.
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Obr. 4.1 Zavislost intenzity signalu na vzdalenosti ¢ipu od vstupu do MS (A), na thlu ¢ipu (B),
pritoku nebuliza¢niho plynu (C) a pratoku mobilni faze (D). Optimalizace byly provadény na
roztoku reserpinu o koncentraci 10 pg/ml.

Zdroj byl pro nasledujici méfeni sestaven v souladu s vySe uvedenymi daty.
Zasadni je také postaveni jehly koronového vyboje vzhledem k €ipu a ke vstupu do
hmotnostniho spektrometru. Aby se predeslo elektrickym vybojim, musely byt dodrzeny
minimalni vzdalenosti mezi jehlou a vstupni kapilarou a jehlou a ¢ipem. Pro pracovni
napéti na korénové jehle 1,5 kV odpovidaly vzdalenosti 3 mm (Obr 4.2A). Kryptonova
lampa byla umisténa ze shora co nejblize sprejovaci oblasti, aniz by doSlo kontaktu
s ¢ipem. Nebulizacni Cip je kiehké zafizeni a platinové topeni ma omezenou zivotnost.
Z tohoto davodu byl ¢ip vyhiivan bezpe¢nym piikonem na 4.5 W, kdy nehrozilo

poskozeni topeni.
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Obr. 4. 2 Horni pohled na umisténi jehly vzhledem k ostatnim komponentam zdroje (A). Schéma
mikro APCI/APPI zdroje (B).
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4.2. Vybér vhodného rozpoustédla

Kromé toho, ze slozeni mobilni faze ovliviiuje chromatografickou separaci, ma i velky
vliv na ionizaéni proces a tim ovliviiuje citlivost detekce a podobu hmotnostniho spektra.
Proto citliva detekce v mikro-APCI a/nebo mikro-APPI vyZzaduje rozpoustédla, ktera
ucinné podporuji ionizaci. Dva standardy methyllaurat a cholesterol byly rozpustény
v toluenu, hexanu, chloroformu, acetonu, ethylacetatu, methanolu a acetonitrilu. Byly
pozorovany intenzity piki [M + H]" pro methyllaurat a [M + H — H,O] " pro cholesterol,
a to ve vSech tfech pracovnich rezimech APCI, APPI, a kombinovaném APCI/APPI. Pro
oba analyty byl pozorovan nejvyssi signal pro analyty rozpusténé v toluenu. Toluen se
pouziva v APPI jako dopant a snadno tvofi kationt radikaly. Toluenové radikaly
pravdépodobné reaguji se zbytkovou vodou za vzniku protonovanych klastrt, které
nasledné prevedly proton na analyt. Ostatni testovana rozpoustédla byla vyznamné méné
ucinnd. Nejnizsi signal za vSech tfech pracovnich rezimi byl pozorovan v ethylacetatu a
acetonu. Obé tato rozpoustédla jsou fotoionizovatelnd, ale zaroven maji vysokou
protonovou a afinitu a soupeii o proton s analytem. Toluen nejen Ze dobie ionizuje
neutralni lipidy, ale zaroven vykazuje nizké pozadi a tim se zvySuje pomér signdlu
k Sumu.

Pti detekci analyti pomoci kombinovaného APCI/APPI zdroje nebylo

pozorovano zadné zvySeni intenzity signalu, naopak signal byl pro oba analyty mensi.
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Pouze signal cholesterolu v acetonu se do jist¢ miry zvysil. Bylo tedy zjisténo, ze

kombinovany APCI/APPI zdroj neposkytuje vétsi citlivost pro testované neuralni lipida.
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Obr. 4.3 Intenzity signalu methyllauratu (A) a cholesterolu (B) v riznych

rozpoustédlech méfené pomoci Cipového zdroje pracujiciho ve tfech modech APCI,
APPI a kombinovany zdroj APCI/APPI.
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4.3 Urceni vlastnosti zdroju

Limit detekce, linearni dynamicky rozsah, dynamicky rozsah a opakovatelnost byly
urceny pro vSechny tfi pracovni rezimy ¢ipového zdroje. Tyto hodnoty byly porovnany
s hodnotami pro konven¢ni iontovy zdroj s prutokem 100 pl/min. Experimenty byly
provadény pii ptimém zavadéni vzorku do zdroje. Nasledné byly hodnoty prepocitany,
aby mohly byt hodnoty porovnany. APCI a APPI jsou hmotnostné citlivé a jejich odezva
by proto méla byt udévana v jednotkdch signalu na hmotnostni pratok vzorku.
Z praktickych diivodi jsou charakteristiky uvedeny v koncentra¢nich jednotkach. Jak je
ziejmé z Tab. 4.1, zdroje pracujici za nizkého priitoku poskytovaly vyrazné nizsi detekéni
limity nez konvenc¢ni zdroje. Dlivodem miize byt, jak jiz bylo zminéno vyse, u¢inné&;jsi
ionizace a leps$i transport iontli do hmotnostniho spektrometru. Navic nizké mnozstvi
rozpoustédla v iontovém zdroji vedlo ke snizeni Sumu a tim k lepSimu poméru S/N.
Ionizace v APCI prokazuje niz§i detek¢ni limity neZ ionizace v APPI a to
v nizkopratokovém i konven¢nim reZimu. Dynamicky rozsah i linearni dynamicky rozsah
byl vétsi pro miniaturizované zdroje, predevsim v APCI byl rozsah ptes 3 fady. Relativni
smérodatna odchylka se pro mikro zdroje pohybovala v rozmezi 2-5,5 % a pro konvenéni
zdroje 2,5-6,5 %. Parametry zdroje pro mikro zdroje pracujici v kombinovaném
APCI/APPI neprokédzaly Zzadné vyhody, které by odlvodnovaly jeji pouZziti pro
kvantitativni analyzy. Jednim z nevyhod €ipu je ze pii pouziti vétSich koncentraci zacne
analyt uhelnatét na konci kifemenné vstupni kapilary do ¢ipu a to zpusobuje jeho

neprichodnost.
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Tab. 4.1 Parametry ¢ipové mikro-APCI pracujicich ve vSech tfech rezimech a porovnani s jejich
konven¢nimi variantami.

Dynamicky Linearni dynamicky

Typ zdroje Detekeni limit rozsah 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

4. 4. Vyvoj chromatografické metody

Pro spojeni s kapalinovou chromatografii byl vybran ¢ipovy mikro-APCI zdroj, protoze
poskytoval nejnizsi detekéni limit a nejvetsi dynamicky 1 linedrni dynamicky rozsah. Pro
vyvoj metody byla jako detekce pouzita mikro-APCI s komerénim zdrojem. Ditvodem
bylo omezené mnozstvi ¢ipl a také vetsi robustnost mikro-APCI s komerénim zdrojem.
Po vypracovani metody byla néasledné tato metoda ptrevedena na detekci s Cipovym

mikro-APCIL.

Vzorek FAMEs byl separovan na mikro koloné¢ Zorbax Eclipse XBD-C18
s primérem 0.3 mm a velikosti ¢astic 3,5 um. Analyty byly detekovany v komerénim
zdroji s pracovnimi parametry optimalizovanymi pro ¢ipové zdroje. Mobilni faze byla
pfivadéna pratokem 10 pul/min. Pfi pouziti klasickych HPLC pump nastaval problém s
reprodukovatelnosti dosazenych separaci. Proto bylo pouzito bezpulsni pistové cerpadlo.
Z ptedeslych experimentli nejlépe podporoval ioniza¢ni proces toluen, proto byla pro
prvotni experimenty zvolena izokratickd eluce mobilni fazi acetonitril:toluen (95:5). Pii
pouziti této mobilni faze se objevovalo nezddouci chvostovani (Obr. 4.4A). Na Obr. 4.4B
muzeme vidét extrahovany chromatogram methyllinolendtu (FAME 18:3(n-3)) kde je

vidét vyrazné chvostovani piku. Aby byla separace vylepSena byla zvolena jind mobilni
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taze a to 0,1 % kyselina mravenci v acetonitrilu. Na Obr. 4.5B mizeme vidét pik stejné
latky, tedy methyllinolenatu (FAME 18:3). V tomto systému vykazovaly piky lepsi tvar
nez v systému acetonitril:toluen (95:5). Kyselina mraven¢i se pouzivd k potlaceni
disociace kyselych skupin analytii, a tim zvySuje jejich retenci. Dokéze vSak 1 vylepsit
ucinnost separace a nasledkem toho tvar piki. I nejlépe ptipravené chemicky vazané
stacionarni faze obsahuje zbytkové polarni silanolové skupiny. Tyto volné skupiny
mohou byt pfi¢inou stoupajici retence a chvostovani pikt. Pfidanim kyseliny zptisobi, ze
jsou silanolové skupiny v nedisociované formé a tim se zlepsuje tvar pika®. Cislovani
pikt se fidi podle nalezenych FAMEs z analyzy za pouziti mikro-APCI s komerénim
zdrojem, viz Obr. 4.6B.
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Obr. 4.4. Chromatogram pro celkovy iontovy proud analyzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za
pouziti mobilni faze acetonitril:toluen (95:5). Jako typ detekce byl pouzit mikro-APCI komer¢ni
zdroj s pratokem 10 pl/min. Kolona byla temperovana 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 (y-
Linolenic)8. C18:3(n-3) (a-Linolenic)9. C20:4(n-6) (Arachidonic), 10. CI5:1 (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).

Extrahovany iontovy chromatogram pro m/z 215 methylinolenatu FAME 18:3 (B).

35



100

3
17

o0
o

3
4,5,6
9,10
12
13,14,15

16

@
o

wu
=)
NI NN N AN NN TN NN F NN AN

!

18,19

relativni zastoupeni (%)
.
o

w
o

21

[
o

22

=
o

=)
o -1

| N N N Y I I O I O O O |
1 2 3 4 5 6 , 7, . .8 9 10 11 12 13 14 15

¢as (min)

100

3
o

o]
o

~
(=]

FAME 18:3(n-3)

relativni zastoupeni (%)
(=]
o

Y
o

w
=)
L b b bevva b b b b b b

w
o

]
o

[
(=]

o

I R T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

¢as (min)
Obr. 4.5. Chromatogram pro celkovy iontovy proud analyzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za
pouziti mobilni faze 0, 1% FA v acetonitrilu. Jako typ detekce byl pouzit mikro-APCI komercni
zdroj s pratokem 10 pl/min. Kolona byla temperovana na 5 °C (A). Extrahovany iontovy
chromatogram pro m/z 215 methylinolenatu C18:3 (B). Popis jednotlivych piku viz. Obr. 4.4A.
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Celkova doba analyzy FAMEs pfii 5 °C byla tficet minut (Obr. 4.6B). Pro zkraceni doby
analyzy byl pouzit teplotni gradient. Teplotni programovani separace mize byt vyuzito
k napodobeni gradientové eluce *°. Do $esté minuty byly piky dobie separované pii 5 °C
(Obr. 4.6B) a tak byl zvolen gradient teploty od Sesté minuty z 5 °C do 50 °C. Teplota
kolony se béhem analyzy postupné zvySovala. Protoze automaticky davkova¢ Accela
nema moznost funkce programovani teploty, v Sest¢ minuté byla teplota kolony skokové
zménéna na 50 °C. V kolonovém prostoru vSak teplota rostla pozvolné. Teplota byla
zaznamenavana kazdou minutu IR teplomérem a ze zdznamu byl vytvotfen graf prubéhu
teplotniho gradientu (Obr. 4.7). Pozadované teploty 50 °C bylo dosazeno ve tfinacté
minuté. Celkovy Cas analyzy se zkratil témét o polovinu (Obr. 4.8A). Teplota ma vliv na

termodynamicky aspekt separace z hlediska zmény distribu¢ni konstanty>®.

Retence analytii v systému reverznich fazi s rostouci teplotou vétSinou klesd. V
ptipadé mastnych kyselin retencni ¢as roste s délkou fetézce a snizuje se poctem dvojnych
vazeb. Na Obr. 4.6B mizeme vidét dobrou separaci prakticky u vSech analytli, az na
vyjimky. U separace musime vzdy hledat kompromis mezi délkou analyzy a ucinnosti
separace. Ve ¢tvrté minuté koeluuji tfi latky, pticemz dvé z nich se 1isi v poloze dvojné
vazby. Stejné tak nejsou separovany polohové izomery 18:3(n-3) a 18(n-6). Doslo vSak
k separaci izomeril 18:1(n-9) a 18:1(n-9t) a také 18:2(n-6) a 18:2(n-6tt). Cis izomery

eluyji v obou dvou piipadech diive nez trans izomery.
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Obr. 4.6 Chromatogram pro celkovy iontovy proud analyzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za
pouziti mobilni faze 0,1 % FA v acetonitrilu. Jako typ detekce byl pouzit mikro-APCI komercni
zdroj s prutokem 10 pl/min. Kolona byla temperovana na 5 °C (A). Separace za teplotniho
gradientu od Sesté minuty 5 °C do 50 °C (B). Popis jednotlivych piku viz. Obr. 4.4A.
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Obr. 4.7 Pribeh teplotniho gradientu. Teckovana ¢ara znacni nastavenou teplotu na
termostatu kolony, zavislost s body ukazuje realné zvySovani teploty v Case.

Nakonec byla tato metoda pfevedena na detekci s ¢ipovym mikro-APCI. Na Obr. 4.8
muzeme vidét finalni separaci standardu FAMEs. Nékteré z methylestert, které mtizeme
pozorovat na Obr. 4.6B v chromatogramu chybi a to pfedev§sim nasycené methylestery
FAME 11:0, 10:0, 18:0, 20:0, 22:0, 24:0. Z literatury je znamo, Ze odezva methylesterti
jmenované methylestery. Je pravdépodobné, ze ¢ipovy mikro-APCI zdroj poskytuje nizsi
odezvy na tyto latky nez klasicky komeréni APCI zdroj. Dal§im diivodem mtize byt i to,
ze Cip lze vyhtivat pouze limitovanym piikonem 4,5 W. Vytvofena teplota nemusi byt
dostatecnd pro odpafeni kvantitativniho mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin.
Cipovy mikro-APCI zdroj, ktery je ruéné sestaveny, s sebou nese nékteré nevyhody oproti
klasickému APCI zdroji, predevsim co se tyce robustnosti. [ tento aspekt mize mit vliv
na detekci analytii. Vyhodou ¢ipového zdroje je pak jeho citlivost kdy byly intenzity o
dva fady vétsi nez u mikro-APCI s komerénim zdrojem®’ Opakovatelnost teplotniho
gradientu je velmi dobra. To mé za nésledek dobrou opakovatelnost jednotlivych analyz

pii separaci FAMEs.
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Obr. 4.8 Totalni iontovy proud analyzy FAMEs o koncentraci 1 mg/ml za pouziti mobilni
faze 0,1 % FA v acetonitrilu. Jako typ detekce byl pouzit ¢ipovy mikro-APCI s pritokem 10
ul/min. Separace provedena za teplotniho gradientu od Sesté minuty 5 °C do 50 °C . Popis
jednotlivych piku viz.Obr.4.4A

4.5 Relativni odezvy analyti

Jak uz bylo vyse zminéno pii analyze lipidii pomoci hmotnostni spektrometrie s klasickou
APCI zavisi intenzita [M + H]" na poétu dvojnych vazeb a délce alkylové fetézce.
Ionizaéni Gi€innost mastnych kyselin se zvysSuje s po¢tem dvojnych vazeb a atomu uhliku
v fetézci. Na zakladé tohoto faktu byl proveden experiment, kdy byla separovana
ekvimolarni smés Ctyfech standardii methylester s riznymi pocty dvojnych vazeb.
Separace probihala za pouziti mobilni faze 0,1 % FA v acetonitrilu pfi teplotnim
gradientu, kdy v Sesté minuté byla teplota skokové zvySena z 5 °C na 50 °C. Jako typ
detekce byl pouzit Cipovy mikro-APCI s pratokem 10 pl/min Jak je patrné z Obr. 4.9 pii
pouziti mikro-APCI zdroje miizeme pozorovat stejny trend jako pii konvencni APCI.
Intenzita [M + H]" roste spoctem dvojnych vazeb. Nebyl v8ak proveden stejny
experiment s komeréni mikro-APCI, tudiz nelze potvrdit pfedpoklad, Ze ¢ipova mikro-

APCI vice diskriminuje nasycené metylestery nez jeji konvencni varianta Rovnost
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odezvovych faktoru je dulezitd pti kvantifikaci lipidi. Pokud nejsou odezvové faktory

stejné, musi se pouzit standard pro kazdou latku v ramci lipidové ttidy.
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Obr. 4.9 Chromatogram ekvimolarni smeési FAMEs o koncentraci 1 mmol/l s riznymi pocty
dvojnych vazeb. Separace byla provadéna za pouziti mobilni faze 0,1 % FA v acetonitrilu. Jako
typ detekce byl pouzit ¢ipovy mikro-APCI s priutokem 10 ul/min. Separace provedena za
teplotniho gradientu (5 °C (6 min), 50 °C (11 min).

4.6 Limit detekce a limit stanovitelnosti

methyllinoleatu

Pro vybrany analyt methyllinolenat (FAME 18:3(n-3)) a ¢ipovou mikro-APCI byl uren
limit detekce a stanovitelnosti, a namétené hodnoty byly porovnany s komercni mikro-
APCI. Z diivodu problému s nepriichodnosti ¢ipu pii vétsich koncentracich analytu nebyl
stanoven dynamicky ani linedrni dynamicky rozsah. Pro tyto charakteristiky by bylo

nutno pouzit vyssi koncentrace analytu, aby mohla byt uréena mez linearity.

Limit detekce miro-APCI cipové je 2,53 pg/ml a pii pouziti mikro-APCI

komeréniho je limit detekce 3,02 pg/ml. Limit kvantifikace poskytovany ¢ipovou mikro-
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APCI je 8,46 pg/ml a u komeréniho mikro-APCI zdroje to je 10.07 pg/ml. Divodem ne
tak vyraznych rozdila v téchto limitech mize byt jiz vySe uvedeny fakt, ze Cip miize byt
vyhfivan ptikonem maximaln¢ 4,5 W. Teplota, kterou je ¢ip vyhiivan, nemusi byt

dostatecna k odpateni kvantitativniho mnozstvi analytu.
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Obr. 4.10 Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci methyllinoleatu (FAME
18:3(n-3)). Jako zdroj detekce byla pouzita komeréni mikro-APCL
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Obr.4.11 Kalibra¢ni zévislost plochy piku na koncentraci methyllinoleatu (FAME
18:3(n-3)). Jako zdroj detekce byla pouzita ¢ipova mikro-APCL

4.7 Aplikace

Separace probihala za optimalizovanych podminek, tedy za pouZiti mobilni faze 0,1 %
FA v acetonitrilu, za teplotniho gradientu a detekce pomoci ¢ipové mikro-APCI. Voskové
estery z jojobové oleje a triglyceridy ze semen Cerného rybizu byly izolovany a nasledné
transestrifikovany*’->%%_ Latky byly identifikovany na zdkladé hmotnostnich spekter a
retencnich ¢asli podle standardu Supleco 37(Obr. 4.6B) a také na zdkladé literarnich
udaji. Tryacylglyceroly Cernorybizového oleje obsahuji vétSinou nenasycené mastné
kyseliny s osmnacti uhliky. Na Obr. 4.12 mizeme vidét, Ze olej obsahuje dvé hlavni
slozky a to FAME 18:3(n-6) a FAME 18:2(n-6) coz je v souladu s literaturou. Retencni
latky téchto latek jsou se shodou s reten¢nimi Casy téchto latek ve standardu FAMEs
Supelco 37. Nelze rozlisit mezi sebou izomery FAME 18:3(n-6) nebo FAME 18:3(n-6t),
protoze spolu koeluuji. Stejné tak ma blizké retencni ¢asy 1 18:1(n-9). Vzorek ¢erného
rybizu obsahoval také methylstearast FAME C18:0. Jak vSak bylo ovéfeno, tento
nenasyceny methylester poskytuje malou odezvu navic se vyskytoval ve vzorku

VvV minoritnim mnozstvi.
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Obr. 4.12 Chomatogram separace mastnych kyselin jako jejich ester vyskytujicich se
v semenech ¢erného rybizu. Podminky separace: mobilni faze 0,1 % FA v acetonitrilu, teplotni
gradient(5 °C (6 min), 50 °C (11 min)., detekce pomoci ¢ipové 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

NejzastoupenéjSim methylesterem ve voskovém esteru jojobového oleje je C20:1(n-9)
Retencni ¢as koresponduje se retenénim ¢asem pro C20:1(n-9) ve standardu Supelco 37
Ve vzorku byl nalezen jesté izomer této latky, ktery koeluje spolecné s FAME 18:1(n-9t).
Izomery FAME 18:1 byly také urceny na zéklad¢ porovnani reten¢nich €ast z analyzy
standardu FAMEs (Obr. 4.6B). Stejné tak byl uréen FAME 22:1(n-9), ktery ve vzorku
obsahuje také izomer. Pro ur€eni ostatnich izomert by bylo zapotiebi pouZit standardy

v prirod¢ se vyskytujicich izomerl a porovnat jejich retencni asy s chromatogramem.
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Obr. 4.13 Chomatogram separace mastnych kyselin jako jejich esterd vyskytujicich se
v jojobovém oleji. Podminky separace: mobilni faze 0,1 % FA v acetonitrilu, teplotni gradient
od Sesté minuty 5 °C — 50 °C, detekce pomoci Cipové 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 Zavér

Byl sestaven iontovy zdroj na bazi mikrofluidniho ¢ip, ktery pracoval ve tiech rezimech:
APCI, APPI a kombinovany zdroj pro APCI/APPI. Byla optimalizovana geometrie
iontového zdroje. Cip byl umistén v roving vstupu do MS ve vzdalenosti 10 mm od ngj.
Mezi Cip a vstup do MS byla umisténa jehla koronového vyboje ve vzdalenosti 3 mm od
vstupu do MS a sprejovaci Spicky Cipu. Postaveni jehly mélo zasadni vliv na intenzitu
signalu. Optimalizovany pritok nebuliza¢niho plynu byl 60 ml/min. Jak uZz bylo
diskutovano, MS s chemickou ionizaci je typem detektoru reagujici na hmotnostni tok
analytu, proto se zvySujicim prutokem roste i intenzita signdlu. Zdroje pracujici za
nizkého pratoku vSak poskytuji vyssi Gi¢innost ionizace i vyssi transport ionti do MS.
Toho bylo vyuzito a byl pouzivan prittok 10 pl/ml. Uinnost ionizace miize pozitivné
ovlivnit i druh pouzitého rozpoustédla. Proto byla testovana tada rozpoustédel bézné
pouzivanych v kapalinové chromatografii. Nejlepsi signal vykazovaly analyty rozpusténé
v toluenu.

Za optimalizovanych podminek byly ur¢eny vlastnosti zdroji pracujici ve vSech
trech reZzimech, a byly porovnany s konvencénimi zdroji provozovanymi pii pritocich
100 pl/ml. Mikro-APCI i mikro-APPI techniky poskytovaly pro vzorky zavadéné ptimo
do iontového zdroje lepsi detekéni limity a vétsi dynamické 1 linearni dynamické rozsahy
nez jejich konvencni varianty. Detekcni limit u kombinovaného ¢ipového APCI/APPI
zdroje byl srovnatelny ¢ipovou mikro-APCI i mikro-APPI, coZ nenaplnilo pfedpoklad
mozného snizeni detekéniho limitu pro lipidy. Nejlepsi detek¢ni limit 0,19 nmol/ml
vykazoval mikro-APCI. Zarovenl tento druh ionizace poskytoval nejlepsi linearni i
dynamicky rozsah, proto byl vybran pro spojeni s kapalinovou chromatografii. Pomoci
standardu FAMEs byla vyvinuta separacni metoda na kolon¢ se stacionarni fazi C18 a
mobilni fazi 0,1% kyseliny mravenci v acetonitrilu. Pro zkraceni doby analyzy bylo
vyuzito teplotniho gradientu. Od Sest¢ minuty analyzy bylo spustén ohiev kolony z
puvodnich 5 °C na 50 °C. Za téchto podminek bylo dosazeno Sestndctiminutové analyzy
smési FAMEs. Pro vybrané analyty byl spocitan limit detekce a stanovitelnosti a byl
porovnan s MS detekci s konvenénim APCI zdrojem. Technika mikro-APCI poskytovala

o néco nizsi detekéni limit nez mikro-APCI realizované na komerénim zdroji, ktery je
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navrzen pro vyrazn¢ vyssi prutoky vzorku (standardné kolem 1 ml/min). Nasledn¢ byla
metoda aplikovana na vzorky transesterifikovaného jojobové a ¢ernorybizového oleje,
kde byly separovany a detekovany majoritni FAMEs v obou vzorcich. Nevyhodami ¢ipu
je omezend moznost vyhfivani, coz mé za nasledek to, Ze n¢které analyty s nizsi tékavosti
nemuseji byt kvantitativné odpatreny. Dalsi nevyhodu je fakt, Ze se ¢ip pomérné snadno
zablokuje produkty termalniho rozkladu vzorku, zejména pii pouziti vyssich koncentraci.

To vSak nemusi byt limitujici. Mikro zdroje jsou konstruovany pro moznost ziskani

nizsiho detekénich limith, proto se pfedpoklada aplikace na nizké koncentrace analyta.
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