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SOUHRN

Diplomova prace se zamétuje na problematiku analyzy sacharida. Jejich analyza je
obecné komplikovana rozsahem molekulovych hmotnosti (monosacharidy az polysacharidy),
rozmanitosti konfiguraci, vzajemnych vazeb a vétvenim fetézcii. Teoreticka Cast predstavuje
sacharidy jako takové, jejich struktury, vlastnosti i pouziti. Je zde uvedena také jejich analyza
jak Kklasickymi metodami, napiiklad volumetrii, polarimetrii, refraktometrii atd., tak
rezonance, plynova chromatografie, ale hlavné kapalinovd chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Aplikace vybranych metod pro forenzni i¢ely a odhaleni panc¢ovani potravin
jsou zde zminény podrobnéji. Zavér teoretické ¢asti je vénovan analyze sacharida
spektrometrii iontové pohyblivosti. Experimentalni ¢ast se zabyva vyvojem metody pro
analyzu sacharidi kapalinovou chromatografii spojenou s iontovou mobilitou a hmotnostni
spektrometrii s cilem odhalit pficiny separace jednotlivych analyti pii iontov€é mobilitnim
experimentu. Zkoumana byla ionizace a fragmentace sedmi monosacharidi a dvou
alduronovych kyselin (mimo jiné pouzitelnych pro identifikaci piirodnich pryskyfic).
Sacharidy se nejlépe ionizuji v Kladném moédu, kdy poskytuji ion [M+Na]®, kyseliny
V negativnim za vzniku iontu [M-H]. Samotna hmotnostni spektra neposkytla dostatek
informaci pro odliSeni izobarickych latek, podobné ani iontovd mobilita nenabidla jejich
jednozna¢nou identifikaci. U nékterych ze studovanych latek byla pozorovana separace
iontovou mobilitou, a to dokonce pro jednotlivé analyty. Nové vyvinutd metoda spojujici
separaci anomerti kapalinovou chromatografii s iontové mobilitni separaci a hmotnostni
spektrometrii potvrdila, Ze iontovou mobilitou jsou separovany rtzné struktury aduktd

sacharidi se sodikem. Navrzeny postup muze byt pouzit obecnéji pti studiu jednoduchych i

wevr



SUMMARY

The thesis deals with the analysis of all groups of saccharides. Their analysis is
complicated due to wide range of molecular masses (monosaccharides — polysaccharides),
variability of their configuration, bonding of monomeric units and branching of their chains.
The theoretical part describes structures, properties and usability of saccharides. Further,
various analytical methods (volummetry, polarimetry, refractometry etc.) including
sophisticated ones (nuclear magnetic resonance, gas chromatography and especially liquid
chromatography and mass spectrometry) employed for the analysis of saccharides are
mentioned. Applications of selected methods for forensic analysis and detection of
counterfeits are also shown. A large section is devoted to the analysis of saccharides by ion
mobility spectrometry. In the experimental part, seven monosaccharides was analysed by a
new method, combination of high performance liquid chromatography with ion mobility and
mass spectrometry. The aim was to reveal reasons of single analyte separation by ion
mobility. First ionization and fragmentation of seven monosaccharides and two alduronic
acids were investigated (the selected compounds can be potentially markers of different
natural resins). Saccharides are better ionized in positive mode as [M+Na]", acids in negative
as [M-H]. Mass spectra did not provide enough information to distinguish isobaric
compounds; ion mobility did not allow their unambiguous identification too. Some of the
compounds were separated by ion mobility (even single saccharide was analyzed). Newly
developed methods combined anomeric separation by liquid chromatography with ion
mobility separation and mass spectrometry confirmed ion mobility separation of different
structures of sodiated molecules of saccharides. The proposed procedure can be also used in
the study of other saccharides, monosaccharides as well as more complicate ones and to
deeper understanding of saccharide chemistry.
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1. UVOD

Kdyz se tekne cukr, vybavi se asi vétSing lidi bilé kostky nebo krystalicky prasek,
kterym si sladime Caj. Détem pak bonbony a jiné sladkosti. Sacharidy, jak se spravné oznacuji
cukry, ovSem neznamenaji jen zubni kazy a nadvahu. Jsou vSude kolem nas, dokonce i tam,
kde bychom to na prvni pohled necekali. Celd houba nebo dokonce rostlina je slozena
z chemickou vazbou spojenych monosacharidovych jednotek glukosy, dohromady tvoricich
polysacharid celulosu. Nase DNA je vysledkem velkého mnozstvi chemickych reakci a vazeb,
jejichz nepostradatelnou soucasti je opét maly monosacharid deoxyribosa. Jak my, tak
rostliny potfebujeme sacharidy jako primarni zdroj energie, bez nich by Zivé organismy

nemohly existovat.

Diky jejich jedine¢nym vlastnostem a sloZeni jsou nepostradatelnou surovinou V celé
fad¢ primyslovych odvétvi. Dokonce nasly uplatnéni jako alternativni zdroj chemické

energie. OvSem mohou byt i zneuzity teroristy pii vyrobé vybusnin.

Vedle syntézy je velmi dulezitd také analyza sacharidi. Neni to viibec jednoduchy
ukol. Pravé kvili tomu, ze jsou sacharidy tak specifické, schopné spolu reagovat vice
zpusoby, zaujimat pfi tom rizna prostorova usporadani a k tomu tvofit izomery, nenasla se
pro n€¢ zadna analytickd technika, kterd by jim byla ,,uSitd na miru®“. Snad spektrometrie

iontové pohyblivosti s hmotnostni spektrometrii by mohla byt tou metodou, kterou hledame.

Tato prace se pravé problematikou analyzy sacharidii zabyva. V prvni ¢asti jsou
uvedeny obecné postupy analyzy sacharidi jak klasickymi, tak analytickymi metodami a dale
jejich vyuziti pro odhaleni pancovani potravin a forenzni aplikace. VéEtsi diraz je kladen na
kapalinovou chromatografii, hmotnostni spektrometrii, ale hlavné spektrometrii iontové

pohyblivosti (mobility).

Druha ¢ast je vénovana analyze sacharidii S moznosti vyuziti pii ovéfovani pravosti
uméleckych dél. Nejprve byla studovana ionizace a fragmentace sacharidi za ucelem jejich
odliSeni. Poté byly cukry separovany iontovou mobilitou a nakonec byla vyvinuta metoda pro
analyzu sacharidii vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s iontovou mobilitou
a hmotnostni spektrometrii. Podafilo se separovat a a § anomery a rizné konformace aduktt

sacharidu se sodikem.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Sacharidy vSude kolem nas

Jako sacharidy oznacujeme polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které maji
alesponn tfi alifaticky vazané atomy uhliku, a také latky, které se tvofi jejich vzijemnou
kondenzaci za soucasného vzniku acetalovych vazeb. Derivaty, vznikajici ze sacharidu
substitu¢nimi, oxida¢nimi, redukénimi a jinymi reakcemi, mizeme také fadit k sacharidiim,
stejné¢ jako cyklitoly (polyhydroxycyklohexany), diky jejich podobnym chemickym

a fyzikélnim vlastnostem.

Sacharidy jsou nejrozsitenéjsimi latkami v piirodé a tvoii vétSinu jeji organické
hmoty. Vznikaji primarné pii fotosyntéze v rostlinach, obsahujicich zelené barvivo chlorofyl.
V zivych organismech jsou nepostradatelné jako zdroj a zésoba energie nebo jako
metabolické meziprodukty pii biosyntéze napi. lipidl, proteint atd. Diky své jednoduché
struktufe, oproti lipidim nebo bilkovindm, jsou nejrychlej$im zdrojem energie. U rostlin, hub
a bakterii maji sacharidy 1 jinou funkci, a to stavebni. Tvofi zdklady jejich bunéénych stén,
diky schopnosti sacharidi fetézit se. Dale jsou soucasti nukleovych kyselin, koenzymd,

glykolipida, glykoproteini atd. 2

V chemickém, biotechnologickém, potravinarském a textilnim pramyslu jsou
sacharidy nepostradatelnymi surovinami. Organickd chemie je vyuziva jako meziprodukty,
protoZe cukerné stavebni jednotky obsahujici skupiny definovanych chirdlnich center velmi
usnadiuji syntézu slozitych chirdlnich molekul, at’ uz ptirodnich nebo syntetickych. UZitecna
je i moznost jejich pouziti jako alternativniho zdroje chemické energie pii nedostatku
fosilnich paliv. Velké mnozstvi antibiotik pouzivanych v mediciné obsahuje ve své struktuie

sacharidy, napf. daunomycin nebo streptomycin. *

Podle molekulové hmotnosti se sacharidy déli na monosacharidy, oligosacharidy
a polysacharidy. Monosacharidy jsou nejmensi slouCeniny, které po rozStépeni ztraci
sacharidovou povahu. Oligosacharidy jsou sloZzeny ze dvou az deseti monosacharida

spojenych glykosidovou vazbou a kyselou hydrolyzou je mozné je rozStépit na mensi



sacharidovou jednotku, tedy monosacharid. Polysacharidy jsou slozeny z vice nez deseti
monosacharidii, zpravidla jich je mnohonasobné vic, a jejich molekulovd hmotnost se
pohybuje kolem 10° g/mol. Opét se kyselou hydrolyzou §t&pi na mono- nebo oligosacharidy.

Mono- a oligosacharidy se ¢asto oznacuji jako cukry, protoze maji sladkou chut’. L2

Z monosacharidit jsou zajimavé napi. D-Xxylosa, ktera se pouziva v lékafstvi
k diagn6ze malabsorpéniho syndromu. D-ribosa je soucasti nukleotida (ATP, NAD)
a nukleosidi (RNA), a vyrabi se z ni vitamin B (riboflavin). D-glukosa (hroznovy cukr) tvofi
spolu s D-fruktosou hlavni podil medu, 0,1% je ji obsaZeno v krvi a je zakladni stavebni
jednotkou pro nejdulezitéjsi oligosacharidy (laktosa, sacharosa atd.) a polysacharidy (8krob,
celulosa, glykogen atd.). V 1ékafstvi se pouziva jako uméla vyziva, v ptirodé slouzi jako zdroj
energie zivoCichim i rostlindAm a z ni muaze pii alkoholickém kvaSeni vznikat ethanol.
D-galaktosa spolu s D-glukosou tvofi laktosu (mlécny cukr). Jaternimi enzymy se

epimerizuje na D-glukosu, ¢ehoz se vyuziva pii testovani funkce jater.

Nejznaméjsi oligosacharid je sacharosa, jez se ziskava z cukrové fepy a tvofi ji
D-glukosa a D-fruktosa. Reakci se sulfurylchloridem v pyridinu vznika sukralosa, tj. um¢lé
sladidlo, které ma 600 krat vyssi sladivost nez sacharosa. Laktosa se sklada z D-galaktosy
a D-glukosy. Obsahuje ji mléko savcl a pro ¢ast populace je nestravitelnd. V bazickém
prostiedi izomeruje za vzniku laktulosy, kterd se pouzZiva pii lécbé stievnich problémul

a cirhozy jater. - 2

Homopolysacharid $krob vznika fotosyntézou, je hlavnim zdrojem zivo¢i$né potravy
a zasobnim sacharidem rostlin. VyuZivd se v potravinaiském, papirenském a textilnim
primyslu. Povafenim se S§krob v kyselém prostiedi $tépi na sacharidy s niz§i molekulovou
hmotnosti schopné tvofit stalé¢ filmy, ¢ehoz se vyuziva pti vyrobé cukrovinek a v textilnim
primyslu. Dal§im S$t€penim vznikaji tzv. dextriny, které se pouZivaji napt. jako lepidla.
Celulosa tvoii bunééné stény vsech rostlin, a je proto nejrozsitené;jsi organickou slouc¢eninou
v ptirod¢. Bavlna, len, konopi a juta jsou viceméné cistd celulosa. Pro komer¢ni ucely se
nazyva buni¢ina a vyrabi se z ni papir, nitraty celulosy (z nich lze pfipravit tzv. celuloid, jenz
je nejdéle znamou plastickou hmotou), acetaty celulosy (které se zpracovavaji na acetatové
hedvabi, velice odolné laky atd.), xantogenaty celulosy (pouZzivané k vyrobé viskézového
hedvébi a celofanové folie) a ethery celulosy (které slouzi jako zaklad ve vod€ rozpustnych

filmG v potravinarském i farmaceutickém primyslu). Dextrany slouzi jako nahrazka krevni



plazmy. Chitin je nejrozsifenéjsi dusikaty polysacharid v pfirodé. Ma podobnou funkci jako
celulosa a vyskytuje se navic v kutikulach hmyzu a krunyfich kory$t. Z né&j pfipraveny

chitosan ma uplatnéni v mediciné, farmacii, kosmetice, potravinaftstvi atd.

Heteropolysacharidy, jako napiiklad rostlinné gumy (pryskyfice) maji v pramyslu
uplatnéni jako plnidla a stabilizdtory emulzi. Alginova Kyselina se ziskava z fas a pouziva se
ve farmacii, papirenstvi, textilnictvi a potravinafstvi pro zlepSeni konzistence a stability
zmrzlin, ovocnych napoji atd. Agarosa spolu s agaropektinem tvofi agar, Zivnou pudu
pouzivanou v mikrobiologii. Kyselina hyaluronova se nachazi v pupe¢ni S$nife, sklivci
a kloubni tekuting, kde chrani proti infekcim a pisobi jako mazadlo, podobné jako
polysacharid chondroitin. Heparin se vyskytuje vtéle savci a ma antitrombotické

: NI 1,2
a antikoagula¢ni ucinky na krev. =

2.2. Prehled metod stanoveni sacharidu

Analyza sacharidii je velmi komplikovand, protoze tvoii izomery, mohou zaujimat
rizné konformace a mohou se vézat k jinym monosacharidim rdznymi zpisoby. Navic
konfigurace glykosidové vazby muze byt a nebo B. Oligo- a polysacharidy mohou tvofit
linedrni, cyklické nebo vétvené struktury, a v neposledni fad€ obsahuji sacharidy substituenty
jako aminoskupiny, methylethery, rizné druhy esterd atd. Existence velkého mnozstvi
ruznych typt sacharidl, které se od sebe jen velmi malo lisi, znesnadiuje identifikaci
jednotlivych sacharidii ve smési. Sacharidy jsou velmi polarni, net€kavé, nemaji snadno
ionizovatelné skupiny a vétSina nefluoreskuje ani neabsorbuje svétlo v ptijatelnych vilnovych

délkach. >4

Kvantitativni 1 kvalitativni analyza sacharidii je dilezitd pro celou fadu oblasti,
napfiklad studium pfirodnich latek, kontrolu kvality farmaceutickych a potravinarskych
vyrobkd, v lékatrské diagnostice, ale také pro samotnou syntézu sacharidi. Zdokonalovéani
analytickych pfistroji umoznilo zna¢ny pokrok v analyze sacharidfi. Kromé toho, Ze se stale
pouzivaji titracni, kolorimetrické nebo optické metody, hraji hlavni roli v analyze sacharida
kapalinovda a plynova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza a hmotnostni

spektrometrie.



Prvnim krokem analyzy je izolace sacharidl, nejcastéji extrakce vodou nebo 80%
ethanolem. Jako dal$i nasleduje ¢ifeni, neboli odstranéni koloidnich, barevnych a nezadoucich
opticky aktivnich latek zroztoku naptiklad octanem olovnatym. A poté se mulze piejit
k duikazu sacharidi. Zajimava je napiiklad barevna reakce, kdy koncentrovana kyselina sirova
dehydratuje cukry za vzniku derivatd furalu, dojde ke kondenzaci s a-naftolem a vzniknou
barevné Cervenofialové produkty. Reakce se nazyva Molischova. Znama je i Fehlingova nebo

Tollensova reakce pro ditkaz redukujicich cukra. >*

2.2.1. Optické a spektralni metody

Pro stanoveni sacharidi se z fyzikalnich metod pouziva refraktometrie, kde se

ovSem musi dbat na udrzeni konstantni teploty pti meteni kvili reprodukovatelnosti vysledkd.

Polarimetrie je dalsi metoda vhodna pro stanoveni sacharidi. Zde se vyuziva jejich
chirality, diky niz st4éi rovinu polarizovaného svétla. Uhel oto¢eni zavisi na koncentraci

roztoku.

Redukujici cukry redukuji za varu v alkalickém prostfedi méd’natou sl na oxid
médny a nezreagovany nadbytek médnaté soli se stanovi jodometricky nebo
komplexometricky. Nebo naopak, vznikly oxid méd'ny se stanovi napiiklad gravimetricky

nebo po reakci s zelezitou soli se zeleznaté ionty stanovi manganometricky.

K rychlym metodam urcovani struktury sacharidu patfi metody zalozené na difrakci

zateni rentgenovych paprski, elektronovych paprski nebo toku neutront.

Spektroskopie v ultrafialové (UV) a infraervené (IR) oblasti zafeni poskytuje
informace o charakteristickych skupinach v molekule sacharidd, naptiklad karbonylovych,

nitrilovych, sulfonylovych nebo o dvojnych a glykosidovych vazbach. 345

Stanoveni obsahu sacharidli, netvoficich zdkladni skelet organismi, a Skrobu
Vv rostlinném pletivu vysSich rostlin je mozné spektrofotometricky. Po zahtéati sacharidu
s reak¢nim Cinidlem anthronem v kyselém prostiedi vznika zeleny kondenzaéni produkt, ktery
se méfi pti vinové délce 625 nm. MnoZstvi sacharidll se urci z kalibracni kiivky sestavené ze

smési D-fruktosy a D-glukosy pro nestavebni sacharidy a z D-glukosy pro stanoveni Skrobu.
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Vytvofend metoda byla pouzita pro experiment studujici vliv zvysené koncentrace CO;, na

asimilagni aparat buku a smrku. ®

Nejen monosacharidy, ale i oligosacharidy, polysacharidy, glykoproteiny,
glykolipidy, oligonukleotidy a mnoho dalSich je mozné analyzovat nuklearni magnetickou

rezonanci (NMR), ktera poskytuje informace o struktufe a konformaci analyzované latky. !

2.2.2. Enzymové metody

Enzymové metody nejsou tolik rozsitené, maji ovSem fadu vyhod. Jsou velmi
specifické s ohledem na cistotu pouzitého enzymu. Tim je mySleno napiiklad stanoveni
sacharida v napojich, kde je pfitomno mnoho jinych podobnych sacharidi, které by mohly byt
pfi¢inou interferenci. Daji se pouzit pro kvalitativni 1 kvantitativni Ucely ve znacné
komplikovanych smésich, naptiklad stanoveni glukosy v télnich tekutinach, pticemz v bézné
praxi se pouziva vyhradné tato metoda. Enzymatické stanoveni mohou rusit nékteré tézké
kovy, které inaktivuji enzymovou aktivitu. V prubéhu reakce se sacharid zoxiduje a vzniklé

produkty se stanovuji spektrofotometricky, potenciometricky, titraéné atd. - °

Enzymové reakce jsou 1 podstatou biosenzort, které se rovnéz pouzivaji pro
stanoveni sacharidii. Biologicka ¢ast senzoru rozpozna sacharid a pfevodnik tento signal
pievede na né&jakou méfitelnou fyzikalni veli¢inu, naptiklad proud, napéti atd. Z hodnoty
proudu nebo napéti je mozné urcit koncentraci sacharidu. Monosacharid glukoza je nejcastéji

stanovovanym sacharidem, a byla také prvnim analytem stanovenym biosenzory. ’

Synytsya a kol. stanovovali obsah B-glukani v infikovaném a neinfikovaném zrnu
je¢mene. Na zrnu napadeném plisnémi se objevuji i B-glukany mikrobidlniho ptivodu, které
maji jinou strukturu nez PB-glukany ceredlni. Pomoci enzymové metody zjistili, ze obsah
B-glukand cerealnich je mnohem nizsi v napadeném zrnu nez ve zdravém, coz umoziuje

odhalit pripadnou infekci v zrnech je¢mene. ®
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2.2.3. Separacni metody

Plynova chromatografie (GC) je Vv dnesni dobé casto pouzivanou technikou
Vv analyze sacharidii. Hodi se pfevazné pro sacharidy s mensi molekulovou hmotnosti a je
zapotiebi je pfed analyzou derivatizovat. Nejéastéji se jedna o trimethylsilyl nebo methylové
derivaty. Hlavni piednosti je jeji pohodlné spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS). Tohoto
spojeni bylo vyuzito v analyze rostlinnych gum a pryskyfic a jinych polysacharidovych
substanci, které byly vyuzivany ve starém Egypté jako ingredience do mumifikacnich

balzamil, jako pojivo pigmentl pfi vyrobé barev a mnoho dalsiho. ’

Dale byla GC splamenoionizacnim detektorem (FID) vyuzita k analyze
monosacharidd v kyselych hydrolyzatech rostlinnych bunéénych stén. Sacharidy se
redukovaly tetrahydridoboritanem sodnym v dimethylsulfoxidu a vzniklé alditoly byly
acetylovany 1-methylimidazolem. Byl uréen celkovy obsah monosacharidi v buikach

rostlinnych stén. *°

Velmi podobného postupu bylo vyuzito v analyze sacharida z brambor. Sacharidy
byly pfevedeny na alditol acetaty a analyzovany GC-FID. Jako vnitini standard byla pouZita
allosa. Stanovena byla glukosa, fruktosa a celkové redukujici sacharidy v péti odridach

brambor.

Swallow a Low pouzili tenkovrstevnou chromatografii (TLC) ve spojeni s GC, LC
a ®*CNMR k identifikaci stopového mnozstvi oligosacharidi v komer&nim fepném invertnim
sirupu. Dinitrosalicylova kyselina byla pouzita jako ¢inidlo pro urceni, zda separované
oligosacharidy byly redukujici nebo neredukujici a anthronové ¢inidlo uréilo pfitomnost nebo

nepiitomnost ketosy. 12

Pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) se pouZivaji nejriznéjsi
délici principy, napiiklad systém kapalina-pevna latka, kapalina-kapalina, iontové vyménna
chromatografie nebo gelova vyluovaci chromatografie. Tak jako GC mize slouzit

k analytickym i preparativnim agelém. *

HPLC s refraktometrickym detektorem (RI) byla pouzita pro sledovani zmén obsahu

laktosy a dalSich metabolitl, jako je glukosa, galaktosa a mlécnd kyselina, béhem fermentace
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syrovatky suSenou jogurtovou kulturou. Metoda byla nejprve validovana, byly vytvofeny
kalibra¢ni kfivky a néasledn¢ byl méfen ubytek laktosy a narist jejich metabolith pfi
fermentaci syrovatky. Vzorky syrovatky byly pfed analyzou upraveny cifenim dle Carreze.
Koncentrace laktosy klesla o 15% a obsah glukosy, galaktosy a mlééné kyseliny vzrostl na
osmi- az desetinasobek pivodniho mnozstvi. Presto se nepodafilo snizit obsah laktosy na
maximaln¢ 10 g/kg, jak natfizuje vyhldska, aby mohla byt syrovatka doporu¢ovana osobam

s laktosovou intoleranci. Bezlaktosové potraviny mohou obsahovat dokonce pouze 0,1 g/kg.™

Ve vodé rozpustné organické slouceniny maji vyznamny vliv na zménu radia¢ni
rovnovahy atmosféry, pfispivaji k acidifikaci a eutrofizaci piidy a vody a maji nepiiznivy vliv
na lidské zdravi. Pochazeji vétSinou ze spalovani biomasy a fosilnich paliv, silni¢niho prachu,
cigaretového koufe, otéri pneumatik a asfaltu, ptfipadné z biogennich emisi (primdrni
organicky aerosol), ale mohou pochdzet i z transformacnich reakci v atmosféte (sekundarni
organicky aerosol). Zastupci téchto latek jsou napiiklad huminovym kyselindm podobné
slou€eniny, anhydridy monosacharidii, sacharidy, karboxylové kyseliny, pryskyfi¢né kyseliny
a methoxyfenoly. Analyza anhydridi monosacharidii a sacharidii se provadi nejen plynovou
chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS), ale také kapalinovou chromatografii
(LC) nebo iontovou chromatografii (IC) s pulznim amperometrickym detektorem (PAD) nebo
sMs. ™

HPLC byla pouzita pro strukturni analyzu N-glykant. Nejprve bylo zapotiebi pouzit
glykoamidasu A Kkuvolnéni N-glykanu z glykopeptidi, poté jim dodat fluorescencni
vlastnosti reakci s 2-aminopyridinem a nakonec pouzit tfi rizné HPLC kolony k separaci
a identifikaci derivati N-glykant. Pouziti rizného nastaveni podminek separace a riznych

v

kolon pfineslo uzite¢né informace, predevsim jist&jsi identifikaci daného glykanu. Tento

postup analyzy se nazyva multidimenzionalni mapovani. S

HPLC separace na B-cyklodextrinové koloné¢ smobilni fazi o sloZeni
ethyl-acetat : methanol : voda v poméru 80 : 14 : 6, v/v/v s refraktometrickym detektorem
byla pouzita k separaci anomernich cukri. Pomér o a f anomert nezavisi na pH v rozmezi
hodnot 3,5 az 8,0. Separovany mohou byt nejen pyranosové, ale také furanosové formy

sacharidd. °
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Anomery sacharidi Ize separovat také metodou HPLC na iontoméni¢ich v rezimu
anex s SO,% skupinou. Mobilni fazi lze pouzit vodny roztok ethanolu a detekce probiha

refraktometricky. Je mozné takto separovat monosacharidy i disacharidy. 16

Vysokoucinnou iontoveé-vymeénnou chromatografii (HPAEC) v alkalické oblasti byly
separovany neutralni oligosacharidy podle velikosti molekul, zastoupeni monosacharid
a propojeni monosacharidovych jednotek. Metoda je schopna rozlisit 1-3, 1-4 a 1-6 polohové
izomery neutralnich oligosacharidli na zdkladé dvou faktorq, relativni acidity hydroxylovych
skupin a dostupnosti oxyaniontti oligosacharidii pro interakci s funkéni skupinou stacionarni
faze. Redukujici oligosacharidy méli mnohem vétsi retenci nez redukované. Detekovany byly

amperometrickym detektorem. *’

V jednom kroku lze separovat monosacharidy arabinosu, ribosu, mannosu, fukosu,
xylosu, lyxosu, glukosu a fruktosu, a souc¢asn¢ a a f anomery od kazdého D a L enantiomeru
pomoci HPLC s chiralni kolonou Chiralpak AD-H. Detekce probihala refraktometricky
a pomoci detektoru s diodovym polem (DAD). Metoda byla aplikovana na vzorky, jez jsou
souCasti potravniho fetézce a dulezit¢ pro lidské zdravi. Konkrétné¢ byl analyzovéan
portugalsky med, Portské vino a pfirodni cukry uvadéné na trh jako vyzivové dopliky. Vyse
zminéné sacharidy byly analyzovany nejprve na kolon¢ pro analyzu sacharidi (Waters), a oba
enantiomery kazdého sacharidu poskytly jeden pik. Analyza na chiralni kolon¢ poskytla ¢tyfi
piky pro kazdy cukr (enantiomery o-D, B-D, a-L, B-L). Teplota kolony méla vliv na elucni
profily sacharidii. Pro xylosu se s rostouci teplotou zhorSoval, kdezto glukosa ho méla
nejlepsi pii 40 °C. Teplota 25 °C byla zvolena jako univerzalni pro analyzu vSech sacharidu.
Padélany nebo $patné skladovany med miiZze mit jiné cukerné slozeni. Dobry med obsahuje
pfevazné glukosu a fruktosu, které je vice nez glukosy. Monosacharidovy profil Portského
vina byl zaznamenan pro pfipadné odhaleni falSovani tohoto vina. D-glukosa a D-fruktosa
jsou zde hlavnimi sloZkami. Cukerné dopliky nebo néahrazky obsahuji pfirodni
monosacharidy jako fruktosu nebo glukosu, které jsou draz$i nez bézné pouzivany cukr
sacharosa. Odhaleni falSovani doplikl stravy sachardézou je mozné z jejich sacharidového

profilu. 8

HPLC systém pouzivajici 2-kyanoacetamid jako postkolonové fluorescen¢ni Cinidlo
muZe byt uziteCny pro ptimou i1 nepfimou analyzu glykosaminoglykanii , které se nachazeji

Vv biologickém materidlu jako moc¢, plazma a vzorky tkané. Rychld separace nenasycenych
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disacharidi ziskanych specifickym enzymatickym S$tépenim se provadi pomoci iontoveé

parové chromatografie na reverznich fazich (RP-IPC) s gradientovou eluci.

Délku fetézce skrobu je mozné stanovit iontové vyménnou chromatografii (HPAEC)
s PAD detektorem. HPAEC rozseparovala amylodextriny liici se poétem glukosovych
jednotek, enzymaticky reaktor zptisobil hydrolyzu kazdého amylodextrinu na ptislusny pocet
glukosovych jednotek, zjejichz mnozstvi, ur¢eného PAD detektorem, byla vyhodnocena
délka tetézce Skrobu. Nevyhodou tohoto systému je velmi dlouhd doba analyzy, skoro 4
hodiny. Vyhoda oproti analyze bez enzymatického Sté€peni je zlepSeni citlivosti, protoze
srostouci délkou fetézce amylodextrinu klesa odezva PAD detektoru. Pro analyzu velmi

dlouhych fetézci amylodextrinii je lepsi pouZzit jinou metodu. ’

Gelova chromatografie (SEC) s detektorem rozptylu svétla (LSD) byla pouzita
k analyze Skrobu (amylosy i amylopektinu), celulosy i jejich derivatt, pektinu, glykoproteint,

kyseliny hyaluronové, heparinu atd. °

Li a kol. vytvorili rychlou a praktickou analytickou metodu pro analyzu mono-
a oligosacharidii, ktera muize byt pouzita v biokonverznich procesech pii vyrobé paliva
a Xylooligosacharidi z lignoceluldsové biomasy. Pouzili pfedkolonovou derivatizaci pomoci
1-fenyl-3-methylpyrazol-5-onu  (PMP) Kk analyze monosacharidi a oligosacharidi
Vv hydrolyzatech lignocelul6zové biomasy. Separace probihala na RP-HPLC s UV detekei pti
254 nm. Krom¢ toho je tato metoda praktickd pro urceni monosacharidového slozeni
ozdobnice ¢inské a pro vyhodnocovani produkce xylooligosacharidli z enzymatického Stépeni

. 19
surového xylanu.

1-(4-isopropyl) fenyl-3-methylpyrazol-5-on (PPMP) byl pouzit jako derivatizaéni
¢inidlo pro analyzu 13 monosacharidi metodou RP-HPLC-ESI-MS. Nejprve byly
optimalizovany podminky pro méfeni a poté byla nasbirana a ulozena fragmenta¢ni data. Byla
zjisténa linearita mezi plochami piki a koncentracemi monosacharidii v Sirokém rozsahu
koncentraci monosacharidt (az 0,02 - 1,0 mmol/l) a dobra reprodukovatelnost. Metoda byla

’ Y - ’ . r v ;o . - 2
uspésné pouzita k analyze monosacharidového sloZeni sinice rodu spirulina. 0

RP-HPLC s fluorescen¢nim detektorem byla pouzita pro stanoveni 9 monosacharidi
z raznych tfid neutrdlnich sacharidii (hexosy, pentosy, deoxyhexosy a alduronové kyseliny).

Separace probihala na C18 koloné¢ po piedchozi derivatizaci cukri p-aminobenzoovou
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kyselinou. Byla prokéazana silna zavislost Gi¢innosti separace na pH mobilni faze. Optimalni
pH bylo 5,5. Pouzitim tohoto derivatiza¢niho ¢inidla se doséhlo zatim nejniz§iho LOD pro
neutralni sacharidy (6,1 pg/l pro arabinosu). Metoda byla pouzita pfi analyze pomeranc¢ového
extraktu bohatého na pektin. Ukazalo se, Ze matrice nema témét zadny vliv na prabéh
stanoveni a ze je tato metoda vhodna pro stanoveni extraktti bohatych na polysacharidy

Z riiznych matric. %

Dalsi studie zkoumala potencionalni pouziti zbytkii po zemédélském mleti mungo
fazoli (vigha mungo) jako zdroj sacharidt. Sacharidy byly extrahovany do smési rozpoustédel
methanol : dichlormethan : voda v poméru 0,3 : 4 : 1, v/v/iv. Pro analyzu sacharidi byla
pouzita RP-HPLC s detektorem rozptylu zafeni po odpaieni mobilni faze (ELSD) a ESI-MS.
TLC analyza s mobilni fazi n-butanol : aceton : pyridin : voda (10 : 10 : 5 : 5, v/v/v/v) slouzila
K prvotnimu potvrzeni piitomnosti cukri. Spolu se standardy cukrd byly naneseny frakce
vzorku a byla potvrzena pfitomnost rhamnosy, arabinosy, Xylosy, mannosy, galaktosy

a glukosy.

Dimethylfenylsilyl derivaty monosacharidi mohou byt analyzovany HPLC

s UV detektorem (derivaty obsahuji chromofor a nejsou t&kavé). 2

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) byla pouzita pro separaci
monosacharidit béZznych v N-vazanych oligosacharidech v glykoproteinech. K detekci byl
pouzit detektor rozptylu svétla po odpafeni mobilni faze (ELSD) a podafilo se separovat
D-fukosu, D-galaktosu, D-mannosu, N-acetyl-D-glukosamin, N-acetylneuraminovou kyselinu

a D-glukuronovou kyselinu. %

Analyza polarnich sacharidi superkritickou fluidni chromatografii (SFC)
vyzaduje bud’ derivatizaci za ucelem zlepSeni rozpustnosti v oxidu uhli¢itém, nebo piidani
polarniho rozpoustédla do mobilni faze. Po ptidavku polarniho modifikatoru jiz neni mozné
pouzit naptiklad plameno-ionizacni detektor (FID), musi byt pouzit jiny detektor pro ptimou
analyzu sacharidl, naptiklad hmotnostni spektrometr. Vhodné ovSem je také pouziti naptiklad
detektoru rozptylu svétla po odpatfeni mobilni faze (ELSD). Stanoveni glukosy, fruktosy
a sacharosy Vv tabaku je mozné na nepolarni stacionarni fazi s mobilni fazi CO, : methanol

a detektorem ELSD. Oproti kapalinové chromatografii s mobilni fazi acetonitril : voda je
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rozliSeni smési glukosa-mannosa nebo glukosa-mannitol-sorbitol vyssi, kdyz je pouzita v SFC

elu¢ni smés CO, : methanol. 2

SFC poléarnich latek, naptiklad glykosidl, glukosinolati a alkylovanych nebo
nealkylovanych polyethylenglykoli, s detektorem rozptylu svétla (LSD), je skvéla alternativa
k refraktometrickému detektoru, jehoZz nevyhoda je, ze nemuze byt pouzit s gradientovou

eluci, kdezto LSD ano. 2

Subkriticka  fluidni chromatografie byla uspéSné pouzita pro separaci
nederivatizovanych sacharidi a polyold. Analyza funguje dobie na silikagelu 1 na
stacionarnich fazich modifikovanych tetramethylsilanem (TMS). Nejvyssiho rozliSeni
a ucinnosti bylo dosazeno pii sloZzeni mobilni faze CO, s ptidavkem methanolu, vody
a triethylaminu jako polarnich modifikatort. Se zvySujicim se obsahem vody v mobilni fazi se

zvySovala retence monosacharidii a polyolii, opaénd tomu bylo u glykolipidi. 2

Rychla separace a detekce sladidel a sacharidi v potravinach a ndpojich je mozna
s vyuzitim SFC s ELSD detektorem. Vyborné vlastnosti této metody byly ukdzany na analyze
popularniho nealkoholického napoje. V jedné analyze bylo mozné separovat smés kofeinu,
fruktosy, glukosy, sacharosy a neohesperidin dihydrochalkonu. Déle byla metoda aplikovana

na analyzu dvou sportovnich népoji s rozdilnym obsahem cukru nebo sladidla. 28

Kapilarni elektroforéza (CE) je vyborna technika pro stanoveni sacharidi ve
farmacii, potravinarstvi atd., kterd ma dobrou UCinnost a nabizi vysoké rozliSeni pifi malé
spotiebé vzorku. Jeji nevyhodou je ovSem moznost ucpani kapilary a nizka
reprodukovatelnost pfi riznych koncentracich soli ve vzorcich. Aby bylo mozné stanovovat
sacharidy pomoci CE, musi mit naboj. Toho lze docilit naptiklad siln€¢ alkalickym pH, pii
kterém sacharidy disociuji, vytvorenim aduktd sacharid + ion nebo derivatizaci. Detekce
muze byt napfiklad elektrochemicka (oxidace na povrchu kovovych elektrod), opticka
(absorpce analytu nebo pozadi), hmotnostni spektrometrie a mnoho dalSich. Potfadi migrace
sacharidi je zavislé na stupni ionizace. Nejmén¢ disociujici sacharidy doputuji k detektoru
jako prvni, protoze maji mensi schopnost migrovat proti elektroosmotickému toku
V nepokryté kiemenné kapilafe. Sacharidy tvoii adukty jak s anionty (nejCastéji se pouziva

borat, ale jsou znamy adukty s germananem, ciniCitanem, arsenitanem, molybdenanem,
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wolframanem, vanadi¢nanem atd.), tak s kationty (vdpenatymi, lanthanitymi, méd’natymi

atd.). Této tvorby aduktd 1ze rovnéz v CE vyuzit. %

CE selektrochemickou detekci byla pouzita ke stanoveni glukosy, fruktosy
a sacharosy Vv béznych napojich, jako jsou jable¢né Stavy atd. Diky pfidanym boratovym
iontim se zlepsSila separace sacharidi s blizkymi pK,; nebo bylo mozné oddélit od sebe
sacharidy s nepatrnym rozdilem typu vazby naptiklad glukosové dimery maltosu, isomaltosu

a celobiosu.

Sacharidy mohou mit v CE ulohu nejen stanovované latky, ale také aditiva pii
stanoveni jinych latek. Polysacharidy mohou slouzit jako média, ve kterych se latky déli
podle velikosti. Tato modifikace byla vyuzita naptiklad pro separaci polystyrenovych castic
nebo DNA. Dale cyklodextriny byly pouzity jako chirdlni selektory pro rozliSeni enantiomert
mechanismem inkluznich komplext, heparin a chondroitin sulfat A, B a C pro enantiomerni
rozdéleni n€kterych farmaceutickych substanci atd. Sacharidové mohou byt i povlaky kapilar
pro CE, které slouzi k reprodukovatelnym separacim derivati oligosacharidi a glykoforem

proteint v pufrech o vysokém pH. 29

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) Vvsobé spojuje vlastnosti kapilarni
elektroforézy a kapalinové chromatografie. Profil laminarniho toku je zplostély oproti
laminarnimu toku generovanému cCerpadlem, tim je dosazeno lepSi separace. CEC je
pouzitelnd nejen pro mono- a oligosacharidy, ale 1 velké molekuly jako glykolipidy.
Stanoveni sukralosy bylo provedeno CEC s oktadecylsilanizovanou (ODS) kapilarou se

spektrofotometrickou detekei. °

Separace tokem v silovém poli (FFF) je metoda, ktera déli latky podle jejich
difuznich koeficientd, a tudiz podle molarnich hmotnosti. Byla pouzita pro stanoveni

polysacharidt jako dextran, pullulan, derivaty celulosy, Skrob, arabska guma atd. S
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2.2.4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je cenny ndstroj pro urceni molekulové hmotnosti
jsou tyto latky schopné zaujimat rtizné tvary v prostoru, maji riizné izomery a anomery, je
jejich analyza komplikovana. Pomoci miuze i fragmentace, naptiklad kolizi indukovanou
disociaci (CID) nebo zachytem elektronu (ECD). Nejcastéji pouzivané ionizacni metody jsou

elektrosprejova ionizace (ESI) a laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice (MALDI). *°

Sacharidy hraji diilezitou roli ve fermentacnich procesech. V pivovarnictvi ovliviiuje
koncentrace maltooligosacharidil vlastnosti piva, a proto ma jejich analyza prakticky vyznam.
Kidentifikaci a charakterizaci téchto sacharidd v pivu byla pouzita MS s ionizaci
elektrosprejem. Pied analyzou sta¢i vzorek piva 1000x nafedit a nastfiknout do pfistroje.
Metoda je vhodnd pro automatizaci a rutinni analyzu sacharidi ve vzorcich piva, pfipadné

jinych potravin. **

Hmotnostni spektrometrie V pozitivnim rezimu je zatim nejcastéji vyuzivanym
nastrojem pro strukturni analyzu neutrdlnich sacharidd. Nicméné jejich chovani v tomto
rezimu neni vzdy dostatecné pro identifikaci struktury oligosacharidi. Alternativu nabizi
fragmentace [M-H] iontd nebo aniontovych aduktt. Hlavni nevyhodou prace v negativnim
rezimu je nizka citlivost. Bylo tedy testovano nékolik soli, jako ptisad pro zlepSeni citlivosti.
Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s NHsHPO,4 tvotici [M+H2PO4]" adukt, ktery zvysil
citlivost jak vMS, tak v MS" spektrech. V porovnani sjinymi solemi obsahovala
fragmentac¢ni spektra dalsi fragmenty, které zlepSily moznost identifikace struktury. Metoda
byla aplikovana na vzorky =z pivovarnictvi, kde byly detekovany a identifikovany

oligosacharidy odvozené od skrobu, fruktany a oligosacharidy ze skupiny rafinos. *?

MALDI-MS mé Siroké moZnosti pouziti. Existuje velké mnoZstvi matric
pouzivanych pii analyze nejriznéjSich sacharidovych sloucenin, jako jsou naptiklad sacharidy
z rostlin (fruktany, pektiny, xylany), z fas (B-glukany), z mléka, z piva, dale cyklodextriny,
glykoproteiny, glykopeptidy, N- a O-glykany a mnoho dalich. *

Malé neutralni sacharidy, které se obtizné ionizuji pomoci MALDI, mohou byt

efektivné ionizovany povrchové asistovanou laserovou desorpci/ionizaci (SALDI) se zlatymi
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nanocasticemi jako matrice. Tato varianta mé& vyhodu napiiklad ve snadné piipravé vzorku
a vysoké ucinnosti ionizace. Pro validaci této metody byla pouzita moc s pfidavkem standardu

glukosy. Metoda ma mozné vyuziti v diagnostice. 3

Pro lepSi detekci hmotnostni spektrometrii jsou molekuly sacharidii casto
derivatizovany. Typ tohoto znaceni muze ovlivnit profil fragmentace a mize zjednodusit
strukturni analyzu latek. Derivatizace glykani pomoci fenylhydrazinu zptsobila zlepSeni
detekce a umoznila analyzu HPLC, ESI nebo MALDI bezprosttedné po derivatizaci. Po MS"
byly ziskany uzitetné informace pro objasnéni Struktury oligosacharidi. Dale tento postup
pomohl odhalit nové izomerni struktury glykanti znamého i neznamého slozeni a byl uspésné

pouzit pro profilovani N-glykanii ziskanych ze vzorki séra a z nddorovych bunék. %

Vodny roztok acetonitrilu obsahujici oligosacharidy a matrici
(2, 5-dihydroxybenzoovou kyselinu) byl zmrazen pii teploté¢ 100 K pied analyzou hmotnostni
spektrometrii s UV-MALDI. Zmrazeny roztok generuje vice oligosacharidovych iontii a méné
fragmentll vzniklych fragmentaci za zdrojem. Navic signal iontu je del$si a Uc€innost

s o - v I s v v s v r v - 36
generovani iontil je 20 az 30 krat vyssi nez u konvencni usuSené smési.

Chemické slozky neposkozeného rostlinného materidlu véetné zivych rostlin byly
zkoumany jednoduchou sprejovou metodou, ktera poskytla vrealném case informace
0 sacharidech, aminokyselinach, mastnych kyselinach, alkaloidech a lipidech. Experiment je
mozné provadét na jakékoliv Casti rostliny a jakémkoliv rostlinném druhu. List rostliny byl
uchycen do médeéné svorky a vlozilo se na n&j vysoké napéti (4,5 kV). List mohl byt navlhéen
sprejovacim rozpoustédlem, ale nemusel, postacila jeho vlastni miza. Z listu se generovaly
nabité kapicky nesouci informaci o chemickém sloZeni pfimo do vstupu hmotnostniho
spektrometru. Vzdalenost listu od vstupu byla pfiblizné 10 mm. Tato metoda je velmi
uzitena pro farmaceuticky pramysl, pro vyzkum pfirodnich produkti, ale také pro

porozuméni metabolismu rostlin. *’
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2.3. Analyza sacharidi pro odhalovani pancovani potravin a forenzni

aplikace

2.3.1. Pancovani potravin

Zdravi lidské populace je ovliviiovano kvalitou potravin, kterd je zase v piimé
souvislosti s jakosti surovin a pouzitou technologii vyroby. Je velice dilezité, aby potraviny
byly zdravotné nezavadné a odpovidaly deklarovanému slozeni. S piipady falSovani potravin
se muzeme setkat od doby, kdy zacaly byt vyrabény za ucelem prodeje. Jak se vyvijely

metody falSovani, vyvijely se i metody odhalovéani padélk.

Za zakladatele analytickych postupi pouzivanych k témto ucelim je povazovan
Fridrich Accum, ktery Zil na ptelomu 18. a 19. stoleti v Londyné&. Podle dobovych zdznamil se
v t¢ dob€ objevilo mnoho potravin, které kvuli Sizeni byly Zivotu nebezpecné. Napiiklad
pouzité listky Caje byly ,,regenerovany* varem v siranu zeleznatém a vyluhu z ov¢iho hnoje,
poté byly barveny octanem médnatym, pruskou modii, mofidlem z kampeskového dieva
(Haematoxylum campechianum), taninem nebo sazemi a znovu prodavany jako pravy cerny

«.: 38
caj.

Jak odhalit toto falSovani uvedl Accum ve své knize Pojednani o falSovani potravin
a kulinaiské jedy. Nejprve jsou listky zkoumany z botanického hlediska a srovnavany
s Cerstvymi listky. Hodnoti se barva, struktura povrchu, zilkovani, okraje listu atd. a to
vSechno po 24 hodinach louhovani ve vodé. ZfalSovany ¢erny ¢aj (barveny uhli¢itanem médi)
zanechdva po navlhceni na bilém papiru modro-¢erné skvrny, které po pokapani kyselinou
sirovou okamzité zCervenaji. Pravy caj dava jantarovou barvu, kterd po pfidani kyseliny

nezéervena. >°

NejcCastéji jsou falSovany luxusni a drahé potraviny (vino, lihoviny, kofeni) nebo
naopak potraviny, které jsou prodavany ve velkych objemech (masné a mléné vyrobky,
oleje, tuky, ovocné §tavy atd.). Zpusobl falSovani je mnoho. Zaména potraviny za jinou
a levngjs$i, nastavovani potravin levnéjsi slozkou nebo slozkou pro zlepSeni chuti, pfitomnost
nedeklarovanych slozek, uvadéni vyssiho nebo niz§iho obsahu slozky, zneuziti zndmé znacky

atd.
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Analyza stabilnich izotopli je pouzivana pii ovéfovani pravosti potravin.
Analyzovan je nejéastéji pomér “H/*H, *C/*C, ®N/*N, *0/*°0. Pomér izotopi uhliku je
zavisly na typu metabolického procesu a zplsobu vyuzivani oxidu uhli¢itého ze vzduchu.
Rozvoj instrumentalnich metod, naptiklad mistné specificka frakcionace piirozenych izotopi
(SNIF-NMR) nebo hmotnostni spektrometrie izotopovych poméri (IRMS), umoznil Siroké
aplikace, zejména autentizaci vin, prokazovani fedéni vin vodou, rozliSeni kvasného
a syntetického octa, kvasného a syntetického lihu, ptidavki hydrolyzati kukufiéného skrobu
do medu i urceni geografického ptivodu rtiznych rostlin a jejich produkti. Analyza poméru
izotopi °N/*N se vyuziva k ov&fovéani organickych nebo bio produktd, napiiklad hniij

obsahuije vice izotopu N nez syntetické hnojiva. *

Infra¢ervenou spektroskopii (IR) Ize pouzit pro stanoveni kvality kakaového
prasku. Spektra vSech vzorkti byla namétena v blizké (NIR) i stfedni (MIR) oblasti, byl
stanoven obsah tuku podle Soxhleta a vlhkost. Izolované vysokomolekularni latky byly po
hydrolyze a derivatizaci analyzovany GC. VS8e bylo vyhodnoceno metodou nejmensich
¢tvercl a analyzou hlavnich komponent. Touto metodou bylo mozné uréit odlehly vzorek,
ktery se lisil niz§im obsahem tuku, vy$Sim obsahem Skrobu a vyS$im obsahem glukosy od

ostatnich analyzovanych vzork. 40

Infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci a NIR byly odhalovany
ptimési jako titinovy a fepny invertni sirup nebo cukr v javorovém sirupu. Na ptipravu 1 |
javorového sirupu je potteba 35 1 stromové mizy. JelikoZ se nejedna o levnou zaleZitost a ve
slozeni javorového sirupu je prevazné sachardza, existuji snahy o jeji nahrazeni sachardzou
z levngjsich surovin. Po naméfeni spekter vSech pifimési a vzorki a vyhodnoceni metodou

nejmensich Gtverci a analyzou hlavnich komponent byly uréeny zfal§ované vzorky. **

K analyze glukosy, fruktosy, sacharosy a celkového cukerného slozeni v redlnych
vzorcich dzust a ovocnych §t'av byla pouzita NIR a metoda nejmensich ¢tverci. Spektra se
meéfila pfi riznych vinovych délkach. Pfi 1393 nm bylo dosazeno nejvyssi citlivosti, ale
nejnizsich rozdill mezi tfemi stanovovanymi sacharidy, naopak pii 1472, 2254 a 2286 nm

v . . v . v - 42
bylo mozné stanovit specifickou slouc¢eninu ve smési.

Odhaleni umélych sladidel v ovocnych dzusech je komplikované, protoze jejich

sloZzeni je podobné cukernému sloZeni dzus. Rychla metoda slouzici témto ucelim je
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CE-MALDI-TOF-MS. Pridavek levnych umélych sladidel (sacharosa z cukrové titiny nebo
fepy a Skrobové hydrolyzaty) vede ke zménam poméru koncentrace hlavnich sacharidti a/nebo
Kk pfitomnosti sloucenin, které v ovocnych dzusech nemaji byt piitomny. Detekce vétSich
oligosacharidt MALDI-TOF-MS odhaluje pouziti skrobového hydrolyzatu. Profil koncentraci
mono- a oligosacharidii ziskany CE odrézi pridavek jak sacharosy, tak hydrolyzovaného
Skrobu. Soli, organické kyseliny a nizkomolekularni sacharidy nerusi stanoveni
oligosacharidi metodou MALDI-TOF-MS, protoze koncentrace stanovovanych latek je ve

vzorku dostatecné vysoka na to, aby byly detekovany s dostatecnou citlivosti. 43

Detekce necistot ve vzorcich prazené a mleté kavy metodou HPAEC-PAD se
pouziva zejména za ucelem ovéfeni pivodu kavovych zrn. Kévové slupky nebo obili,
nejcasteji pouzivané suroviny pii padélani kavy, se lisi svym sacharidovym slozenim. Byly
pfipraveny smési o ruzném obsahu téchto kontaminanti v kavé a vysledky méfeni se
vyhodnotily statistickymi metodami. Bylo zjisténo, Ze Cista kava obsahuje vySsi koncentrace
galaktosy a mannosy, kdezto slupky obsahuji hlavné mannitol, arabinosu a xylosu, a obili
hlavné glukosu. Kvalita kavy se hodnoti prostfednictvim koncentrace celkovych sacharida

napfiklad v arabské kave. 44

Stanoveni sacharidi v saké HPLC s upravenym fotometrickym detektorem (PPD)
probihalo na kolon¢ modifikované karbamoylovou skupinou. PPD byl konstruovan vloZenim
dvou linearnich polarizatori po obou strandch pritokové cely v konvenénim UV-VIS
fotometrickém detektoru, ktery umoziuje méfeni optické otacivosti chirdlni slouceniny jako
zménu absorbance. Analyzovano bylo n€kolik druhi domaciho a syntetického saké a na
zaklad¢ pfitomnosti ¢i nepfitomnosti toho kterého sacharidu, poptipadé poméru jejich
koncentraci ve vzorku, mohlo byt odliSeno syntetické saké od domdaciho. Domaci saké
obsahovalo glukosu, ethyl a—D-glukosid, isomaltosu a isomaltotriosu, kdezto syntetické saké

obsahovalo vyss$i koncentrace malto-oligosacharidi (maltosu, maltotriosu a maltotetraosu). 4
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2.3.2. Forenzni aplikace

Ricin je bilkovinny jed, ktery inhibuje syntézu proteintl. Ziskava se ze semen skocce
obecného a fadi se mezi latky kontrolované Umluvou o chemickych zbranich. Nize uvedena
studie se zabyva moznostmi izolace ricinu, které slouzi jako dikaz toho, ze byl ricin ziskavan
za ucelem zneuziti. Prvni moznost je urCeni hmotnostniho procenta ricinolejové kyseliny.
Kyselinu analyzovali plynovou chromatografii po pifedchozi derivatizaci na methylester. Pfi
izolaci toxinu je potieba snizit obsah ricinového oleje, tim padem i ricinolejové kyseliny. Jeji
ubytek tedy dokazuje zneuziti. Druhou mozZnosti je stanoveni obsahu celkovych
monosacharidii. Jejich obsah byl opét stanoven GC po pievedeni na alditol acetaty.
V semenech jsou pfitomny hlavné jako Skrob a v bunéénych sténach. Pti izolaci ricinu je
potieba se téchto slozek zbavit, tudiz ubyva i celkové mnozstvi monosacharidii. Namétené
zmény v obsahu mastnych kyselin a sacharidd byly vyhodnoceny analyzou hlavnich
komponent a ziskané vysledky odlisily rizné metody izolace toxinu ze semen bez ohledu na

jejich pivod. 4°

Biologické materialy jako vakciny, probiotika, biopesticidy atd. vyzaduji stabilizaci,
aby si zachovali aktivitu nebo Zivotaschopnost v suché form¢, ve které jsou distribuovany.
Stejné metody a materialy mohou byt pouZité i pro patogeny biologického ohrozeni, naptiklad
bacillus anthracis. Stabilizatori je vice druht, ale zaklad maji spole¢ny. Vzdy obsahuji
cukerné alkoholy (mannitol a sorbitol) a disacharidy (laktosa, sacharosa, trehalosa). Metoda
MALDI-MS slouzila jako screeningovy nastroj pro analyzu nativnich sacharidli, proteint,
peptida atd., a k rozliSeni hexos, hexitoli a disacharidd, za pouziti velmi malého mnozstvi
vzorku (n€kolik mikrolitr). GC-MS umoznila lepsi detekci sacharidt, které byly pied
analyzou redukovany na alkoholy a poté pfevedeny na trimethylsilyl derivaty. Kombinaci

téchto dvou metod vznikl u€inny nastroj pro detekci stabilizatori biologickych materiala. 4

Kvantitativni analyza sacharidi umoziuje také ziskat informace o povaze a sloZeni
vybus$nin na bazi sacharidt. Sarazin C. a kol. validovali metodu pro analyzu deviti sacharidiu
ve forenznich a farmaceutickych vzorcich a ve vzorcich napoji. Nederivatizované sacharidy
byly analyzovany CE s pfimou UV detekci pfi 270 nm. Lze fici, ze analyzu nerusily zadné
matricové efekty. Metoda byla aplikovana na realné vzorky jako ¢ervené vino, jablecny dzus,

sirup na kasel, prasek z dymovnice, zbytky po vybuchu atd. 48
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V laboratofi Prefecture de Police v Patizi simulovali bombovy ttok v autobusu.
Bomba byla vyrobena z dusi¢nanu amonného a mouckového cukru. Sesbirané zbytky byly
analyzovany CE za u¢elem urceni slozeni naloze. Metoda je schopna analyzovat anorganické
kationty i anionty a sacharidy. Na zaklad¢ pritomnosti sacharosy a jejich degradac¢nich
produktt (glukosy a fruktosy) Ize potvrdit pfitomnost cukerné slozky pfi vyrobé bomby. Pro

rychlejsi analyzu bezprostfedn& po vybuchu je snaha vytvofit prenosny piistroj. *°

CZE sneptimou UV detekci pii 350 nm za pouziti 2,6-dipiridindikarboxylové
kyseliny a hexadecyltrimethylamonium hydroxidu o pH 12,1 jako pozadi, dovolila stanoveni
devatenacti sacharidii a dalSich vice neZ tficeti latek (aminokyselin, organickych kyselin,
anorganickych aniontd aj.) Limit detekce pro sacharidy byl od 23 do 37 mg/l. Metodou Ize
analyzovat vice nez padesat sacharidi, zahrnujicich kyselé a neutralni sacharidy, amino-
sacharidy, fosforylované sacharidy atd. V tomto ¢lanku byla metoda pouzita k analyze
moftského jezka a saké. Byl zkoumén vliv pfitomnosti ¢i nepfitomnosti aminokyselin a dalSich
latek, na chut jezka. Méfeni koncentrace latek v saké pomaha sledovat metabolické produkty

fermentace, které koreluji s jeho chuti. *°

Karbohydrat deficitni transferin (CDT) je latka, podle které se urcuje mira
alkoholismu u lidi. Pouziva se napiiklad pifi opétovném vydani fidi¢ského prikazu, ktery byl
zabaven za ftizeni pod vlivem alkoholu, pfi 1ékatskych prohlidkach pracovnikl na pracovni
mista se zvySenymi naroky na bezpe€nost (letecka doprava, armada atd.) nebo kontrolach
pacientli po protialkoholické 1é¢bé atd. Je dano zékony, Ze stanoveni musi byt provedeno
alespoil dvéma metodami. V tomto ¢lanku porovnavali imunonefelometrickou metodu (INA)
a multi-CE, pfi¢emz HPAEC s UV-VIS detektorem slouzila k ovéteni spravnosti vysledku.
Zadnych faleiné negativnich vysledkii nebylo dosazeno, viechny metody jsou pouzitelné. >
Pomér CDT/transferin byva obvykle <20%. Chronicky tézky alkoholismus muze zpusobit
CDT vysledky > 20%. Nad 30% jsou to pozoruhodné vysledky zpiisobené dlouhodobym

extrémnim chronickym alkoholismem. %2
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2.4. Analyza sacharidii spojenim iontové pohyblivosti s hmotnostni

spektrometrii

V soucasné dobé je vétSina komplexnich sacharidii analyzovana technikami na bazi
hmotnostni spektrometrie (MS). Problém ovSem nastane pifi méieni molekulové hmotnosti
cukri, protoze celé tfidy monosacharidii maji identicky sumarni vzorec, a tim i molekulovou
hmotnost. ReSenim miZe byt pfidani dalii separace a to separace v plynné fazi za pouziti
spektrometrie iontové pohyblivosti / mobility (IMS). Pasobenim elektrického pole a inertniho
plynu jsou zde molekuly separovany na zakladé odlisného tvaru (srazkového prifezu).
Metoda ma Siroké uplatnéni v analyze sacharidl, od monosacharidl, pfes oligosacharidy az

tieba k velkym molekulam N-glykant.

Jednim z moznych technickych feSeni tohoto spektrometru je iontovd mobilita
s vyuzitim putujici viny (travelling wave — TW-IMS). Vzhledem k nehomogennosti
elektrického pole putujici viny, pouzivané v téchto pfistrojich, nelze pfimo ze zméfeného
driftového Casu urcit srazkovy priiez, jenz je charakteristickou veli¢inou pro danou latku. Je
nutné pouzit externi kalibraci pomoci sloucenin se znamym srazkovym prurezem a podobnou
molekulovou identitou jako analyzovana latka. Pro sacharidy jsou to napiiklad sodné adukty

N-glykani. %3

Dvacet strukturnich izomertt monosacharidovych methylglykosidt bylo analyzovano
s vyuzitim dvou ruznych pfistroji s iontovou mobilitou. lontovou mobilitou s driftovou
trubici (drift time — DT-IMS) a TW-IMS. Vsechny slouceniny byly analyzovany jako ionty
[M+Na]® v pozitivnim modu. Ukazalo se, ze vyse zminéné izomery vykazuji rozdilné
mobility. Relativni driftové casy izomerl (vztazeno na ionty se znamym srazkovym
prifezem) se shodovaly na obou pfistrojich. Vyssi rozliSovaci schopnost byla pozorovana
u DT-IMS. Pro sacharidové izomery byly vypocitany hodnoty srazkovych priurezt z DT-IMS
a byla sestrojena kalibra¢ni kiivka srazkovych prutezii pro TW-IMS. Bylo dokazano, ze
uzitim pouze jednoho druhu separacniho plynu (v tomto piipadé dusiku) v DT-IMS
I TW-IMS a jednoho alkalického kovu (sodiku) tvoficiho nabity adukt, bylo mozné odd¢lit
fadu izomernich sloucenin, kter¢ maji pouze jemné strukturni rozdily. Pomoci jinych

separacnich plynt a kovovych iontti by mohlo byt docileno separace i jinych part izomera.
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Sila koordinace, konfigurace —OH a —OCHj5 skupin, koordina¢ni geometrie sodnych aduktt

v oy . ;o o 4 o 54
atd., to vSe ovliviiuyje driftovy ¢as riznych izomerda.

lontova mobilita s vyuzitim asymetrické viny o vysoké intenzité elektrického pole
(high-field asymmetric waveform — FA-IMS) poskytla dobré vysledky pti oddéleni izomeri
disacharidii, a navic s vysokou citlivosti a rychlosti. Analyzované roztoky cukrd mély
koncentraci 1 umol/l v methanolu svodou (9 : 1, v/v) s0,2 mM octanem amonnym.
V pozitivnim mddu byly k roztokiim ptidany chloridy lithny, sodny, draselny, rubidny a cesny
0 koncentraci 25 umol/l. V negativnim modu byl testovan pridavek amoniaku do koncentrace
0,05%, chloridu amonného, octanu amonného a deviti halogenoctovych kyselin
(dichloroctové kyseliny, tribromoctové kyseliny, bromodichlorooctové kyseliny atd.)
o koncentraci 25 umol/I. > Separace disacharidi v pozitivnim modu ukazala, Ze kompenzaéni
napéti roste s velikosti pouzitého iontu kovu a Ze stejny kovovy adukt s jinym anomerem
disacharidu nema stejné kompenzacni napéti. Nejlepsi separace a a B anomert bylo dosazeno
pro adukty srubidiem a cesiem. Vazebné izomery disacharidii byly nejlépe separovany
v aduktu se sodikem nebo jako protonované molekuly. Disacharidy srtznou funkéni
skupinou maji riznou molekulovou hmotnost a mohou byt odliseny samotnou hmotnostni
spektrometrii. Experimenty s FA-IMS ukazaly, ze charakter navazané skupiny je vyznamnym
velikost. V negativnim modu byly analyzovany disacharidy jako deprotonované molekuly
nebo adukty s anionty odvozenymi od halogenoctovych kyselin. Tyto adukty, kromé aduktu
s chloridovym aniontem, jsou nestabilni a neni mozné je odliSit hmotnostni spektrometrii.
Anomery byly v negativnim modu separovany 1épe nez v pozitivnim. Kompenzacni napéti
pro anomery ve form¢ deprotonovanych molekul nebo aduktl s chloridovym aniontem byla
shodnd, ovSem vazebné izomery byly v téchto dvou formach separovany nejlépe. Nebyl
pozorovan jednoznacny trend v zédvislosti velikosti aniontu na kompenzacnim napéti. Ve
spektrech polohovych izomert disacharidii bylo mozné pozorovat vicendsobné piky (multiple

peaks), které koresponduji s riznymi konformacemi adukti. *°

Srazkové prafezy a separacni charakteristiky pro disacharidy izolované z hovéziho
mucinu a trisacharidy melecitosu, rafinosu a izomaltotriosu byly ziskany iontovou mobilitou

za atmosférického tlaku s hmotnostnim spektrometrem s priletovym analyzatorem a ionizaci
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elektrosprejem (ESI-AP-IMS-TOF-MS). Usp&sné se od sebe podaiilo oddglit jednotlivé di-

a trisacharidy pomoci tvorby adukti se sodikem. *°

Anomery methylglykosidovych isomerti a isomery redukujicich cukri byly
separovany jako adukty s ionty kovli metodou ESI-AP-IMS-TOF-MS. Methylglykosidy mély
ve spektru jen jeden pik, ale redukujici monosacharidy poskytly vice nez jeden pik, coz by
mohl byt disledek rozdéleni cyklickych forem majicich riznou anomerni konfiguraci a/nebo
formu cyklu. Mira separace jak methylglykosidl, tak monosacharidi byla vyznamné
ovlivnéna povahou driftového plynu a charakterem kovovych aduktd. Jak velikost molekul
plynu, tak jeho polarizovaletnost maji vyznamny dopad na celkovy driftovy Cas a separacni
faktory molekul. Dwivedi P. a kol. sledovali relativni G¢innost He, Ar, N, CO, pii déleni a-
a B-methylglykosidovych aduktii se sodikem. Vyrazné odlisné separac¢ni faktory byly
pozorovany v souvislosti s pouzitym plynem. Napiiklad o- a -methyl-mannopyranosid
nebylo mozné odde¢lit pfi pouziti Ny, ale s CO, uz to mozné bylo. Bez ohledu na druh plynu
nebo iontu bylo zjiSténo, Ze o-methylglykosidy maji vétsi srazkové prifezy nez p-

methylglykosidy. >’

Fasciotti M. a kol. také zkoumali u¢inky CO; jako alternativniho driftového plynu.
Na rozdil od dusiku dosahli lepsiho rozliSeni pii analyze tii pard disacharidi (cellobiosa

a sacharosa, maltosa a sacharosa, maltosa a laktosa). *®

Metoda AP-IMS s kvadrupdlovou iontovou pasti byla pouzita pro analyzu izomerd
oligosacharidl. Izomery byly separovany s vysokym rozliSenim a poté zkoumdany jejich
fragmenty pomoci MS? experimentu. Pro ilustraci byly vybrany oligosacharidy ziskané
Z hovéziho mucinu, aby bylo mozné ukézat uzitecnost této techniky pii feSeni fady problémt,
které samotna technika MS" nedokaze efektivné fesit, napiiklad vazebné a strukturni izomery,
anomery atd. Obzvlasté cennd je pfi hodnoceni izomerni heterogenity, kdy MS/MS spektra
dvou izomerd obsahuji stejné produktové ionty, které se mohou lisit v relativnim zastoupeni.
V budoucnu muizZzeme ocekavat objeveni nezndmé molekuly tfeba v néjakém slozitém
biologickém vzorku, protoze AP-IMS-MS" ma velkou vyhodu vtom, Ze miize odhalit
pfitomnost izomerd, aniz bychom pfedem tuSili néco o struktufe latky, a navic miZze

poskytnout fragmentacni spektra separovanych izomert. >

IMS-MS ma potencial pro diagnostiku lidskych onemocnéni, jako naptiklad vrozené

poruchy glykosylace (CDG). Mo¢ pacienta stouto poruchou byla dfive analyzovana
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HPAEC-PAD, MALDI-TOF-MS, nanoESI/MALDI-Q-TOF-MS aj., ovSem zde je problém
V automatizovaném pfifazovani sumarnich vzorci molekulovym iontim pfi jejich identifikaci
pomoci fragmentace. Zpusobeno je to tim, ze vzorek obsahuje velké mnozstvi iontd, které
mohou byt 1 vicekrat nabité, a vSe se vzdjemné prekryva. IMS-MS pfineslo zjednoduseni
a zrychleni celé analyzy. Driftovy ¢as (zméfeny metodou IMS) versus m/z (ziskany z MS)
poskytly obrazek, ve kterém bylo mozné odliSit skupiny iontli, které byly jednou nebo
vicekrat nabité. Jednotlivé skupiny byly zpétné€ pouzité k vytvoreni spekter, zvlast’ pro jednou

nabité ionty, dvakrat nabité ionty atd., ktera jsou jiz prehledna a vhodna k vyhodnoceni. 60

Huang Y. a kol. zkoumali adukty s kationty kovt ([M+Li]*, [M+Na]*, [M+K]",
[M+RDb]" a [M+Cs]") &tyi' skupin izomert sacharidii (p&t disacharidd, Styfi trisacharidy, dva
pentasacharidy a dva hexasacharidy). Vysledky ukazuji, ze srdzkové prifezy cukernych
adukti s kovy zavisely na polomérech kovil specifickym zplisobem. Driftové casy
trisacharidovych izomerli maltotriosy a izomaltotriosy ve form& [M+Li]" adukti byly
rozlisitelné, kdezto ve formé [M+Na]" adukti byly ¢asy shodné. Navic adukt [M+Cs]" obratil
poradi latek. Dale byla sestrojena zavislost srazkového prufezu na velikosti kationtu, z ¢ehoz
vyplynulo, ze jeho velikost jednozna¢né ovliviiuje velikost srazkového prafezu. Vhodnou
volbou kovu lze zlepsit separaci izomerd sacharidi. U prace s neznamou latkou je tieba
postupovat opatrné pii identifikaci mobilitnich spekter. Izomer sacharidu mize zaujimat vice
riznych struktur pii tvorbé aduktu s kovem a ve vysledku se mohou objevit dva piky
(naznaCena separace). Abychom se vyhnuli falesné pozitivni indikaci dvou izomerd, bylo

N vr ’ v s ’ 1
doporuceno pouzit vice neZ jeden kov pro analyzu. 6

K derivatizaci sacharid byla pouzita i kyselina borita, konkrétné jeji derivaty
ferrocenboritd kyselina (FBA) a 4-[2°,6'-diisopropylfenoxy)methyl]fenylboritd kyselina
(PBA). Analyzovany byly sacharidy lakto-N-fukopentosa 1 a 2 z lidského mlé¢ka metodou
MALDI-IMS-TOF. Srazkové prifezy bylo moZzné urcit z driftového Casu a nastavenych
experimentalnich parametri, napfiklad intenzita elektrického pole, tlak atd. Za ucelem
zhodnoceni u¢inkt derivatizace boritou kyselinou byly stanoveny srazkové prifezy i1 pro
protonované [M+H]" a sodné [M+Na]® adukty. Pro FBA derivity byly oba adukty
pozorovany v témét stejném mnoZstvi, ovSsem u PBA derivati byla 98% ptevaha sodnych
adukti, proto zde nebyly srazkové prufezy protonovanych molekul uvazovany pro porovnani.
Kyselina boritd se vaze na vicinalni dioly sacharidi a pouzitim jejich raznych derivath mtze

byt driftovy ¢as sacharidi prodlouzen o riznou dobu, jako tomu bylo v tomto ¢lanku. Tento
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typ derivatizace méd né€kolik vyhod, moznost optimalizace z hlediska separace izomerd,
zvysenou ioniza¢ni ucinnost (U FBA derivatizace se zvysila 2x) a poskytuje nové moznosti
pro dalsi charakterizaci, identifikaci a kvantifikaci riznych druhi sacharidi naptiklad

v glykomice a glykoproteomice. ®

Dwivedi P. a kol. zavedli pojem chiralni spektrometrie iontové mobility (CIMS)
a uvedli priklady demonstrujici separaci plynem pro enantiomery z rtiznych oblasti, naptiklad
farmaceutika, aminokyseliny, sacharidy atd. CIMS je podobna klasick¢ IMS, ale kromé
separace podle tvart a velikosti dojde jesté k odd€leni iontl na zaklad¢ jejich stereospecifické
interakce s chiralni tékavou latkou. Aby se dosahlo chiralni separace, bylo asymetrické
prosttedi vytvofeno dopovanim driftového plynu tékavym chirdlnim cinidlem, konkrétné
(S)-(+)-butan-2-olem. Jednotlivé enantiomery vykazuji jinou iontovou pohyblivost a mohou
byt separovany v Case. Separovany byly enantiomery atenololu, serinu, methioninu,

threoninu, glukosy, penicilaminu atd. z jejich p¥islusné racemické smési.

Izomery oligosacharidii kyseliny hyaluronové modifikované tyraminem (HAT) byly
analyzovany iontovou mobilitou ve spojeni s ionizaci elektrosprejem jako deprotonované
molekuly. Rozliseni piekryvajicich se izomera ve spektru bylo vyfeseno redukénim znacenim
(pomoci NaBHz) nebo znacenim stabilnimi izotopy (pomoci NaBD4). K identifikaci izomert
ve smési a uréeni jejich poméru bylo nutné iontovou mobilitou separovat deprotonované
molekuly a fragmentovat je. Redukované izomery poskytly pro né charakteristické fragmenty.
K potladeni vzniku vicenasobné nabitych iontl, které¢ by komplikovaly analyzu, bylo
pouzivano vyssi napéti na vzorkovacim konusu. Spravnost vysledkil byla ovéfena nuklearni

magnetickou rezonanci. Tento postup je mozné uplatnit pfi analyze i jinych sacharidi. o

Metodou TW-IMS byly oddéleny N-glykany od ostatnich slou¢enin v matrici,
napiiklad glykopeptidi, a byly také rozliSeny jejich izomery. N-glykany byly uvolnény
Z hovéziho fetuinu a ionizovany elektrosprejem. Ke strukturni identifikaci byla pouzita CID
fragmentace negativnich iontll. Fragmentové ionty se mohou objevit v glykanovych profilech,
kde mohou byt zaménény za deprotonované molekuly glykanu. Bylo ovSem zjisténo, ze
fragmenty a deprotonované molekuly maji rizné driftové ¢asy, coz umoziuje jejich odliseni.
Metoda byla aplikovana na zkoumani N-glykanti uvolnénych z houby bfezovniku obecného,

kdy byly separovany rizné druhy sacharida piitomnych v biologickém extraktu.
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Analyza glykosylace z nativnich biologickych vzorkd je casto omezena malym
mnozstvim dostupného materialu. N-glykany uvolnéné z obalového glykoproteinu z lidského
viru HIV byly analyzovany metodou ESI-IMS-MS z méné nez mikrogramového mnozstvi
glykoproteinti. Data mohla byt naméfena ze surové inkubacni smési obsahujici povrchoveé

aktivni latky, bez pedchoziho &isténi. %

S rostoucimi moznostmi analyzy N-glykanli roste moznost uplatnéni v oblasti
mediciny. Kombinace iontové mobility, hmotnostni spektrometrie a analyzy hlavnich
komponent pomohla v I¢kaiské diagnostice k diferenciaci tfi skupin klinickych vzorkt
(rakovina jater, cirhdza jater a ,,zdravé vzorky). Do budoucna se ocekava velky piinos této

metody v diagnostice onemocnéni. o7

Heparin je linearni sulfonovany polysacharid Siroce pouzivany v mediciné kvuli jeho
antikoagulacnim vlastnostem. Rtizné moznosti sulfonace nebo acetylace heparinu umoziuji
rizné zmény konformace kolem glykosidové vazby. Tim je umoznénd zmeéna jeho
antikoagulacni funkce napiiklad na pouziti jako protirakovinné nebo antivirové 1é€ivo.
Charakterizace téchto struktur je dilezitd pro objasnéni jejich pisobeni. K tomu byla pouZita

iontova mobilita s tandemovou hmotnostni spektrometrii. °®

Vzhledem Kk tomu, jak je ptinosné ptipojit IMS k béznému MS, dalo by se ocekavat,
ze tento trend bude stale vice popularni. ZlepSeni poméru signal/Sum, klasifikace struktur,
separace izomerti, rozpoznavani prostorovych uspotadani atd., to vSe jen vybizi k tomu, aby
se tato metoda dale rozvijela a stala se robustnim a praktickym nastrojem v analyze slozitych
smési. Jak se bude stavat IMS vice komeréné dostupnou, mohla by se v budoucnu stat béznou

soudasti hmotnostniho spektrometru.

Analyzou vybranych sacharidd, které se vyskytuji v pfirodnich pryskyficich, pomoci
IMS-MS ve spojeni S kapalinovou chromatografii se zabyva i tato prace. Po studiu ionizace
a fragmentace byly zhodnoceny moznosti iontové mobility pfi jejich separaci. Neékteré
sacharidy vykazovaly dva piky na mobilogramu. S cilem rozpoznat, zda se jednd o separaci
anomeri nebo konformeri byla vyvinuta metoda =zalozend na separaci anomert
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii a nasledné analyze oddélenych zén iontovou

pohyblivosti.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie a pristrojové vybaveni

Vsechny experimenty byly méfeny na hmotnostnim spektrometru s vysokou
rozliSovaci schopnosti Synapt G2-S HDMS (Waters, Manchester, UK) s iontovou mobilitou,
kvadrupolovym a priletovym analyzatorem a elektrosprejem. Separace byla provadéna na
kapalinovém chromatografu ACQUITY UPLC I-Class System (Waters, Manchester, UK).
Pouzitd kolona byla chirdlni B-cyklodextrinovd kolona Nucleodex B-OH, 200 x 4 mm

(Macherey-Nagel, Diiren, Germany).

Obr. 1 - Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem
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Meéfeny byly standardy sedmi cukri a dvou kyselin (vSe Sigma Aldrich, Praha,

Ceskéa republika): L-arabinosa, D-xylosa, D-glukosa, D-galaktosa, D-mannosa, D-fukosa,

L-rhamnosa, D-glukuronova kyselina a D-galakturonova kyselina.

Tab. I: Struktury, nazvy (zkratky nazvii) a monoizotopové hmotnosti sacharidit a kyselin

H,C
2">0oH

L-arabinosa (Ara)

D-xylosa (Xyl)

D-galaktosa (Gal)

H. o0

|
H—C—OH
HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH
_CH
HO™ 2

D-glukosa (Glu)

NP

|
HO—C—H
HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH
_CH
HO™ 2

D-mannosa (Man)

150,0528 g/mol | 150,0528 g/mol | 180,0634 g/mol | 180,0634 g/mol | 180,0634 g/mol
H\(f%O H\C;O H\(l:?o H\C§O
|
H—C—OH HO—C—H H—C—OH H—C~OH
H—C—OH H—C—OH HO—C—H HO—C—H
HO—C—H H—C—OH H—C—OH HO—-C—H
|
HO—(|2—H Ho_(l;_H H—C—OH H—(l:—OH
C /C\
CHg CHs 07 o 0” "OH
L-rhamnosa ) D-glukuronova D-galakturonova
(Rham) L-fukosa (Fuc) kyselina (GIuAc) | kyselina (GalAc)
164,0685 g/mol | 164,0685 g/mol 194,0427 g/mol | 194,0427 g/mol

Pouzivana rozpoustédla: methanol kvality HPLC gradient grade, ethyl-acetat kvality

pro LC-MS a voda kvality pro HPLC. Dalsi pouzivané chemikalie (hydrogenuhli¢itan sodny

a octan sodny) byly Cistoty p. a.
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3.2. Pracovni postup

Byly pfipraveny zdsobni roztoky standardt cukrti o koncentraci 10 mmol/l ve vodg,
které se nasledné fedily na pozadované koncentrace methanolem nebo smési methanol : voda
(1 : 1, v/v). Zdrojem sodnych ionti byl roztok octanu sodného o koncentraci 1 g/, jenz byl
pfidavan do mobilni faze, roztoku pfidavaného za kolonou nebo do roztoku méteného cukru

podle pozadované vysledné koncentrace 1.10™ mol/l.

Hmotnostni spektrometr byl mezi analyzami promyvan smési methanol : voda (1 : 1,
v/v). Jako kalibrant slouzil roztok mravenc¢anu sodného. Pro ptimou infuzi byla koncentrace

roztoki cukri 2.10” mol/l. Kolizni plyn pouZivany pro fragmentaci byl argon.

LC metoda byla inspirovdna védeckym clankem > a upravena pro spojeni s MS.
Mobilni faze pro kapalinovou chromatografii byla ethyl-acetat : methanol : voda (80 : 16 : 4,
v/VIv) a pouzival se prutok 1 ml/min. Pro kapalinovou chromatografii byly vzorky cukru
fedény jen methanolem na koncentraci 1.10° mol/l. Za kolonou byla pfimichdvana smés

methanol : voda (66 : 34, v/v) s pratokem 1 ml/min.

Tab. Il: Parametry analyzy pro primou infuzi do MS

Parametry analyzy pro piimou infuzi do MS
Rozsah m/z 50 - 1000
Polarita ES+
Napéti na kapilare (kV) 2.35
Teplota zdroje (°C) 100
Vzorkovaci konus (V) 30
Offset zdroje (V) 90
Teplota desolvatace (°C) 250
Pritok plynu konusem (Ng, 1/h) 0.0
Pratok desolvatacniho plynu (1/h) 550
Délka scanu (s) 1
Pritok vzorku (ul/min) 5
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Tab. Ill: Parametry analyzy pro primou infuzi do IMS-MS

Parametry analyzy pro piimou infuzi do IMS-MS

Rozsah m/z 50 - 1200
Polarita ES+
Napéti na kapilare (kV) 2.5
Teplota zdroje (°C) 100
Vzorkovaci konus (V) 25
Offset zdroje (V) 80
Teplota desolvatace (°C) 500
Pratok plynu konusem (N, I/h) 40
Prutok desolvatac¢niho plynu (1/h) 600
Rychlost viny (m/s) 1600
Vyska viny (V) 40
Prttok plynu v heliové cele 180
Pritok driftového plynu (N2, ml/min) 110
Délka scanu (s) 1
Pratok vzorku (ul/min) 5

Tab. IV: Parametry analyzy pro LC-MS a LC-IMS-MS

Parametry analyzy pro LC-MS a LC-IMS-MS

Rozsah m/z 50 - 1200
Polarita ES+
Napéti na kapilare (kV) 2.9
Teplota zdroje (°C) 150
Vzorkovaci konus (V) 25
Offset zdroje (V) 80
Teplota desolvatace (°C) 150
Pritok plynu konusem (Ng, 1/h) 90
Prutok desolvatac¢niho plynu (1/h) 1000
Rychlost viny (m/s) 1200
Vyska viny (V) 40
Pratok plynu v heliové cele 200
Pritok driftového plynu (N2, ml/min) 100
Teplota kolony (°C) 25
Délka scanu (s) 1
Délka analyzy (min) 15
Prttok vzorku (ml/min) 1
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Ionizace a fragmentace vybranych sacharidi

Ve snaze rozlisit od sebe jednotlivé monosacharidy, smétfovaly prvotni experimenty
k ziskani informaci o kazdém z nich. Ve spektrech by se dala o¢ekavat pfitomnost téchto
ionti [M+H]", [M+Na]*, [2M+H]", [2M+Na]" pro pozitivni méd a [M-H]" a [2M-H] pro
negativni méd. Protoze u viech cukril byl v pozitivnim modu pozorovan jen ion [M+Na]”, byl

zvolen pro dalsi experimenty.

V pozitivnim i v negativnim modu byla spektra totozna pro kazdou skupinu cukri
a kyselin, majicich stejnou molekulovou hmotnost. Déle se pracovalo v pozitivnim rezimu,

protoze ion [M+Na]" mél o ¥ad vyssi intenzitu nez ion [M-HJ, jak je vidét na obrazku 2.
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Obr. 2 — Spektrum xylosy (2.10™ mol/l ve smési methanol : voda, 1 : 1, VIV) v negativnim
modu (nahore) a v pozitivnim modu (dole)

Na obrazku 3 je spektrum xylosy. Jsou zde vidét piky 173 a 301. Pii zamceni spektra
na pik [M+Na]® byla chyba pro ptifazeni piku 301 kiontu [2M+H]" 94 ppm, piesnost
pfistroje je fadové lepsi, proto neni toto pfifazeni spravné. K tomuto chybnému piifazeni by

mohlo dojit na jiném pfistroji s niZ8i presnosti.
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Obr. 3 — Spektrum xylosy (2.10™ mol/l ve smési methanol : voda, 1 : 1, v/v)

Na obrazcich 4 az 6 jsou ukazana spektra vzdy jednoho zastupce ze skupiny cukri
majicich stejnou molekulovou hmotnost. Spektrum fukosy (obr. 3) jako zastupce deoxyhexos
(fukosa a rhamnosa), spektrum glukosy (obr. 4) jako zastupce hexos (glukosa, galaktosa
amannosa) a spektrum galakturonové kyseliny (obr. 5) jako zastupce alduronovych kyselin
(galakturonova a glukuronova kyselina). Spektrum xylosy jako zastupce pentos (Xxylosa
a arabinosa) je na obr. 3. Spektra pro danou skupinu jsou stejna a latky patfici k téze skupiné

na jejich zakladé nelze odlisit.
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Obr. 4 — Spektrum fukosy (2.10"° mol/l ve smési methanol : voda, 1 : 1, v/v)
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Obr. 5 — Spektrum glukosy (2.10°° mol/l ve smési methanol : voda, 1 : 1, v/v)
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Obr. 6 — Spektrum galakturonové kyseliny. (2.10™ mol/l ve smési methanol : voda, 1 : 1,
vIv)

Alduronové kyseliny byly méfeny jen v negativnim mddu a obé poskytly totozna
hmotnostni 1 fragmentacni spektra. Separace na iontové mobilit€¢ nebyla pozorovana, proto se
snimi dale v experimentu nepracovalo. Na obr. 7 je fragmentac¢ni spektrum galakturonové

kyseliny, ktera poskytla piky pii m/z 85, 101 a 113.
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Obr. 7 — Fragmentacni spektrum galakturonové kyseliny pro ion 193 (2.10” mol/l ve smési
methanol : voda, 1 : 1, v/v)

Dile byly sacharidy podrobeny fragmentaci, coz vedlo ke zjisténi, ze ion [M+Na]"
neposkytuje zaddné fragmenty, pravdépodobné dojde pouze k odstépeni sodného iontu.
Fragmentace neposkytuje potiebné informace pro odliSeni studovanych izobarickych
sacharidii. Bylo by mozné od sebe odlisit pouze sacharidy z riznych skupin podle rozdilnych

hmotnosti.

4.2. lontova pohyblivost

Zména pfiSla aZ s pouzitim iontové mobility. Byly méfeny samostatné sacharidy
I sm¢si dvojic sacharidd v poméru 2 : 1, vzdy v ramci jedné skupiny sacharidi se stejnou
hmotnosti. Bylo zji§téno, ze [M+Na]" ionty n&kterych monosacharidi poskytuji dva piky.
Predpokladalo se, Ze by to mohly byt rizné konformace aduktii se sodnym iontem nebo o a 3
anomery, a jejich separaci se experiment dale zabyval. Z obrazku 8 je vidét, Ze je mozné
v neznamém vzorku sledovat technikou IMS-MS xylosu i arabinosu, ov§em problém nastane,
pokud jsou piitomny oba cukry najednou. Ve smési poskytuji podobné dva piky jako
arabinosa samotna. Fukosu a rhamnosu neni mozné odliSit ani samostatné ani ve smési,
pfestoze jsou videt dva piky, jak ukazuje obrazek 9. Bylo nutné zapojit dalsi separaci, aby

byla mozna identifikace jednotlivych piki.
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Obr. 8 — Separace arabinosy a xylosy iontovou mobilitou, ion [M+Na]*. Smés arabinosy a

xylosy (obé 1.10° mol/l) (nahore), xylosa (uprostied) a arabinosa (dole). Obé 2.10™ mol/l
ve smési methanol : voda, 1 : 1, v/v)
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Obr. 9 — Separace rhamnosy a fukosy iontovou mobilitou, ion [M+Na]™. Smés fikosy a

rhamnosy (obé 1.10°° mol/l) (nahoie), rhamnosa (uprostied) a fukosa (dole). Obé
2.10™ mol/l ve smési methanol : voda, 1 : 1, v/v)
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4.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s iontovou pohyblivosti

a hmotnostni spektrometrii

Dalsim krokem byla optimalizace metody pro spojeni LC-IMS-MS, kdy jsou
anomery separovany chromatograficky, a poté analyzovany iontovou mobilitou. Cilem bylo
ovérit, zda se na mobilogramu napft. arabinosy opravdu jedna o piky anomert (viz obr. 8).
Kdyby po separaci kapalinovou chromatografii kazdy pik poskytoval na mobilogramu dva

piky, jednalo by se o rozdéleni riznych struktur adukta se sodikem.

Nejprve bylo nutné nalézt takovou koncentraci roztokti standarda cukri, pii které by
byl ve spektru vidét ion [M+Na]" a zaroven nedoslo k prekro¢eni maximalni kapacity kolony.
Zaginalo se na koncentraci 2.10™ mol/l a postupnym zvySovanim se piislo na koncentraci
2.10 mol/l, kterd mohla byt pouZita pro analyzu LC-MS, ale pro metodu LC-IMS-MS

z diivodu nizsi transmise sledovanych iontil byla dostadujici az koncentrace 1.10° mol/l.

Byl proveden pokus ptipravovat pracovni roztoky cukrii ze zasobnich fedénim smési
o stejném sloZzeni jako pouZzivand mobilni faze v LC, tedy ethyl-acetat : methanol : voda
v poméru 80 : 16 : 4, v/v/v, aby nedochdzelo k ovliviiovani sloZeni mobilni faze. OvSem pfi
koncentraci pracovniho roztoku 1.10% mol/l jiz doslo k odd&leni nemisitelnych fazi, proto

byly zasobni roztoky fedény jen methanolem.

Zajimava spektra byla ziskana, kdyz se pfed analyzou vzorky filtrovaly pfes
mikrofiltr. Spektrum glukosy, filtrované pies nylonovy filtr je na obrazku 10. Profil spektra
by mohl byt zplisoben kontaminaci filtru napf. polyethylenglykolovymi necistotami. Pfi
pouziti teflonového, nylonového 1 polypropylenového filtru byl vidét podobny profil spektra,
pouze sjinymi diferencemi a jinym umisténim ve spektru. Niz$i signal vzorku cukru po
filtraci by mohl byt zpisoben naptiklad iontovou supresi, nebo mohly byt cukry Spatné
rozpusténé a byly mechanicky zadrzeny na filtru. Pro dalsi experimenty nebyly vzorky

filtrovany, ale byla pfipojena frita pted kolonu.
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Obr. 10 — Ukdzka spektra nefiltrovaného vzorku glikosy (8.10™ mol/l v methanolu)

(nahore) a stejného vzorku filtovaného pres nylonovy filtr (dole), kombinovana infuze do
hmotnostniho spektrometru

Nejintenzivngjsi pik ve spektrech byl ion [M+Na]®. Jeho intenzita byla podporena
pridavkem Na® iontil. Pfidavaly se riizné koncentrace alternativné do mobilni faze, do roztoku
vzorku atd. Zkoumal se také vliv pouziti dvou riiznych zdroji Na® iontl, CH;COONa
a NaHCOg3. Ukazalo se, Ze nezalezi na tom, ktery zdroj iontd se pouzije. Na intenzitu pikt to

nemélo zadny vliv.

Dale byl zkouméan vliv slozeni mobilni faze na intenzitu piki, jelikoz ethyl-acetat
neni nejvhodnéj$i pro ionizaci sacharidi elektrosprejem. Byl piipraven roztok cukru
o koncentraci 2.10”° mol/l, ktery byl pokazdé rozpuitén v jiné mobilni fizi. V ptivodnim
slozeni mobilni faze ethyl-acetat : methanol : voda v poméru 80 : 16 : 4, vivlv, dale
76:16:8,72:16:12,64:32:4,48 :48:4,56:32:12a50: 25 : 25. Pro testovani byla
pouzita ptima infuze do hmotnostniho spektrometru. S ptibyvajicim obsahem methanolu
avody se zvySovala intenzita piku [M+Na]" (viz obrazek 11), ov§em jen do té doby, dokud
nedoslo k oddé€leni nemisitelnych fazi. Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pti pouziti poméru
56 :32: 12, viviv.
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Obr. 11 — Vliv sloZeni mobilni fize na intenzitu [M+Na] *pro xylosu (2.10™ mol/I
V mobilni fizi o riznych pomérech). PFima infuze do hmotnostniho spektrometru. Pomer
ethyl-acetat : methanol : voda, shora 80:16:4, 72:16:12, 64:32:4 a 56:32:12

Nasledujici analyzy byly poté provadény na LC-MS s pfimichavanim methanolu
s vodou v poméru 66 : 34, viv za kolonou. Testovany byly pratoky 0,1 ml/min, 0,2 ml/min
a 0,3 ml/min. Nejlepsich vysledk bylo dosazeno pii prutoku 0,1 ml/min, jak je vidét na

obrazku 12. Intenzita iontu [M+Na]" se zlepsila 6,5x.
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Obr. 12 — Chromatogramy vzorku glukosy (1.10°° mol/I v methanolu) pro ion [M+Na]* (m/z
203,06) s riiznymi prutoky smési methanolu s vodou pridavané za kolonou. Shora: bez
pridavku smési, pritok 0,1 ml/min, 0,2 ml/min a 0,3 ml/min
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Na obrazku 13 jsou chromatogramy iontu [M+Na]® pro tii hexosy. Na kazdém
chromatogramu je vidét pfitomnost dvou piki. KratSi retencni ¢as ma o anomer a delsi
retencni Cas P anomer. U galaktosy je vidét jesté tfeti pik v 6. minuté, ktery by mohl

predstavovat furanosovy cyklus. 15
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Obr. 13 — LC-MS analyza s pridavanim methanolu s vodou za kolonou. Chromatogram pro
mannosu (nahore), glukosu (uprostied) a galaktosu (dole).

Vse 1.10° mol/l v methanolu; kolona Nucleodex S-OH, 200 x 4 mm;, teplota kolony 25 °C;
Mobilni faze ethyl-acetdt : methanol : voda (80 : 16 : 4, vVIVIV) priitok 1 ml/min; pomocna
smés methanol : voda (66 : 34, v/v) priitok 0,1 ml/min, ndstiik vzorku Sul

Na obrazku 14 jsou chromatogramy iontu [M+Na]® pro dvé deoxyhexosy. Stejné
jako u hexos, 1 zde odpovida pik s kratSim retenénim casem o anomeru a del$im reten¢nim
Casem 3 anomeru. Fukosa ma jesté tieti pik pred 4. minutou, ktery by opét mohl pfedstavovat

furanosovy cyklus.
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Obr. 14 — LC-MS analyza s pridavanim methanolu s vodou za kolonou. Chromatogram

pro rhamnosu (nahore) a fukosu (dole).
Vse 1.10° mol/l v methanolu, kolona Nucleodex f-OH, 200 X 4 mm;; teplota kolony 25 °C;

mobilni faze ethyl-acetat : methanol : voda (80 : 16 : 4, v/v/v) prutok 1 ml/min; pomocna

smés methanol : voda (66 : 34, v/v) pritok 0,1 ml/min; ndstiik vzorku 5ul
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Obr. 15 — LC-MS analyza s pridavinim methanolu s vodou za kolonou. Chromatogram

pro xylosu (nahore) a arabinosu (dole). Vse 1.10° M v methanolu.
Ve 1.10° mol/l v methanolu; kolona Nucleodex -OH, 200 x 4 mm; teplota kolony 25 °C;

mobilni faze ethyl-acetat : methanol : voda (80 : 16 : 4, v/v/v) prutok 1 ml/min; pomocna
smés methanol : voda (66 : 34, v/v) priitok 0,1 ml/min; nastrik vzorku 5ul
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Obrazek 15 predstavuje chromatogramy iontu [M+Na]® pro dvé pentosy. Pik
S krat§im retencnim Casem je o anomer a s del§im retenénim casem 3 anomer. Chromatogram
pro arabinosu byl pravdépodobné ovlivnén neptfedvidanou interferenci, nebo by se mohlo
jednat o separaci vice forem sacharidu, napiiklad a-D-pyranosy, B-D-pyranosy, a-L pyranosy,

B-L-pyranosy, popiipadé€ furanosové formy.

Na obrazcich 16-22 jsou ukdzany mobilitni zdznamy z LC-IMS-MS analyzy pro
kazdy monosacharid. Na kazdém obrazku je chromatogram (nahoie) a 2D graf, kde na ose x
je retenéni Cas a na ose y je driftovy &as (dole). Vie je vztazeno na ion [M+Na]" kazdého

sacharidu.
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Obr. 16 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy arabinosy

Na obrazku 16 jsou data pro arabinosu. V 2D grafu jsou Cervené oznaceny oblasti,
kde je mozné vidét separaci ve sméru osy y. Jedna se o rizné struktury aduktt se sodikem pro

anomery a a p.

46



(0.03:15.00) (1 00:200.00) (173.08:173.08) (5.6;83188)

| | |
| | |
| | |
-------------- B e e e i s
I
|

I e b A e e e '
i | | i
| | | |
L - s o
LB e e = e =
30 40 50 70

max : 200 Drift Time (Bins]

Drift Time (Bins)

8.0
Retention Time (Mins)

Obr. 17 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy xylosy.

Ve 2D grafu xylosy (Obr. 17) neni vidét separace riznych struktur adukti sacharidu

se sodikem. U rhamnosy je mozné tuto separaci pozorovat (Obr. 18).
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Obr. 18 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy rhamnosy

Fukosa poskytuje jesté tfeti pik navic, jak jiz bylo zminéno, jedna se pravdépodobné
o furanosovy cyklus, ktery neposkytuje zadné dalSi separace. Oba pyranosové anomery

poskytuji separace aduktt (Obr. 19).
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Obr. 19 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy fukosy

Glukosové anomery nejsou dobie separovany, nelze proto s jistotou fict, zda dochazi

k separaci riznych struktur aduktt ¢i nikoliv (Obr. 20)
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Obr. 20 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy glukosy
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Obr. 21 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy galaktosy

Ve 2D grafu galaktosy lze pozorovat tii piky, jako tomu bylo u fukosy, avSak neni
zde Zadna separace aduktt (Obr. 21). Ani u mannosy neni pozorovana separace ruznych

struktur aduktd sacharidu se sodikem (Obr. 22).
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Obr. 22 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy mannosy

Arabinosa, fukosa a rhamnosa poskytovaly dva piky pti mobilitni separaci, jak ve
spojeni s kapalinovou chromatografii, tak bez ni. Ke spravné interpretaci téchto pikii samotna
mobilita nestaci, je nutné pouzit chromatografickou separaci, kterd oddé€li anomery a poté
iontova mobilita potvrdi nebo vyvrati existenci riznych struktur adukti sacharidu se sodikem.
Separace adukti iontovou mobilitou nebyla pozorovana, po chromatografické separaci je
jejich driftovy Cas stejny. U galaktosy, glukosy, mannosy a xylosy byl pozorovan jen jeden
pik na mobilogramu. Nemusi to znamenat, ze tyto sacharidy neposkytuji rizné struktury

aduktt, struktury se jen nemusi dobfe separovat.
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5. ZAVER

Analyza sacharidii pfedstavuje pomérné komplikovany problém. Tato skupina latek
pokryva Siroky rozsah molekulovych hmotnosti (monosacharidy az polysacharidy), vykazuje
velkou variabilitu konfiguraci, vzdjemnych vazeb monosacharidovych jednotek a vétveni
polysacharidovych fetézcli. Analyza je provadéna z nejriznéjSich divodd napt. studium
biologickych systému, ma také vyznam pii odhalovani pancovani potravin a pfi forenznich
aplikacich. Je mozné napftiklad odliSit rizné piirodni pryskyfice, coz Ize vyuzit pii oveétovani
pravosti uméleckych dél. Analyzovano bylo sedm monosacharidi a dvé alduronové kyseliny,
které mohou pryskyftice charakterizovat.

lonizace poskytovala ion [M+Na]* pro sacharidy v pozitivnim médu a [M-H] ion
V negativnim modu pro sacharidy i kyseliny. Pro sacharidy je ionizace efektivné;si
V pozitivnim moédu, pro kyseliny v negativnim. Ve skupiné sledovanych latek jsou latky
izobarické, které¢ na zdkladé hmotnostnich spekter nebylo mozné odlisit. Testovano bylo
uplatnéni iontové mobility. Zadna separace nebyla pozorovéana u kyseliny, u izobarickych
sacharidt byly v nékterych piipadech pozorovany dva mobilitni piky, ovSem nejen pro jejich
smési, ale 1 pro jednotlivé latky. Pro rozhodnuti, zda se jedna o separaci anomerii nebo
riznych struktur adukt se sodikem byla vyvinuta nova metoda. Ta je zaloZena na spojeni
vysokoucinné kapalinové chromatografie slouzici k separaci anomeri a nasledné analyze
jednotlivych anomert spojenim iontové mobility s hmotnostni spektrometrii. Ukazalo se, ze
pro on-line spojeni LC-IMS-MS je dulezitd modifikace mobilni faze za kolonou. Hlavni
slozka mobilni faze ethyl-acetat neni vhodna pro ionizaci elektrosprejem. Efektivitu ionizace
se podaftilo vyfesit pfimisenim smési methanol : voda do mobilni faze za kolonou. Vyvinuta
metoda poskytovala pozadovanou separaci. Prokazala ptitomnost o a [ anomert
(chromatografickou separaci), které u né€kterych sacharidi poskytovaly nejméné dvé mozné
struktury adukti se sodikem (mobilitni separace). NavrZzena metoda ma obecnéjsi charakter

a muze byt vyuZita pfi analyze dalSich sacharidu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AP — atmosféricky tlak

ATP — adenosintrifosfat

CDG — vrozené poruchy glykosilace

CDT - karbohydrat deficitni transferin

CE — kapiléarni elektroforéza

CEC — kapilarni elektrochromatografie

CID — kolizi indukovana disociace

CIMS — chirdlni spektrometrie iontové mobility

CZE — kapilarni zénova elektroforéza

DNA — deoxyribonukleové kyselina

DT — driftovy cas

ECD - disociace zachytem elektronu

ELSD — detektor rozptylu svétla

ESI — elektrosprejova ionizace

FAB — ionizace urychlenymi ¢asticemi

FA-IMS — iontova mobilita s vyuzitim asymetrické viny o vysoké intenzité elektrického
pole

FBA — ferrocenborit4 kyselina

FFF — separace tokem v silovém poli

FID — plamenoionizac¢ni detektor

GC — plynova chromatografie

HAT — tyraminem modifikovana kyselina hyaluronova

HILIC — hydrofilni interak¢éni chromatografie

HPAEC — iontové vyménna chromatografie

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

IC — iontova chromatografie

IMS — spektrometrie iontové pohyblivosti

INA — imunonefelometricka metoda

IR — infracervena

IRMS — hmotnostni spektrometrie izotopovych pomérti
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LC — kapalinova chromatografie

LOD — limit detekce

LSD - detektor rozptylu svétla

MALDI — laserova ionizace/desorpce za tiCasti matrice
MIR — stfedni infracervena oblast

MS — hmotnostni spektrometrie

NAD — nikotinamidadenindinukleotid

NIR — blizka infraervena oblast

NMR — nuklearni magnetické rezonance

ODS - oktadecylsilanizovana kapilara

PAD — pulzni amperometricky detektor

PBA — 4-[27,6-diisopropylfenoxy)methyl]fenylborita kyselina
PMP — 1-fenyl-3-methylpyrazol-5-on

PPD — polarizovany fotometricky detektor

PPMP — 1-(4-isopropyl) fenyl-3-methylpyrazol-5-on
Q-TOF — kvadrupélovy analyzator s priletovym detektorem
RI — refraktometricky detektor

RNA — ribonukleova kyselina

RP — reverzni taze

SALDI — povrchové asistovana laserova desorpce/ionizace
SEC — gelova chromatografie

SFC — superkriticka fluidni chromatografie

SNIF — mistn¢ specificka frakcionace ptirozenych izotopt
TLC — tenkovrstevna chromatografie

TMS — tetramethylsilan

TOF — priletovy detektor

TW — putyjici vlna

UV — ultrafialova

VIS — viditelné zafeni
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8. SEZNAM OBRAZKU

Obr

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

. 1 - Kapalinovy chromatograf's hmotnostnim spektrometrem

2 — Spektrum xylosy v negativnim modu (nahore) a v pozitivnim médu (dole)
3 — Spektrum xylosy

4 — Spektrum fukosy

5 — Spektrum glukosy

6 — Spektrum galakturonové kyseliny

7 — Fragmentacni spektrum galakturonové kyseliny pro ion 193

8 — Separace arabinosy a xylosy iontovou mobilitou, ion [M+Na]™*. Smés
arabinosy a xylosy (nahore), xylosa (uprostied) a arabinosa (dole)

rhamnosy (nahore), rhamnosa (uprostred) a fukosa (dole)

10 — Ukazka spektra nefiltrovaného vzorku glukosy (nahore) a stejného vzorku
filtovaného pres nylonovy filtr (dole)

do MS. Pomeér ethy-lacetat : methanol : voda, shora 80:16:4, 72:16:12,
64:32:4 2 56:32:12

methanolu s vodou pridavaného za kolonou. Shora: bez pridavku smési,
prutok 0,1 ml/min, 0,2 ml/min a 0,3 ml/min

pro mannosu (nahore), glukosu (uprostred) a galaktosu (dole)
pro rhamnosu (nahore) a fukosu (dole)

pro xylosu (nahore) a arabinosu (dole)
16 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy arabinosy
17 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy xylosy
18 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy rhamnosy
19 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy fukosy
20 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy glukosy
21 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy galaktosy
22 — Mobilitni zaznam z LC-IMS-MS analyzy mannosy
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9 — Separace rhamnosy a fukosy iontovou mobilitou, ion [M+Na]™. Smés fukosy a

11 — Vliv slozeni mobilni fize na intenzitu piku [M+Na] pro xylosu. Piima infuze

12 — Chromatogramy vzorku glukosy pro ion [M+Na]™, s riznymi priitoky smési

13 — LC-MS analyza s pridavanim methanolu s vodou za kolonou. Chromatogram
14 — LC-MS analyza s pridavanim methanolu s vodou za kolonou. Chromatogram

15 — LC-MS analyza s pridavanim methanolu s vodou za kolonou. Chromatogram
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