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SOUHRN

Predlozend diplomova prace se zabyva studiem podminek pro stanoveni
ethylglukuronidu, produktu konjuka¢niho metabolismu ethanolu v organismu, pomoci
kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie.

Teoretickd cast prace se vénuje popisu zakladnich mechanismi kapilarni
elektroforézy, hmotnostni spektrometrie, jejich instrumentaci a spojeni. Samostatna kapitola
se také vénuje popisu konjugac¢niho metabolismu ethanolu se zaméfenim na ethylglukuronid
a jeho vyuziti ve forenzni chemii a toxikologické analyze.

Experimentalni Cast je zaméfend na studium podminek separace a detekce
ethylglukuronidu v mo¢i. Je v ni diskutovan vliv slozeni a koncentrace pracovniho
elektrolytu, jeho pH, pritok a slozeni pomocné kapaliny, tlak pomocného plynu a teplota
sprejovaci kapilary. Zjisténé podminky jsou aplikovany na analyze realnych vzorkii moc¢i po

poziti alkoholickych napoju.



SUMMARY

This diploma thesis is concerning with the study of the conditions for determination of
ethylglucuronide, a product of the bioconjugation metabolism of ethanol in the human body
using the capillary electrophoresis and mass spectrometry.

The theoretical part is devoted to the description of the basic mechanisms of capillary
electrophoresis, mass spectrometry, its instrumentations and their hyphenations. Another
separate chapter is dealing with the description of the conjugation metabolism of ethanol
focusing on ethylglucuronide and its use in the forensic chemistry and toxicology analysis.

The experimental part is focused on the study of conditions for separation and
detection of ethylglucuronide in human urine samples. The influence of composition and
concentration of the background electrolyte, its pH, flow and composition of the sheath liquid,
pressure and temperature of the sheath gas and the spraying capillary temperature is
discussed. The determined conditions are applied to the analysis of the urine samples after

ingestion of alcoholic beverages.
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., Nejkrasnéjsi a nejhlubsi pocit
Jjaky miize clovek zazit je poznat tajemno.
To je zakladnim principem naboZenstvi, stejné tak

Jjako veskerého seriozniho usili v umeéni a ve véde. “

Albert Einstein (1879-1955)

1. Uvod

Analyticka chemie dnes pfedstavuje moderni a dynamicky se rozvijejici védeckou
disciplinu, zahrnujici mnoho technik, které se vzajemné propojuji a napliuji tak jednu
Z mnoha jejich definic — je to v&da chemickych informaci [1]. Soucasny trend, ktery se
objevuje napti¢ celou analytickou chemii, je miniaturizace. At uz je jejim vysledkem
zmenSeni instrumentdlnich technik nebo jejich ¢asti, vyvoj mikroanalytickych systémi nebo
jen prosty pozadavek na ¢im dal mensi detek¢ni limity pro stanoveni latek 1 ve velmi nizkych
koncentracich. Tyto trendy se stdle Castéji aplikuji v analyze fyziologicky ucinnych latek,
které jsou predmétem bohatého a intenzivniho vyvoje a potieba efektivni a presné analyzy je
vysoka. Fyziologicky aktivni latky jsou v zajmu lidstva od nepaméti. Potfeba novych IéCiv je
0 to vyraznéjsi s rostoucim poctem a rozvojem civiliza¢nich chorob, které ¢lovéka postihuji.
Analyticka chemie pak umoznuje ziskavat detailnéjsi informace nejen o struktuie dané latky,
ale rovnéz umoziuje odhalit mechanismus jejiho plisobeni a to 1 na urovni molekularni
biologie. Tyto informace jsou o to cennéjsi, kdyz uvazime, jak dilezitd je komplexni znalost
interakce ucinné latky s organismem.

Sofistikovanou instrumentéalni technikou, ktera se stale vice dostava do poptedi zajmu
mezi ostatnimi analytickymi technikami je kapilarni elektroforéza. Jeji vSestrannost
a obrovsky aplikacni potencial z ni ¢ini jednu z nejuniverzalngj$ich metod viibec. Ve spojeni
S hmotnostni spektrometrii je pak ucinnym nastrojem pro identifikaci a strukturni
charakterizaci nepfeberného mnozstvi latek rizného charakteru. Spojeni téchto dvou technik
Vv analyze metabolitii fyziologicky aktivnich latek v lidském organismu je hlavnim pfedmétem
této prace. Krom¢ experimentdlni ¢asti, kterd se zabyvd moznostmi analyzy vybranych
metabolitd v biologickych vzorcich, jsou v teoretické ¢asti Siroce diskutovany teoretické

aspekty obou technik, zasazené do modernich poznatkil a aplikaci. Cilem ptredkladané prace



je Vteoretické rovin¢ poskytnuti prehledu a charakterizace pouzivanych metod spojeni
kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie v analyze metaboliti fyziologicky

aktivnich latek. V experimentalni ¢asti jsou pak teoretické poznatky aplikovany na piikladech

analyzy metabolitii pro forenzni a toxikologické tcely.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kapilarni elektroforéza a jeji instrumentace

Obecnym principem kapilarni elektroforézy (CE) je separace nabitych latek
ve stejnosmérném elektrickém poli na zakladé rozdilnych elektroforetickych mobilit [3].
Kapilarni elektroforéza dnes patfi mezi vysoce ucinné separacni techniky, které umoznuji
kvalitativni 1 kvantitativni analyzu a ve spojeni s dalSimi detekénimi technikami dovoluji také
identifikaci zkoumanych latek. Moderni elektromigracni separacni techniky zahrnuji nékolik
metod, které se li$i svym separa¢nim mechanismem. Z téchto lze jmenovat zejména micelarni
elektrokinetickou chromatografii (MEKC), kapilarni elektrochromatografii (CEC), kapilarni
izoelektrickou fokusaci (CIEF), kapilarni izotachoforézu (CITP), kapilarni gelovou
elektroforézu (CGE) a v neposledni fad¢ také nejvice rozSifenou a vyuzivanou kapilarni
zonovou elektroforézu (CZE). Uvedené techniky umoziiuji separovat jak latky s nizkou
molekulovou hmotnosti, tak také biomakromolekuly, jejichz molekulova hmotnost se

pohybuje v fadu kDa.
2.1.1 Elektroforeticka mobilita

Zakladni veliCinou charakterizujici pohyb nabité cCastice ve stejnosmeérném
elektrickém poli je elektroforetickd mobilita, resp. pohyblivost, ozna¢ovana obvykle jako wep.
Jedna se o veli¢inu, kterd urcuje rychlost pohybu nabitych astic Vvep ve stejnosmérném

elektrickém poli o intenzité E:

veP = uep E (1)

Pohyb nabitych ¢astic v elektroforetickém systému je uréovan vyslednici ptisobeni dvou sil.
Po aplikaci elektrického napéti mezi oba konce kapilary vznika elektrické pole. Intenzita
elektrického pole E je definovana jako podil vlozeného napéti U a délky separacniho loZze

(kapilary) L podle vztahu (2):

_ v 2
E=— (2)



Plsobenim elektrického pole se nabité ¢astice zatnou pohybovat vlivem elektrické sily Fe
k elektrodam s opac¢nou polaritou. Velikost elektrické sily je pfimo umérna naboji dané

Castice ( a intenzité vlozeného elektrického pole E podle vztahu (3):

Fel = qE (3)

Pohyb iontl, vznikajici v diisledku pasobeni elektrické sily, je brzdén tzv. frikéni silou F,
ktera je podle Stokesova zakona (4) zavisla na velikosti iontu a prostiedi, v némz se iont

pohybuje:

Fpr = 6mNrvg, 4)

V rovnovazném stavu si budou obé opacné orientované sily rovny a elektroforetickou

mobilitu Ize tedy také definovat pomoci rovnosti obou sil, tedy Fe= - Fy :

__4a 5
Hep = 6mnr )

Z vySe uvedeného vztahu (5) je patrné, Ze elektroforetickd mobilita uep je pfimo Umeérna
naboji iontu ( a nepiimo Gtmérna jeho velikosti (uvazujeme-li iont s kulovym tvarem
0 efektivnim poloméru r) a viskozité prostredi 7. Obecné Ize tedy fici, Ze malé ionty s velkym
nabojem se budou v zavislosti na podminkach pohybovat rychleji, nez velké molekuly
s nabojem malym. Jelikoz je velikost viskozity # zavisla na teploté T (s rostouci teplotou ma
viskozita tendenci klesat), bude rovnéz elektroforeticka mobilita ovliviiovana zménou teploty
a to v tom smyslu, ze se bude zvySovat S rostouci teplotou.

Z experimentalnich vysledkd je mozno urCit tzv. zdanlivou mobilitu (ua), ktera je
vektorovym souctem elektroforetické mobility uep & MObility ueof , ktera vznika v disledku

elektroosmotického toku:

Hay = Hep F Heoy (6)

Meétenou veliinou je v elektromigracnich technikach tzv. migracni Cas ty, ktery je

mozné vypocitat pomoci vztahu (7).

tn = U (7)



Ve vztahu (7) se vyskytuji, kromé jiz definovanych nebo popsanych veli¢in, také celkova

délka kapilary L a efektivni délka kapilary | (délka kapilary od zacatku po detektor).
2.1.2 Elektroosmoticky tok

DalSim dtlezitym transportnim jevem v elektromigracnich technikach je
elektroosmoticky tok (EOF), ktery se projevuje jako fyzicky tok kapaliny uvniti separac¢ni
kapilary vznikajici po aplikaci stejnosmérného elektrického pole [2,3,8]. Je dusledkem
interakce elektrického pole s diftizni ¢asti elektrické dvojvrstvy, kterd vznika mezi povrchem
kapilary a separacnim elektrolytem (roztokem). Pro vznik elektrické dvojvrstvy je zapotiebi
bud'to adsorpce iontli na sténu kapilary, nebo disociace ionizovatelnych skupin na jejim
povrchu pii kontaktu s elektrolytem. V obou uvedenych ptipadech je nezbytna piitomnost
elektrického naboje na wnitini sténé kapildry. Vznikla elektrickd dvojvrstva se sklada
Z nepohyblivé Sternovy vrstvy jako vysledek elektrostatickych interakci mezi povrchovym
nabojem kapilary a ionty s opaénym nabojem, a tzv. difuzni vrstvy, kterd je diky slabsim
interakcim pohybliva. Na jejich rozhrani pak vznikd potencidlovy rozdil, ktery je obvykle
nazyvan jako zeta potencial, {. Pti vlozeni elektrick¢ho pole se kromé¢ pohybujici se diftizni
vrstvy zacne diky silné solvataci pohybovat i zbyla ¢ast roztoku, ¢im vzniké elektroosmoticky
tok. Jak je uvedeno na obr. 1, je za normalnich podminek elektroosmoticky tok vyvolan

pohybem solvatovanych kationtli smérem ke katod¢, tedy k zaporné elektrodg.

S CFG)) ® e o
@ v s
e Separacni
® @ © @9 ® e prostiedi
@ elektrolyt
@9 © @ e © i ( yb)
e
°© o ® ® o
® © ® _ o & ® .® . Difdzni
® & ®0 @ @ © ®® vrstva

Elektricka
dvojvrstva

FoH JF 0% o 1

Sténa kapilary

+ Smér EOF - 5 -
Anoda Katoda

Obr. 1 — Grafické zndazornéni elektroosmotického toku v kapildre. Prevzato a upraveno z [2].



Jak jiz bylo uvedeno, miizeme ze vztahu (6) vypocitat zdanlivou mobilitu. Ta je podle
vztahu (6) vektorovym souctem elektroforetické mobility a elektroosmotické mobility.
Rychlost EOF je, podobné¢ jako rychlost migrace analytl, pfimo imérna intenzité elektrického
pole a elektroosmotické mobilité. Zminéna elektroosmotickd mobilita je pfimo Umeérna
relativni permitivité¢ rozpoustédla (), Vnémz je separace provadéna, zeta potencialu (¢)

a neptimo umeérna viskozité prostiedi () podle vztahu (8):

Er( 8
Heor = H ( )

Dulezitou roli hraje uvedeny zeta potencial, jenz je vyznamnym faktorem urcujicim
rychlost EOF. Zeta potencial je tmérny naboji na vnitinim povrchu kapilary a kromé jiného
zavisi na adsorpci iont a disociaci vlastnich ionizovatelnych skupin na jejim povrchu. Pro
ktemennou kapilaru, majici na svém povrchu zejména silanolové (-Si-OH) a siloxanové
(-Si-O-Si-) skupiny s pKa ~ 3 je ziejma zavislost rychlosti EOF na pH pracovniho elektrolytu
[10]. Pfi hodnotach pH < 2 je jen nepatrné mnozstvi silanolovych skupin disociovano
a rychlost EOF limituje k nule. Dilezitym kritériem je rovnéz iontova sila elektrolytu, kterou

Ize v obecném piipad¢ aproximovat vztahem (9):

. ©

N| =

n
c; z?
=

l

Ve vztahu (9) je iontova sila definovana jako suma soucinu koncentrace iontu
a ¢tverce jeho naboje. Se zvySujici se iontovou silou (s vyssi koncentraci iontl elektrolytu)
dochazi ke stlatovani elektrické dvojvrstvy a tudiz ke snizovani zeta potencidlu, coz ma za
nasledek snizeni rychlosti EOF. Piehled moZnosti ovliviiovani rychlosti EOF je uveden

V tabulce €. I.



Tabulka I. — moznosti ovliviiovani EOF

Kontrolovana Efekt Mechanismus ¢i Ref.
proménna poznamky
pH pokles rychlosti EOF se dusledek ionizace [1,2]
snizujicim se pH a naopak silanolovych skupin
Iontova sila pokles rychlosti EOF se ovliviiovani zeta potencialu [1,2,57]
vzristem iontové sily a naopak
Elektrické pole  ovlivnéni rychlosti separace negativné mize ovlivnit [1,2]
ucinnost, zvysuje Jouleovo
teplo
Teplota/ s rostouci teplotou viskozita [1,62-64]
Viskozita roste a tim se zvysuje i
rychlost EOF
Organicka maji za nasledek zménu nejéastéji methanol, [7,59]
aditiva permitivity prostfedi a zménu  acetonitril apod.
zeta potencialu
Dynamické adsorpci hydrofilnich napt. polyvinylalkohol, [4,65-67]
pokryti polymeri dochazi k eliminaci  estery celulozy, ethylen
povrch. naboje a zméné glykol atd.
viskozity
Kovalentni navazanim nejriznéjsich napf. trimethylsilylace, [6,58]
pokryti skupin na disociovatelné navazani polypyrrolu atd.
silanolové skupiny dojde
Kk zaniku naboje
Pridavkem sdsorbuji se na sténu kapilarya  Aniontové surfaktanty pak [60,61]
tenzidu méni tak jeji naboj maji tendenci zvySovat

rychlost EOF, zatimco
kationtové tenzidy jej

sniZuji, az obraceji




2.1.3 Migracni ¢as

Migra¢ni Cas je zakladni kvalitativni charakteristikou analyti v elektromigra¢nich
technikach. Jedna se o dobu, kterou stravi analyt v separa¢nim lozi od nadavkovani vzorku po
jeho detekci. Je dan jednoduchym vztahem (10), ve kterém vystupuji diive definované

veliCiny:

(/’lep + .ueof)E (.uep + .ueof)U

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze migraéni ¢as je mozné kontrolovat nejen délkou kapilary,
ale také vkladanym separacnim napétim (intenzitou elektrického pole). V praxi to znamena,
ze ¢im vys$i bude vlozené napéti a ¢im krat$i bude kapilara, tim rychleji bude dany analyt
migrovat. Ze vztahu je taky vidét, ze migrani ¢as vyznamné zavisi na elektroforetické
mobilité (uep) a elektroosmotickém toku (ueor). Zvysime-li rychlost EOF, dojde také ke
zvyseni rychlosti migrace analytl. Elektroosmoticky tok se vSak neucastni samotného procesu
separace, je tedy pouze jednou zhybnych sil, ktera pfispiva k celkové rychlosti
migrace, a tudiz jeho zvySeni ma sice za nasledek rychlejsi pribéh analyzy avSak pfi
soucasném snizeni rozliSeni ¢i selektivity. Negativnimi jevy, které mohou vyrazné ovlivnit
rozliSeni ¢i uUCinnost separace, jsou také disperze a elektrodifuze. Tyto jevy jsou tim

vyrazné¢jsi, ¢im vyssi jsou migracni Casy.

2.2 Zakladni aspekty separace

2.2.1 Utinnost separace

Podobné jako v ostatnich separacnich technikach je i1 v ptipadé elektromigracnich
technik primarnim ukazatelem U€innosti pocet teoretickych pater, N. I kdyz neni separacni
mechanismus v CE dan rozd€lovaci rovnovahou a ztermodynamického hlediska se jedna
0 nerovnovaznou techniku, pocet teoretickych pater je vhodnou charakteristikou G¢innosti.
Na rozdil od ostatnich separacnich technik, které jsou zaloZeny na rovnovazné distribuci mezi
mobilni a stacionarni fazi (napt. LC), je zdkladnim parametrem separace v CE prave ucinnost.

Pocet teoretickych pater se vypocita podle vztahu (11):



N = (Beptiteor)U (11)
2D

V tomto vztahu vystupuje, kromé jiz definovanych veli¢in, také difuzni koeficient analytu, D.
Je zfejmé, Ze ucinnost separace bude zaviset na vlozeném napéti U a bude nepfimo umeérna
velikosti difuznich koeficientti. Cim vyssi tedy bude difuze analytt v systému, tim nizsi bude
ucinnost separace. Ke snizovani u¢innosti vsak ptispiva mnohem vice faktorti, mimo jiné
i teplota, elektrodisperze ¢i adsorpce. I presto je vSak ucinnost v CE vyrazné vys$i nez
u ostatnich separac¢nich technik. Typicky pocet teoretickych pater v CE dosahuje hodnoty
okolo 100 — 200 tisic na metr délky kapilary, coz se v praxi projevuje zejména velmi uzkymi

piky (vysokou ucinnosti separa¢niho procesu).
2.2.2 Selektivita

Selektivita o je veli¢ina, urcujici pomér proménnych, které fidi separacni proces pro
dvojici analyt. U chromatografickych technik je touto proménnou tzv. kapacitni faktor, resp.
distribu¢ni konstanta. V kapildrni elektroforéze je analogickym vyjadifenim selektivity pomér
veli¢in, které jsou zodpovédné za separaci — elektroforetickych mobilit (12). Pomér mobilit
musi byt vzdy takovy, aby a > 1:

.uep,l (12)
.uep,z

2.2.3 RozliSeni

RozliSeni popisuje miru separace vybrané dvojice analytl. Obecné je mozné jej

vypo¢itat pomoci tzv. tangencialni metody (13):

po 2tz—t) (13)
T (wy +wy)

kde t; a t, jsou migracni Casy latky 1 resp. 2 a wy a W jsou Sitky prislusnych pikd u zakladen.

Dvé latky budou od sebe separovany tim vice, ¢im vyS$si bude hodnota jejich rozliSeni. Pro



CE plati také vztah (14), zaloZzeny na poméru mobilit dvojice separovanych analytii. Z tohoto
vztahu je patrné, ze rozliSeni je ptimo imérné druhé odmocniné vlozeného napéti, a neptimo

umérné difiznimu koeficientu:

R = 0J177(ﬂep,2 - ﬂep,l)\/ﬁ

\[(.uav + .ueof)D

(14)

2.2.4 Instrumentace v kapilarni elektroforéze

Zakladni schéma uspotadani kapilarni elektroforézy je uvedeno na obrazku ¢. 2. Pro
samotnou instrumentaci je nezbytny zdroj vysokého napéti, separac¢ni kapilara, systém
elektrod, zasobnik pufru a vzorku a detekéni systém. Jednotlivé ¢asti instrumentace budou

podrobnéji diskutovany dale.

Detektor

Elektrody

Obr. 2 — Zdkladni schéma kapildrni elektroforézy. Prevzato a upraveno z [8].
2.2.5 Separacni kapilary
Jedna se o Cast instrumentace, ve které probiha samotnéd separace. Nejcastéji byvaji
kapilary vyrabéné z kitemene, vyjimkou v§ak nejsou ani jiné materialy, napft. teflon (PTFE) ¢i

pyrex. Pro zlepSeni mechanické odolnosti a ohebnosti jsou kapilary potahovany 25 — 35 um

silnou vrstvou polyimidu. Vnitini primér kapilar je nejcastéji volen v rozmezi 25 — 100 pum.
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Rozmérové parametry kapilary jsou velmi dualezitou charakteristikou, nebot’ pii aplikaci
separaniho napéti dochazi k ohtevu, vznikd tzv. Jouleovo teplo. To vznikd jako disledek
prichodu elektrického proudu kapilarou a je pfimo umérné vkladanému vysokému napéti.
Vysoké hodnoty Jouleova tepla zpiisobuji, mimo jiné, vznik vzduchovych bublinek pfti
separaci nebo zménu viskozity separacniho pufru. To se, obvykle negativné, projevi na
vysledku separace. Schopnost kapilary ucinné odvadét vznikajici teplo do okoli je zavislé
pravé na jeji velikosti. Z hlediska spektrofotometrické detekce je vyhodnéjsi pouziti kapilar
S veét§im vnitfnim priimérem. Absorbance je podle Lambertova-Beerova zékona ptimo imérna
délce optické drahy. To tedy znamend, Ze vétSi primér kapilary se vyrazné projevi na lepsi

citlivosti detekce, ovSem negativné prispéje k rozmyvani zony analytu.
2.2.6 Davkovani vzorku

Systémy davkovani vzorkli jsou zaloZzeny nejCastéji na hydrodynamické nebo
elektrokinetické injekci. V obou piipadech je kapilara nejdiive naplnéna separacnim pufrem
a patficnd ¢ast kapilary je poté ponotena do roztoku vzorku. Pii hydrodynamickém dévkovani
je mozno pusobit zvySenym tlakem na nadobku se vzorkem a dosahnout tak pfimou injekci
zony vzorku do kapilary. Druhou moznosti je aplikovat vakuum na opacnou ¢ast kapilary
a pozadovanou zénu vzorku nasat, nebo provést nasati vlivem rozdilné vySky obou nadobek,
do kterych je kapildra ponoiena. Vyskovy rozdil zpisobi zménu tlaku na obou koncich a tim
dojde k nasati vzorku do kapilary. Davkovany objem lze spocitat z rovnice (15), kde 4P
vyjadiuje rozdil tlakt, d je pramér kapilary, t je Cas,  je viskozita a L je celkova délka

kapilary. V praxi vSak neni nutné presny davkovany objem znat.

_ Apd*mt (15)
1281l

Pii elektrokinetickém davkovani je konec kapilary (blize detektoru) ponofen do
nadobky se separa¢nim pufrem a druhy konec je ponofen do roztoku vzorku. VloZenim
potfebného napéti dojde k migraci iontd dovnitf kapilary. Latkové mnoZstvi, které se pii

elektrokinetickém davkovani dostane do kapilary, je mozno vypocitat z uvedené rovnice (16):
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(16)

n = nmctr?(ep + Heos)E K,f"f
vz

V rovnici vystupuji, kromé jiz popsanych veli¢in, také koncentrace analytu c, jeho
elektroforetickd mobilita ue, | a podil vodivosti pufru xpur, @ Vzorku xy,. Z této rovnice je
mozné odvodit, ze ddvkované latkové mnozstvi jednotlivych analytl je zavislé na jejich
elektroforetickych mobilitach. Latky s vysokou mobilitou jsou nadavkovany ve vétSim
mnozstvi. Z charakteru tohoto typu davkovani je také patrné, ze je diskriminujici predevSim
pro latky iontové povahy, které se budou v daném roztoku vzorku vyskytovat v disociované

formé.
2.2.7 Separaéni napéti

Zakladni hybnou silou, ktera zprosttedkovava separaci v elektromigra¢nich metodach
je stejnosmérné elektrické napéti. Nejcastéji je pouzivano vysoké napéti v rozsahu od 5 do
30 kV. Napéti je vhodné mezi elektrody vkladat postupnym zvysSovani, podle definovaného
schématu, naptiklad linedrné¢ s urCenym Casem. Timto je mozno podstatné eliminovat vznik
vzduchovych bublinek, které se mohou objevit po prudkém vlozeni vysokého napéti jako
dusledek rychle vznikajiciho Jouleova tepla, které neni chladici systém schopen uGéinné

odvadet.
2.3 Detektory

Velmi podstatnou ¢asti instrumentace je detektor separovanych zon analytii. Detekcni
systém je obvykle volen podle vhodnosti pro analyzované latky tak, aby poskytoval co
nejvyssi citlivost. BéZné detektory jsou zaloZeny predevSim na absorpci nebo emisi zafeni.
spektrometrii nebo elektrochemickym detektorem. Piehled detekénich metod pro CE
s uvedenim jejich detek¢nich limith je uveden v tabulce €. Il. Nejvyznamnéjsi detektory jsou

nasledné podrobnéji diskutovany nize.
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Tabulka Il. — Pfehled detekénich metod pro CE a jejich limity detekce. Pievzato a doplnéno z [2, 12-13].

Detekéni technika Limit detekce (LOD)  Poznamka Ref.
Piima absorpce 10" - 10° mol/l Pii pouziti standardni délky optické  [2,12]
drahy
Pfima absorpce 10 mol/l Pti pouziti prodlouzené optické [12]
drahy (viz Absorp¢ni optické
detektory)
Nepiima absorpce 10° - 10° mol/l [3]
Piima on-line LIF detekce < 10 mol/l Pii pouziti chemické derivatizace [12, 15, 16]
P¥ima off-line LIF detekce ~ 10™° mol/l Detekce jednotlivych molekul [19]
Nepiima LIF detekce 10° - 10" mol/l [20]
Vodivostni detekce 107 —10°® mol/l [21-23]
Amperometrie 107 - 10® mol/l Analyt musi byt elektroaktivni [2, 26]
Refraktometricka detekce 10° - 10° mol/l [24]
Ramanova spektroskopie 10 - 10° mol/l Obvykle nutna prekoncentrace [25]
Radiometrie 10™° mol/l VyZaduje radioaktivni analyt nebo [24]

Hmotnostni spektrometrie

108 - 10 mol/I

jeho znaceni

Univerzalni detek¢éni metoda

[40-43,54,55]

2.3.1 Absorp¢ni optické detektory

Absorp¢ni detektory jsou zalozeny na absorpci zafeni ve viditelné nebo UV oblasti

zonami vzorku. Jednd se o nejcastéji pouzivané detektory, které dovoluji univerzalni aplikace

pti analyzach Sirokého spektra latek anorganické i organické povahy. Absorpce je podle

Lambertova-Beerova zékona zavisla na koncentraci c, délce optické drahy | a molarnim

dekadickém absorp¢nim koeficientu &, podle vztahu (17):

A= ecl
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Jak bylo uvedeno vyse, je citlivost této detekce zavisla na délce optické drahy. Velkou
nevyhodou je tedy jeji niz§i citlivost vzhledem k malym rozméram kapilary. Casteéné je
mozné tuto nevyhodu kompenzovat pouzitim specialnich detekénich cel nebo upravenych
kapilar. Mezi nejCastéj$i pristupy patii naptiklad pouziti tzv. ,,Z* cely (obr. 3a), ¢imz dojde
k naristu délky optické drahy, nebo pouzitim specialnich odrazovych komirek (obr. 3Db).
Tyto komirky zptsobuji, pomoci specialniho pokryti povrchu, mnohonasobny odraz zafeni

a tim zvysuji velikost jeho absorpce.

hv hv
a) ) b)

Polyimidové pokryti

Odrazové pokryti

T N T
SN VAVAVAVA

Odrazové pokryti

Polyimidové pokryti

Y

Obr. 3 — Schématické zndazornéni tzv. ,,Z* cely (a) a odrazové komiirky (b). Prevzato a upraveno z [2].

Kromé¢ zafeni ve viditelné a UV oblasti bylo rovnéz popsano pouziti infracervené¢ho
zateni [11]. Typické detekéni limity, kterych je mozné dosahnout pomoci spektrofotometrické
detekce za pouziti standardni délky optické drahy, se pohybuji v rozsahu koncentraci od 10™
po 10 mol/I [2,12].

2.3.2 Emisni optické detektory

Piestoze jsou absorpcni optické systémy bezesporu nejrozsifenéjSimi detektory
Vv kapilarni elektroforéze, lepSich detekcnich limiti lze dosahnout pii pouziti detektort
zaloZzenych na emisi fluorescen¢éniho zafeni [12,13]. V praxi se vyuziva piedevSim tzv.
laserem indukované fluorescence (LIF), kde se k excitaci molekul analytu vyuzivd vysoce
ucinného laseru. Jedna se o doposud nejcitlivéjsi detekéni metodu, kterou se pro spojeni se
separatnimi metodami podafilo vyvinout [14,15]. Detekéni limity nékterych popsanych
metod se pohybuji v fadech od 10™* po 107 mol/l, coz piedstavuje citlivou detekci i méné

nez 10 molekul analytu [16]. Nevyhodou emisnich optickych detektort je jejich vysoka
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selektivita. Pouze omezené mnozstvi analyti vykazuje fluorescencni chovéani. Samotna
detekce je pak silné omezena vlnovou délkou pouzitou k excitaci analytii, nebot’ b&ézné
laserové zdroje obvykle poskytuji zafeni o fixni vinové délce. Analyza latek, které samy
0 sob¢ nejsou nativnimi fluorofory, je mozna predevsim s pouzitim derivatizacnich reakci
[17]. Komplikovany pribeh reakei, jejich vytéznost a predev$im Casova narocnost jsou vsak

stale diivodem mensi vyuzitelnosti a univerzalnosti LIF detekce.

2.3.3 Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory (ECD) zahrnuji veSkeré detek¢ni systémy zalozené na
elektrochemické reakci (oxidacné-redukéni reakce, resp. transport elektrontl) nebo meteni
elektrickych vlastnosti. V soucasné dobé predstavuji rychle se rozvijejici alternativu béznych
optickych detektorii, zejména s ptihlédnutim k moznosti a jednoduchosti jejich miniaturizace
a vyroby. Mezi bézn¢ vyuzivané a komeréné dostupné patii zejména vodivostni detekce
v bezkontaktnim provedeni (CCD, resp. C*D), ktera je b&zn& vyuzivana k detekci malych
iontd, predev§im pak téch, které neabsorbuji zéafeni, a pouziti jinych detek¢nich technik je
komplikovangjsi [10,13], popsano je vSak i vyuziti v analyze vétSich molekul, povrchové
aktivnich latek nebo makromolekul. Princip metody je zalozen na zmén¢ vodivosti prostiedi
pii prichodu analytu mezi elektrodami, na néz je vlozeno stiidavé VF napéti [33]. Dalsi
metoda detekce je zaloZzena na sledovani proudu redoxni reakce analytu pfi vlozeni

konstatniho potencidlu, jehoz hodnota byva zpravidla blizka hodnoté potencidlu

pulvlnového [10,13,34].
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2.4 Spojeni kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie (CE-MS)

Spojeni CE-MS je v mnoha smérech specifické a vyZzaduje specialni a technicky
naro¢nou instrumentaci. Naro¢nost spojeni byva kritickym bodem celého analytického
systému, presto se ale dostava stale vice do popiedi zajmu analytické chemie a je proto
vhodné vénovat jeho detailnéj$imu popisu samostatnou kapitolu. Z tohoto divodu bude
V nésledujicim textu diskutovana podrobnéji.

CE-MS umoznuje separovat a detekovat latky s relativné nizkymi detekénimi limity
a zaroven nabizi moZnost jejich identifikace. I kdyZz bylo toto spojeni poprvé realizovano
teprve vroce 1987 [27], nachdzi Siroké uplatnéni pfi analyze obrovské skupiny analytd
nejruznéj$i povahy od anorganickych iontd, organickych molekul, az po makromolekularni
systémy [28,29]. Spojeni CE-MS kombinuje vyhody kapilarni elektroforézy, predevsim jeji
vysokou separacni ti¢innost, se selektivni a citlivou detekci.

Hmotnosti spektrometric je analyticka technika vyuzivajici riznych mechanismu
separace a detekce iontt nebo jejich fragmentt podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z).
Obecné hmotnostni spektrometr sestava z iontového zdroje, akceleratoru iontd a iontové

optiky, hmotnostniho analyzatoru a detektoru (obr. 4).

Kvadrupél Q1 Kolnizni cela  Kvadrupdl Q3
Iontova
. L\ | S} I o e
" E=s L |
omowzira | ] o | || |
(napt. ESI)

Obr. 4 — Zdkladni usporaddani hmotnostniho spektrometru. Uvedeny obrdzek zobrazuje ortogondlni iontovy zdroj

ve spojeni s trojitym kvadrupdlovym filtrem. Prevzato a upraveno z [9].

2.4.1 Tontovy zdroj

Charakter propojeni CE a MS je omezujici pro pouziti pouze n€kterych ze znacného

mnozstvi iontovych zdroji [28,29]. V bézné praxi se lze setkat prakticky pouze se spojenim
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iontového zdroje na bazi elektrosprejové ionizace (ESI). Méné bézné jsou pak ostatni iontové
zdroje pracujici za atmosférického tlaku, tedy fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Pro specialni aplikace z oblasti
proteomiky je mozné spojeni CE s desorpci/ionizaci laserem za pfitomnosti matrice (tzv.

MALDI technika). Ostatni iontové zdroje jsou pro CE prakticky nevhodné.

2.4.2 lonizace elektrosprejem (ESI)

Spojeni CE s ESI-MS je zalozeno na sprejovani kapaliny vytékajici z kiemenné separacni
kapilary ptes kovovou sprejovaci Spicku po vlozeni vysokého napéti, pomocné kapaliny
a inertniho plynu. Pfitomnost pomocné kapaliny je dulezita, nebot’ objemy kapilar v CE jsou
v fadech desitek ul a bézné pritoky se tedy pohybuji v fadech desitek nl/min, coz je pro
klasicky elektrosprej pfili§ malo. Technicky je mozné i provedeni bez pomocné kapaliny
aplynu (tzv. sheathless, napf. pomoci nano-elektrospreje), je vSak daleko naro¢néjsi na
realizaci a optimalizaci. Princip ESI vychazi v prvni fazi z tvorby nabitych kapi¢ek na konci
sprejovaci kapilary (obr. 5). Ionty ve vzniklé nabité kapi¢ce na sebe vzajemné pusobi
elektrostatickou repulzi. Pokud hodnota této repulzni sily pfesahne hodnotu povrchového
napéti, dojde ke vzniku tzv. Taylorovy kony a sprejovani vzniklych nabitych Castic. Nasledné
dochazi ke zmensSovani objemu kapicky vlivem odpatovani rozpoustédla (pomocné kapaliny,
pufru), kdy v ur¢ité chvili dojde k expanzi nabitych ¢astic a vzniknou ionty v plynné fazi.
Tento jev se nazyva Coulombicka exploze a lze jej teoreticky vysvétlit nékolika modely,
z nich doposud Zadny nebyl spolehlivé prokazan [30,80-82]. Limit celkového naboje kapicky
se nazyva Rayleightiv limit stability Q (18),

Q = 8m(eoyR*)Y? (18)

kde Q je celkovy naboj kapicky, R je jeji polomér, y je povrchové napéti a ey je permitivita
vakua. Po piekroceni Rayleighova limitu naboje dochazi ke zminéné Coloumbické explozi.
Pro vznik stabilniho elektrospreje je, kromé uvedenych parametrdi, potieba vloZit na
sprejovaci kapilaru vysoké napéti v uritém rozsahu tak, aby dochazelo ke sprejovani
a zaroven bylo eliminovano riziko tvorby elektrickych vyboji. Toto sprejovaci napéti se

obvykle pohybuje v rozsahu od 3,5 do 5 kV pro ionizaci v pozitivnim modu a okolo -4 kV pro
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negativni ionizaci. Konkrétni velikost napéti vSak zavisi na konstrukci iontového zdroje
a dalSich experimentalnich parametrech.
Detailni schéma ESI iontového zdroje i jeho propojeni s vystupem z kapilarni elektroforézy je

uveden na obr. ¢. 5 a 6.

Proud plynu
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Obr.5 — Schéma tvorby nabitych kapicek a iontii v elektrosprej [30].
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(a) Vodivé spojeni
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(b) Vodivé spojeni
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Obr. 6 — Schéma propojeni CE a ESI-MS — (@) s pridavkem pomocné kapaliny a plynu,
(b) bez pomocné kapaliny a plynu [30].

Z uvedenych schémat je patrna linearni geometrie spojeni CE-ESI-MS. Takto
provedené usporadani vSak ma za nasledek véEtsi kontaminaci iontového zdroje slozkami
separacniho pufru nebo pomocné kapaliny. B€zné€jsi a komercnéji dostupnéjsi variantou je
tzv. ortogonalni uspofadani (obr. 7), kdy je sprejovaci Spi¢ka ESI vzhledem ke vstupu do

hmotnostniho spektrometru pod ur¢itym thlem, zpravidla 90°.
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Obr. 7 — Ortogonalni usporadani CE-ESI-MS, schéma origindlniho spojeni pro instrumentaci HP1100 MSD.

Prevzato a upraveno z [31].

2.4.3 Elektricky obvod — spojeni dvou systému

Technicky nejnarocnéj§i cast spojeni CE-MS je vyfeSeni propojeni dvou
vysokonapétovych systémil tak, aby byla zaruCena uzavienost elektrického obvodu, aplikace
separacniho napéti a dostate¢né sprejovaci napéti pro ESI. Ve vétSina pripada je elektroda
Z CE (na strané MS)
sdilena s elektrodou ESI, vysledné separacni napéti v CE muZze byt tedy odliSné a obecné se

da vyjadfit nasledujici rovnici [5]:

U=Ucg — Uns (19)

kde Uce je separacni napéti na strané kapilarni elektroforézy a Uwus je sprejovaci napéti
vloZzené na ESI. Jak je patrné z obrazku €. 8 je spojeni CE-MS je realizovano vloZenim
separa¢niho napéti pro CE a jeho nédslednym uzemnénim pies rezistor. Tim je dosazeno
pfedevsim snizeni celkového proudu, ktery vstupuje do MS, nebot’ proudy v ESI byvaji oproti

proudim v CE kapilafe ptiblizné 10x mensi [36]. Rezistor je obvykle nahrazen zafizenim,
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které umoziuje zménu odporu v zavislosti na potiebnych podminkéach, nejcastéji pomoci
potenciometru nebo fotorezistoru. Optimdlni podminky jsou poté automaticky fizeny

pocitacem.

VN (+-) VN (+/)

Obr. 8 — Schéma spojeni VN obvodii CE a ESI-MS. Prevzato a upraveno z [35].

2.4.4 Hmotnostni analyzatory

Je jedna z nejdilezitéjSich casti celé MS instrumentace, ktera je zodpovédna za
samotnou analyzu a v ptipadé¢ hmotnostniho spektrometru zastava funkci disperzniho prvku.
Na hmotnostni analyzator jsou pfivadény ionty vzniklé v iontovém zdroji a dochazi zde
K jejich déleni bud’to v prostoru nebo ¢asu podle jednotlivych hodnot m/z. Existuje nékolik
typtt hmotnostnich analyzatorti s riznym mechanismem separace iontti. Volba analyzatoru je

zéavisla predevsim na ucelu, ke kterému bude slouzit, ale také na cenovych parametrech.

a) Magneticky/elektricky sektorovy analyzator

Jedné se o nejstar$i typ hmotnostniho analyzatoru, v souc¢asné dobé¢ prakticky zcela
nahrazen jinymi typy. I pies to se vSak jedna o analyzator umoziujici pracovat s velmi
vysokym rozliSenim a byva proto soucéasti hmotnostnich spektrometrii predevSim pro
pfesné méfeni hmoty. Pracuje na principu rozdé€lovani iontd podle m/z pomoci
magnetického pole, které mohou byt navic fokusovany elektrickym polem na zékladé¢
jejich kinetické energie. Ve spojeni s CE se Vv podstaté neuplatiiuje, 1 kdyZz byly
vyvinuty a zkouSeny metody pro presné méfeni hmotnosti napt. peptidt [32].

b) Kvadrupolovy filtr
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Kvadrupolovy filtr je zafizeni, které vyuzivani rozdilné stability trajektorii iontl
Vv oscilujicim elektrickém poli. Zakladni principy kvadrupdlu byly popséany jiz v roce
1953 [37, 38]. Sklada se ze Ctyf paralelnich ty¢i (nejcastéji hyperbolického priifezu,
jak je znazornéno na obr. 10a, resp. 10c) na které je vzdy proti sobé vkladano napéti
obsahujici stejnosmérnou a stfidavou slozku (obr. 9, rov. 20). Stiidava slozka je

fazoveé posunuta, jak znazornuje rovnice:

(;bo = (U + Vcos wt) (20)

V této rovnici vystupuje napéti U, amplituda radiofrekvencniho (RF) napéti V, uhlova
frekvence o (w = 2zv, kde v je frekvence RF napéti) a Cas t.

Ionty, které jsou vedeny z iontového zdroje a vstupuji do kvadrupdlového filtru jsou
ovliviiovany oscilujicim elektrickym polem a pohybuji s smérem k detektoru (na obr.
¢. 11 ve sméru osy z). Trajektorie jejich pohybu je dana Mathieuvou rovnici, ktera

byla sestavena jiz v roce 1866 [39]:

ZZTZ + (a, —2qycos2§)u =0 (21)
kde u reprezentuje soutadnice (X, y). Vysledkem feSeni této rovnice jsou dva
parametry, a, a gy, a pouze pii urcité kombinaci obou dojde k prichodu sledovaného
iontu az k detektoru. Iont tedy projde kvadrupdlovym filtrem tehdy, pokud nalezneme
vhodné parametry a pokud tyto budou mit hodnotu menzi nez ry (vzdalenost mezi
tyCemi kvadrupolu). V opacném piipade iont nebude schopen prichodu a dojde k jeho
zachyceni a vybiti na ty¢ich. Hodnota ry je pro dany kvadrupodl konstatni, thlova
rychlost @ je udrzovana na konstatni hodnoté, proménnymi tedy zistavaji hodnoty
U a V. Pii skenovani tedy dochdzi k souasnym zméndm U a V pfi zachovani jejich
poméru (U/V = konst.).

V praxi je kvadrupdlového analyzatoru vyuzivano velice Casto i pies jeho nizkou
rozliSovaci schopnost (obvykle v jednotkach nebo desetinach m/z), ktera nebyva
dostatecnd k urCeni pfesné hmoty a elementdrniho sloZeni. Skenovaci rychlost
kvadrupolu je vSak velmi rychld, a proto je vhodny zejména pro bézné aplikace jako

detektor v separacnich metodach.
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X dg= U~ V cos of

Obr. 9 — Kvadrupdlovy filtr a hyperbolickymi tycemi a zndzornénym viozenym potencidlem. Prevzato z [39].

0 m/z(A) > m/z(B) > m/z(C)

Obr. 10 — Schéma kvadrupdlového analyzdtoru (pohled zepredu a trojrozmérny pohled). N casti (c) je vidét
diskriminace iontii, pricemz pouze iont B filtrem projde, zbylé ionty jsou vybity na tycich. Prevzato a

upraveno z [30].

c) Iontova past (IT)

Je zaloZena na podobném principu jako kvadrupolovy filtr, ionty jsou vSak zachyceny
a uchovavany v RF kvadrupdlovém poli. Geometrie celého zafizeni je vSak odliSna
(obr. 11). Hmotnostni spektrum je ziskavano postupnym vypuzovanim iontl z IT a jejich
detekci. Za stabilnich podminek mohou byt ionty uchovany v IT neomezené dlouho dobu,

bézné¢ vsak byva IT vyuzivana predevSim k zachyceni ionti a provadéni dalSich
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experimentii, zejména fragmenta¢nich analyz (MS"). Spojeni se separaénimi technikami
byva pomérné Casté, zejména je-li vyzadovana fragmentace iontii. Kapilarni elektroforéza
ve spojeni s IT-MS dnes jiz neni ni¢cim neobvyklym. Byla popsana fada aplikaci, zejména
pak v pripadé¢ toxikologické a forenzni analyzy, kde IT umozZiuje identifikaci nebo

potvrzeni analytu [40-43].

|_| Elektronovy nasobi¢
l (oblast detektoru)
Oktapoly
e ) m
— Vystupni ¢ocky
2\ 1

/
1

Prstencova elektroda

Obr. 11 — Schéma iontové pasti. Prevzato a upraveno z [30].

d) Detektor doby letu (TOF)

TOF (z angl. Time-of-Flight) je detektor pracujici na principu d€leni iontt podle jejich
rozdilné doby pohybu v definovaném prostoru. Zakladni princip TOF detekce byl
publikovan jiz v roce 1946 [44] a vychazi ze vztahu (22):

. L L m (22)
TOE ™ 4 ™ 2zU,

kde tror je doba letu (¢as mezi vstupem iontu do prostoru analyzatoru a jeho dopadem na

detektor), L je délka TOF analyzatoru, v je rychlost iontu po akceleraci, m je hmotnost
iontu, z je naboj iontu a U, je urychlovaci napéti. Rychlejsi a méné hmotné ionty tedy
dopadnou na detektor v krat$im ¢ase. Pro méfeni doby letu iontu je potieba znat pocatek
vstupu iontu do analyzatoru, proto je ¢asto TOF analyzator vyuZivan ptedevSim pro pulzni
techniky (napi. MALDI). Pro kontinualni ptivod iontt (napt. z ESI, APCI atd.) je potieba

prediadit tzv. ortogonalni akceleraci (obr. 12). Akcelera¢ni napéti je nejdiive sniZzeno na
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nulu a poté opét zvyseno, aby doslo k urychleni iont. Okamzik zvySeni urychlovaciho

napéti je bran jako pocate¢ni pulz a ¢as vstupu iontu do prostoru TOF analyzatoru [45-49].

Reflekor —

lontova optika (event.
kvadrupdlovy filtr a kolizni
cela)

Kolizni cela (q)

>

lontovy — I I [l ] E - E ‘ ‘ ﬁ_
zdroj ] I | — ] | ‘ |
Kvadrupdl (Q) Ortogonalni Detektor

akcelerator

Obr. 12 — Schéma QQTOF analyzdtoru s piediazenym ortogondlnim

akcelerdtorem. Prevzato a upraveno z [30].

Pokud jsou pted vstupem do TOF analyzatoru umistény kvadrupélové filtry s kolizni
celou (QQTOF, obr. 14), je mozné provadét rovnéz fragmentaéni analyzy (MS/MS). V
prvnim kvadrupélu (Q) dochazi k selekci pozadovaného iontu, druhy kvadrupol (q)
potom funguje jako kolizni cela. Vznikl¢ fragmenty jsou poté analyzovany
a detekovany pomoci TOF.

Jak jiz bylo zminéno, pouziva se TOF analyzator pfedevSim pro analyzu za pomoci
pulznich technik (nejcastéji MALDI-TOF), se separacnimi technikami je spojovan
méné Casto. Nicmén€ 1 toto spojeni se objevuje Vpiipadé CE-MS a byla jiz
publikovana tada aplikaci, které umoziuji ziskat kromé¢ fragmentacnich spekter také

velmi piesné uréeni hmoty [50].

Orbitrap

Jedna se o nejmladsi typ hmotnostnich analyzatord, ktery byl popsan teprve v roce
1996, resp. plné patentovan az vroce 2004 [51,52]. V principu se jedna
0 elektrostatickou iontovou past, ktera pouziva Fourierovu transformaci K ziskavani

hmotnostnich spekter. Mezi vnitini a vngj$i elektrody je vloZeno stejnosmérné napéti,
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které vytvari logaritmické elektrostatické pole. Ionty, ptivedené z iontového zdroje,
vstupuji do prostoru Orbitrapu kolmo Kk vnitini centralni elektrodé a pohybuji se
v drahach (,,orbitech”) okolo ni. Vlozenim dal$iho potencialu ve sméru osy z dojde
k oscilaci iontt také v tomto sméru. Hodnota m/z je potom timérna frekvenci oscilace

iontll ve sméru osy Z:

(23)

f, «

m/z

Vstup iontd Centralni elektroda

-
.

N/

Rozdélena vnéjsi elektroda
slouzici k detekci

Obr. 13 — Orbitrapovy hmotnostni analyzdtor. Prevzato a upraveno z [30].

Meéteni frekvence byva velmi pfesné a pomoci Fourierovy transformace tak lze ziskat
hodnoty m/z s velkou ptesnosti. Z toho vyplyva i aplika¢ni potencial Orbitrapu, ktery se
v béZznych aplikacich téméf nevyskytuje a vyuZziva se pfedev§im pii strukturni analyze

a studiu fragmentacnich reakci.
f) Tontova cyklotronova rezonance (ICR)

Princip ICR je zaloZen na pohybu iontli v homogennim magnetickém poli cyklotronové

cely [30,53]. Ionty vzniklé v iontovém zdroji jsou piivedeny do evakuované ICR cely,
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ktera je chlazena na teplotu blizké absolutni nule (nejcastéji kapalnym dusikem nebo
héliem). Podobné jako v magnetickém sektorovém analyzatoru plsobi na ionty
magneticka sila (tzv. Lorenzova sila), jeji hodnota zavisi na velikosti magnetické indukce

B, naboje iontu z a jeho rychlosti v, podle vztahu (24):

F = zvB (24)

Magnetickd sila je v rovnovaze se silou odstfedivou, diky ¢emuz jsou trajektorie iontl
fixovany do spiralovitych drah danych polomérem r. Diky pfitomnosti statick€ého
elektrického pole je zabranéno iontim drahy svého pohybu opustit, ionty se tedy pohybuji
po svych trajektoriich s urcitou frekvenci cyklotronového pohybu, ktera je nepiimo
umérna hodnoté m/z. Méfeni m/z je zalozeno na aplikaci pulzu excitatniho napéti, diky
¢emuz dojde k selektivni excitaci iontti o dané m/z. Méfenou vlastnosti je vznikly stiidavy
proud, jehoZ intenzita je pfimo mérnd poctu iontl o urcité m/z a frekvence je imérna
cyklotronové frekvenci. Ke skenovani se pouZiva zména excitaéniho napéti a zpracovani
signalu pomoci Fourierovy transformace. Vzhledem k tomu, Ze nedochazi k destrukci
iontt v detektoru, je mozné ICR pouzit k naslednym tandemovym MS experimentiim.
Metoda je vyznamna predevSim svoji vysokou piesnosti a moznosti fragmentacnich
analyz. Z toho vyplyva 1 jeji aplikacni potencial pifedevSim pro specializovand meétfeni
aspojeni s CE proto nepatii mezi béznd. 1 piesto je vSak mozné a popsané

Vv publikovanych pracich [54,55].

2.4.5 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemové analyza, obvykle zkracovana jako MS/MS nebo obecngji MS",
ptredstavuje jednu z moznosti strukturni analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie. Zahrnuje

nejméné dva stupné hmotnostni analyzy, pficemz v prvnim stupni dochazi k selekci
vybraného iontu (prekurzor) a ve druhém stupni k jeho fragmentaci a hmotnostni analyze

produktli obecné rovnice:

miz = mj +mg (25)
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V zasad¢ existuji dva typy tandemové analyzy, které jsou rozdélovany podle toho, zdali
k tandemové analyze dochazi v prostoru nebo v ¢ase (obr. ¢. 16). Tandemova MS v prostoru
zahrnuje vSechny metody, ve kterych jsou dva a vice MS analyzatorii od sebe fyzicky
oddéleny v prostoru. Typickym piikladem je série kvadrupdlovych hmotnostnich filtrti
(Q9Q), kdy jeden funguje jako selektor prekurzorovych iontt (Q), druhy jako kolizni cela (Q)
a treti slouzi k analyze vzniklych produktd (Q). Dalsi moznosti je napiiklad kombinace
kvadrupolu a TOF detektoru (tzv. qTOF) nebo elektrickych a magnetickych sektord,
eventudln€ rovnéz se zafazenym kvadrupdlem. Naproti tomu je tandemova MS Vv Case mozna
pouze u pristrojli, které umoziuji uchovavani iontii, jako naptiklad riizné varianty iontové
pasti nebo ICR.

V pifpadé, Ze chceme ziskat MS spektra vyssich fadt (MS") je nutné bud’to zatazeni n&kolika
analyzatorti za sebou (kde n vyjadiuje pocet takovychto analyzatorti), nebo vyuziti ptistroji
umoziujicich tandemovou MS v Case. Teoreticky neni pocet tandemovych analyz omezen,
v praxi vSak u béznych piistroji dosahuje maximalné sedmi az osmi stupni [39], nebot’
s kazdym dal§im stupném dochdzi ke zratdm iontd atudiz ke snizeni jejich celkového

mnozstvi.

2.4.6 Sbér dat a skenovaci mody v CE-MS

Nehled¢ na separa¢ni metodu nebo ionizac¢ni techniku je sbér dat v ptipadé spojeni
s hmotnostni spektrometrii zaloZzen na zdznamu intenzit jednotlivych ionti béhem separace.
Existuje nékolik typt skenovacich médi v MS, které se lisi pfedevsim podle informaci, které
nam poskytuji . Zakladnim skenovacim médem je TIC (celkovy iontovy proud, z angl. total
ion current), ktery v zadaném (obvykle Sirokém) intervalu m/z monitoruje intenzity iontd
v ¢ase. Byva vyuzivan predevs§im pfi analyzach nezndmych analyti a smési, mize vSak byt
siln€ ovlivnén nebo piekryt Sumem z matrice vzorku nebo signdlem analytl, které migruji (¢i
eluuji) ve stejném cCase. Ze ziskaného TIC zdznamu je mozné extrahovat pouze vybrané
hodnoty m/z, tzv. EIC nebo-li XIC (extrahovany iontovy chromatogram, z angl. extracted ion
chromatogram), ktery poté zobrazuje pouze ionty odpovidajici zadané hodnoté (nebo
hodnotam) m/z. Analogickym pfipadem je selektivni monitorovani iontu, SIM (z angl.
selected-ion monitoring), kdy MS sleduje vyskyt pouze jednoho ¢i vice nami zadanych iontd.

Vznikly SIM zaznam tedy zobrazuje pouze intenzity vybranych iontl a jiné informace ndm
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neposkytne. Tento méd se vyuziva spiSe v ptipad¢ rutinnich analyz znamych analytt
a pfedevSim u pfistroji, které neumoziuji fragmentacni analyzu (napf. jednoduchy
kvadrupolovy filtr).

Naproti tomu je vybér skenovacich modi v tandemové MS analyze mnohem Sirsi.
Kromé vyse uvedenych typl nabizi navic rdzné kombinace skenovani iontli vzniklych

fragmentacnimi analyzami (tabulka ¢. III):

Tabulka I11. — skenovaci mody pouzivané v tandemové MS
Nazev médu Pouzivana zkratka  MoZnosti
(anglicky) tandemovych analyz
Sken produktovych - Ziskéavani strukturnich informaci o
iontl iontech 0 m/z selektovanych
pomoci MS;
Sken prekurzorovych - Sbér dat v pripadé latek tvoticich
ionta shodné fragmenty (napf. strukturné
podobné latky)
Skenovani neutralnich NLS Skenovani fixnich diferenci m/z
ztrat mezi MSi1a MS;
Monitorovani vybrané SRM/MRM Skenovani jednoho a vice
reakce (reakci) vybranych fragmenti vzniklych

selekci v MS;

2.4.7 Mechanismus fragmentaénich reakci

Vznik fragmentli mize byt pfi tandemové hmotnostni analyze mozny néckolika
zpiisoby. Obecné je potieba dodat iontu takovou energii, ktera zptsobi zadnik chemické vazby
a disociaci molekuly ¢i asociatu. Forma dodané energie je riiznid podle typu fragmentace,
rozeznavame tedy fotodisociaci (PSD, z angl. photodissociation), kdy je energie dodavana ve
formé elektromagnetického zafeni, ionizaci zachytem elektronu (ECD, z angl. electron
captured dissociation) a kolizni disociaci. Posledni jmenovana patii v tandemovych analyzach

V prostoru i ¢asu mezi nejb€znéjsi a bude ji proto vénovan detailnéjsi popis.
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Kolizi indukovana (aktivovana) disociace (CID z angl. colission-induced dissociation)
je typ fragmentacniho mechanismus, pfi kterém je energie potfebnd ke vzniku fragmentu
dodavana pomoci srazek s neutralnimi atomy ¢i molekulami plynu (helium, argon, dusik
apod.) pfitomném v kolizni cele. Jedna se tedy o preménu casti kinetické energie na energii
vnitini. Obvykle se CID déli podle akcelera¢ni energie iontd vzniklych v iontovém zdroji na

nizkoenergetickou (E < 100 eV) a vysokoenergetickou (E > 100 eV).

2.4.8 Spojeni CE-MS Vv toxikologické analyze

Potencial vyuziti kapilarni elektroforézy ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
v toxikologické analyze ptfedstavuje Sirokou Skalu rychle se rozvijejicich aplikaci. Spojeni
CE-MS tak dopliuje bé€zné pouzivané a rozSifené separacni metody kapalinové
chromatografie (LC). I kdyz patii LC mezi Casto pouzivané techniky nejen v toxikologické
analyze a umoznuje separaci zna¢né rozdilnych skupin latek, jeji pouziti pro latky iontového
charakteru byva mnohdy problematické [45]. V tomto uhlu pohledu se kapilarni elektroforéza
jevi jako vhodna alternativa, kterd navic ve spojeni s MS detekci ¢asto nahrazuje konvencné
vyuzivané detektory, které jsou diskutovany vySe. I kdyz se prvni prace zabyvajici se
spojenim CE-MS v toxikologické analyze objevuji teprve v 90. letech minulého stoleti [46-
48], v soucasné dobé jiz existuje mnoho odbornych publikaci, které se zaméfuji pravé na
aplikaci této metody. Detailnéjsi popis jednotlivych aplikaci vcetné rozsahlych zdroji Ize

nalézt v ptehledovych publikacich [napi. 49].
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2.5 Ethylglukuronid a konjugacni metabolismus ethanolu

Ethanol a jeho zvySena konzumace ve form¢ alkoholickych napoji vede casto ke
vzniku zavislosti a predstavuje jeden ze zavaznych problémi moderni spolecnosti [68,69].
Z hlediska forenzni toxikologie se jedna o nejcastéji stanovovanou latku a jeji ptitomnost
svéd¢i o akutni intoxikaci touto latkou [70]. Ackoli je za hlavni metabolickou drahu
biodegradace ethanolu povazovana jeho enzymatika oxidace na acetaldehyd pomoci enzymu
alkoholdehydrogenazy (ADH, obr. 14), ktera zahrnuje metabolickou pfeménu piiblizné 90 -
95 % prijatého ethanolu [86], existuje nékolik dal$ich metabolickych procest, kterych se

ethanol ucastni.

ADH
HeC OH

(0]
~ NAD"* H3C\/

Obr. 14 — Schéma biotransformace ethanolu pomoci ADH.

Tyto procesy lze rozdé€lit na nepiimé a piimé. Nepiimé procesy zahrnuji ty déje, pii
kterych se ethanol pouze nepfimo ucastni biotransformace a ovliviiuje vznik nebo mnozstvi
jinych produktd. Piikladem je zvySena hladina karbohydrat-deficientniho transferinu (CDT)
v krvi [74-76], vznik 5-hydroxytryptofanolu [77] nebo fosfodiethanolu [78]. Nepfimo muze
na chronické zneuzivani ethanolu poukazovat i zvySend hladina sérovych aminotransferaz,
enzymu zapojenych zejména do metabolismu aspartatu a alaninu v jatrech [79].

V piimych procesech dochazi k biodegradaci ethanolu za vzniku metabolickych
produkti dle klasického schématu biotransformace latek v organismu. Toto schéma se obecné
déli na nesyntetickou (I. faze metabolismu) a syntetickou (II. faize metabolismu) ¢ast [70].
Nesyntetickd faze je vyznamna tvorbou konjugatii ethanolu s endogennimi substraty, které 1ze
analyticky vyuzit jako tzv. markery uzivani ethanolu [56-58, 71-73]. Jako piiklad lze uvést
tvorbu esterti vy$$ich mastnych kyselin (VMK) s ethanolem. Reakce vyZzaduje piitomnost
aktivovanych VMK acetylkoenzymem a je katalyzovana enzymy ze skupiny synthetdz nebo
transferaz (obr. 15). Reakce je rovnéz endergonni a spotiebovava se pii ni jedna molekula
ATP.
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Obr.15- Schéma biosyntézy ethylesterii vyssich mastnych kyselin

Dalsim ptikladem pfimé biokonjugace je tvorba glukuronidii. Jednd se o typickou
metabolickou drahu mnoha endogenné pfitomnych latek i xenobiotik v organismu [85].
Biotransformace latek pomoci glukuronidace je zaloZzena na konjugacni reakci kyseliny
glukuronové (obr. 16a) s hydroxylovou nebo karboxylovou skupinou dané molekuly. Reakce
je katalyzovana specifickymi enzymovymi transferazami (tzv. UGTs) a vyzaduje ptitomnost

aktivované formy kyseliny glukuronové (koenzymu), tzv. uridin-5 -difosfo-a-D-glukuronové
kyseliny (UDPGA, obr. 16b).

a)

--|IIOH
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Obr.16- Kyselina glukuronova (a) a jeji aktivovand forma, uridin-5 -difosfo-a-D-glukuronovd kyselina (b).
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V piipadé¢ metabolismu ethanolu se jednd o minoritni metabolickou drédhu, kdy je pouze
ptiblizné 0,02 — 0,5 % [73,87] pfijatého ethanolu pfeménéno na EtG podle reakce na obr.
¢. 17.

HN
OH OH |
| =
(6] N UGTs HO

I i Q—P—0—P—0 + HiC OH
(0]
/ o o
HO “oH .

HO' “OH

Obr.17- Schéma konjugacni reakce ethanolu s UDPGA za tvorby ethylglukuronidu.

Primarnim cilem glukuronidace latek v organismu je zvySeni jejich rozpustnosti, ¢imz je
umoznéna exkrece moc¢i. Ethanol je obecné povazovan za dostate¢né polarni latku, z tohoto
davodu je jeho glukuronidace okrajovym déjem metabolismu o ¢emz svéd¢i 1 nizké mnoZstvi
transformované latky. Jeho vyhsodou je moznost detekce v Sir§im Casovém horizontu od
poziti ethanolu. Diky tomu je jednim z vhodnych markert, ktery je v moc¢i detekovatelny az
80 hodin po poziti ethanolu [88]. Fyzikalné-chemické charakteristiky a struktura EtG jsou
shrnuty v tabulce €. IV.

Tabulka IV. — Fyzikalné-chemické charakteristiky EtG [74,86-90]

Ethylglukuronid

Strukturni vzorec

Sumarni vzorec CgH1407
Relativni molekulova hmotnost M, = 222,20
pKa 3,21
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Instrumentélni metody pro stanoveni EtG v biologickych vzorcich jsou zalozeny na jeho
fyzikalné-chemickych vlastnostech. Jak je vidét z charakteristik uvedenych v tabulce ¢. IV
jedna se latku ionizovatelnou latku kyselé povahy (pKy = 3.21) bez pfirozeného chromoforu.

Nejcasteji pouzivané techniky pro separaci a detekci EtG shrnuje tabulka €. V.
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Tabulka V. — Piehled instrumentalnich metod analyzy EtG v biologickych vzorcich.

Metoda Vzorek Uprava vzorku Interni Poznamky LOD/ Ref.
standard LOQ
GC-MS Sérum Srazeni - Acetylace 100/- 89
methanolem ng/mi
GC-MS Sérum, Srazeni acetonem Acetylace 100/- 90
moc mg/ml
GC-MS Sérum Srazeni acetonem, Propyl- Acetylace a - 91
extrakce glukuronid  perfluoracetylace
isohexanem
GC-MS Moc Srazeni ds-EtG Silylace - 88
methanolem (MSTFA)
GC-MS Vlasy Extrakce Methyl- Silylace 2.5/5 93
ultrazvukem glukuronid  (MSTFA) ng/ml
v methanolu
GC-MS Vlasy Extrakce ds-EtG Silylace (BSTFA) - 94
ultrazvukem ve
vodé
GC-MS Sérum, SPE (aminopropyl)  ds-EtG Silylace 37/173 71
mod (MSTFA) 168/560
ng/ml
GC-MS Sérum, Methyl- terc-butyl Acetylace 100/250 95
moc glukuronid glukuronid ng/ml
LC-ESI- Sérum, SraZeni - Kolona TSKgel 30/- 92
MS moc methanolem Amdc-80 ng/ml
LC- Sérum, Sréazeni ds-EtG Kolona C18, 50/100 86,87
MS/MS moc, methanolem 5 um ng/ml
tkané
CE Sérum Redéni vodou 1:1 - BGE: 10 mM 79/- 96
nikotinova kys., ng/mi
pH 4,3
CE-ITP Sérum Redéni vodou 1:5 - LE: 10 mM Kkys. 22/- 97
chlorovodikova ng/ml
pH 4,4, EACA,
TE: nikotinova
Kkys.
CE-ESI- Sérum,  Redénivodou, SPE - 20 mM acetat 200/- 98
MS mod (Strata X-AW) amonny, pH 9,5 ng/mL
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Studium experimentalnich podminek
3.1.1. Chemikalie a material

Voda a methanol v ¢istoté pro LC-MS byly zakoupeny od firmy Merck (Darmstadt,
Némecko). Na piipravu pufri a promyvacich roztokt byly pouzity: 25 % vodny roztok
amoniaku, hydroxid sodny (Merck, Darmstadt, Némecko), kyselina octova, kyselina
mravenci, kyselina borita, kyselina sulfanilova a hydrogenuhli¢itan amonny od firmy Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ethylglukuronid byl zakoupen u firmy Medichem Diagnostica
(Steinbronn, Némecko). Neni-li uvedeno jinak, byly vSechny chemikalie analytické Cistoty.
Standardni roztok ethylglukuronidu (EtG) byl pfipraven pifesnym navazenim 0,5 mg EtG a
jeho rozpusténim v 1 ml deionizované vody a dal$i potiebné koncentrace byly ziskany
Z tohoto roztoku metodou postupného fedeni.
Pro méfeni byly pouzity kfemenné kapilary o vnitinim praméru 75 pm (MicroSolv

Technology Eatontown, NJ, USA).

3.1.2. Instrumentace

Experimenty byly provadény spomoci Kkapilarni elektroforézy Agilent 7110
(Waldbronn, Némecko) son-line ESI-MS kvadrup6lovym detektorem (Agilent G6130).
Studium fragmenta¢nich analyz a reakci bylo provadéno spojenim CE-ESI s hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupdlem (Agilent MSD 6460). Davkovani pomocné kapaliny
bylo zajisténo LC isokratickou pumpou (Agilent 1200 a 1260) s délicem toku v poméru
1:100. Veskery sbér a vyhodnoceni dat bylo provadéno softwarem Agilent ChemStation
a Agilent MassHunter v piislusnych verzich k danym piistrojim.

Nepokrytd kiemennd kapildra o celkové délce 90 cm a vnitinim priméru 75 pm byla
pfed prvnim pouzitim promyta 0,1 M roztokem NaOH po dobu 30 minut, nasledné
deionizovanou vodou po dobu 15 minut a nakonec pracovnim elektrolytem (BGE) po dobu
dal§ich 15 minut. Teplota kapilary byla udrzovana na 25 °C. Pfed kazdym méfenim byla
kapilara promyta 5 minut BGE. Celkova délka kapilary a jeji efektivni délka jsou vzhledem
k charakteru propojeni CE a MS totozné. Po zacatku a pred skonéenim pracovniho dne byla
kapilara promyta roztokem stejného pracovniho elektrolytu po dobu 60, respektive 120 minut.
Obdobné se postupovalo i pti zmeéné elektrolytu.

3.1.3. Optimalizace CE-ESI-MS podminek

36



SloZeni pufru

Bylo testovano né€kolik typt zakladnich elektrolyti se zaméfenim na stabilitu
a intenzitu signalu v MS detektoru a opakovatelnost méteni na stran¢ kapilarni elektroforézy.
Jako zékladni koncentrace byly zvoleny 20 mM roztoky kyseliny octové, mravenci a borité,
které byly vzhledem Kk aniontové povaze analytu titrovany do bazického pH 9,0 pomoci
roztoku amoniaku. Pufr sestavajici z hydrogenuhli¢itanu amonného byl pfipraven navazenim
prisluseného mnozstvi soli a jeho rozpusténim v deionizované vodé a upravou pH na 9,0
pomoci stejného vodného roztoku amoniaku. Separacni napé€ti bylo pro vSechny experimenty
+20 kV (normalni polarita), davkovani vzorku bylo provedeno hydrodynamicky tlakem
50 mbar po dobu 10 sekund. Pomocna kapalina se skladala z vody, methanolu a amoniaku
vpoméru 50 : 49,5 : 0,5 (v/v/v) a jeji pratok byl 4 pl/min (za déliCem toku). Teplota
vyhiivané kapilary ESI byla 200 °C, zmlzovaci plyn (N2) byl piivadén pod tlakem 20 psig
(1 psig = 6,895 kPa) s pritokem 13 I/min. ESI-MS analyzy byly provadény v negativnim
modu a sprejovaci napéti elektrospreje bylo nastaveno na -4 KV. Zakladni experimenty byly
provadény v SIM modu pii m/z 221, coz odpovida deprotonované molekule EtG ([M-H]).
Neni-li uvedeno jinak, byla vSechna uvedena méteni opakovana ttikrat (n = 3).

Obrazek ¢. 18 zobrazuje zavislost plochy piku hmoty m/z 221 na pouzitém pracovnim
elektrolytu. Je dobfe patrné, Ze intenzita signdlii je pii stejné iontové sile u vsech pouzitych

BGE podobna a 1isi se pouze smérodatnou odchylkou jednotlivych méfeni.
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acetat amonny formiat amonny hydrogenuhli¢itan
amonny

SloZeni pracovniho elektrolytu (20 mM roztoky o pH 9.0)

Obr. & 18 — Zavislost intenzity signdlu vyjadreny jako plocha piku EtG na sloZeni pracovniho elektrolytu.
Podminky méreni: Separacni napéti +20 kV, kapilara déky 90 cm, 75 um v priuméru, nastrik 50 mbar/10 s,
ESI -4 kV, pomocna kapalina voda/methanol/NH,OH (49,5:50:0,5, VIVIV) 4 ul/min, vzorek EtG 50 ug/mL.
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I kdyz je z vysledkt v grafu zfetelné, Ze nejvyssi intenzity bylo dosazeno s pouzitim
BGE na bazi hydrogenuhli¢itanu amonného, relativni smérodatnd odchylka jednitlivych
méfeni (RSD) byla 14 %. Acetat amonny pak vykazoval RSD o hodnoté 18 %. Dostate¢nou
pouze 7 %. Dalsim hodnocenym parametrem byla opakovatelnost migracnich cast EtG,
vyjadiena jako RSD jednotlivych méfeni (obrazek ¢. 16). Nejvyssi opakovatelnost migrac¢nich
Cast vykazoval BGE slozeny s formiatu amonného (tn = 9,0 min, RSD = 0,3 %). Vyssich
hodnot dosahoval BGE s octanem amonnym a hydrogenuhli¢itanem amonnym (tn= 9,0 min,
RSD =1 %, resp. tn=9,1 min, RSD = 0,6 %).
Pro dalsi optimalizaci experimentalnich podminek byl tedy zvolen BGE slozeny z formiatu

amonného.

Vliv koncentrace a pH pufru

Jak jiz bylo uvedeno vySe v teoretické Casti této prace, je separaci v CE mozné
ovliviiovat, mimo jiné, 1 koncentraci a pH pouZitého BGE. Puft, ktery byl zvolen v ptedchozi
Casti, byl studovan v rozsahu pH od 8,5 do 9,5 a v rozmezi koncentraci od 10 do 40 mM. Byla
piipravena sada roztoki formidtu amonného o koncentraci 20 mM s pH v rozmezi 8,5 az 9,5.

Sledovan byl nejdiive vliv pH na intenzitu signalu EtG, ktery shrnuje obrazek ¢. 19:
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Obr. ¢. 19 — Zavislost pH pracovniho elektrolytu na intenzité signdalu. Podminky méreni: Separacni napéti
+20 kV, kapildara déky 90 cm, 75 um v priméru, nastiik 50 mbar/10 s, ESI -4 kV, pomocna kapalina
voda/methanol/NH,OH (49,5:50:0,5, v/v/v) 4 ul/min, vzorek EtG 50 ug/mL.
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Z tohoto obrazku je ziejmé, ze intenzita signdlu je nejlepsi pro pH 9,5, které
poskytovalo rovnéz relativné nizkou hodnotu RSD (6,4 %). Pro nasledné sledovani vlivu
koncentrace formiatového aniontu na intenzitu signalu EtG bylo vybrano pH 9,5 a byla
ptipravena sada roztokti o koncentracich 10, 20, 30 a 40 mM. Vysledky zobrazuje obrazek
¢. 20, ze kterého je patrné, ze se zvySujici se koncentraci formidtu intenzita signalu vyrazné
klesa a zvySuje se rovnéz relativni smérodatnad odchylka méteni. Zatimco v ptipadé 10 mM
koncentrace byla RSD pouze 2,5 %, pti pouziti 40 mM BGE jiz byla 118 %. Podobny trend
byl pozorovan i pti hodnoceni opakovatelnosti migracnich ¢asii, kdy 10 mM BGE vykazoval

RSD jednotlivych tm 1,4 %, naproti tomu 40 mM jiz 5 %.
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Obr. ¢. 20 — Zavislost koncentrace mravenecnanu amonného v BGE na intenzité signdalu. Podminky méreni:
Separacni napéti +20 kV, kapilara déky 90 cm, 75 um v priumeéru, nastrik 50 mbar/10 s, ESI -4 kV, pomocna
kapalina voda/methanol/NH,OH (49,5:50:0,5, VIVIV) 4 ul/min, vzorek EtG 50 ug/mL.

Priatok pomocné kapaliny

Pomocna kapalina (SL, z angl. sheath liquid) sestavala ze smési metanolu a vody s ptidavkem
amoniaku (49,5:50:0,5, v/v/v). Vliv priatoku pomocné kapaliny byl studovan v rozsahu
4 — 10 pl/min. Sledovéana byla zavislost prutoku SL na plose piku, kterou ukazuje obrazek
¢. 21. Je zietelné, ze vliv velikosti plochy piku EtG je nejvétsi pti prutoku 8 ul/min, resp.
800 pl/min pted délicem toku. Dalsi zvySovani priutoku jiz nebylo mozné vzhledem k tinikiim

SL ve spojich mezi CE a sprejovaci kapilarou MS.
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Obr. ¢. 21 — Zavislost pritoku pomocné kapaliny na plose piku. Podminky méreni: BGE: formiat
amonny 10 mM, pH 9.5, separacni napéti +20 kV, kapilara déky 90 cm, 75 um v priameéru, nastiik 50 mbar/10 s,
ESI -4 kV, pomocna kapalina voda/methanol/NH,OH (49,5:50:0,5, vivIv), vzorek EtG 50 ug/mL.

Tlak pomocného plynu a teplota vyhrivané kapilary

Jako pomocny plyn slouzil dusik, jehoz prutok byl nastaven na 13 l/min a testovan
v rozsahu tlakii od 20 do 40 psi (137,9 — 275,8 kPa). Teplota vyhiivané kapilary byla
testovana od 100 do 300 °C. V ptipadé tlaku se velikost plochy piku EtG sniZzovala se
zvySujicim se tlakem N (obr. ¢. 22) Naopak migraéni ¢asy se snizovaly se zvySujicim se
tlakem pomocného plynu, jak je ukdzédno na obr. ¢ 23, coz dobife koresponduje
s predpokladem, Ze pii zvysSujicim se tlaku na N, dochéazi k nasavani a fyzickému toku
kapaliny v kapilafe. Piiklad elektroferogramu s pouzitim rozdilnych tlakt N, je uveden na
obrazku €. 22, na kterém lze rovnéz demonstrovat vliv tlaku na intenzitu signalu v MS.

U teploty pak bylo nejvétsi velikosti piku dosazeno pii 225 °C (obr. ¢. 24). Teploty
pod 200 °C zplsobovaly nestabilitu ESI, patrné z divodu nedostate¢ného odpareni
rozpoustédla a kapaliny z CE. ZvySovani teploty nad 225°C pak jiz nevedlo k vyrazn&j§imu
zlepSeni signalu (obr. 25). Jako optimalni hodnoty pro dalsi méfeni tak byl zvolen pratok

dusiku 13 I/min pod tlakem 20 psi a teploté ESI kapilary 225 °C.
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Obr. ¢. 22 — Zavislost tlaku N, na plose piku. Podminky méreni: BGE: formiat amonny 10 mM, pH 9.5,
separacni napéti +20 kV, kapilara deky 90 cm, 75 um v priméru, nastiik 50 mbar/10 s, ESI -4 kV, pomocna
kapalina voda/methanol/NH,OH (49,5:50/0,5, v/viv) 4 ul/min, vzorek EtG 50 ug/mi.

10 ~
7 62£0.12
8 -
T 7 7.05+0.08
£
2 °
© 5 - 5.00+0.01
{=
)§ 4 i
oo
S 37
2 .
1 .
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Tlak pomocného plynu [psi]

Obr. ¢. 23 — Migracniho casu na tlaku N,. Podminky méreni jsou stejné jako u obrazku ¢. 20.
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Obr. ¢. 24 — Elektroferogramy EtG pri riznych tlacich N,. Podminky méreni jsou stejné jako u obrazku ¢. 20
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Obr. ¢. 25 — Zavislost teploty ESI kapilary na ploSe piku. Podminky méreni jsou stejné jako u obrazku é. 20.

Shrnuti pouzitych podminek
V tabulce €. VI. je uvedeno shrnuti findlnich podminek analyzy, které byly zjistény
optimalizaci jednotlivych krokl. Na obr. €. 26 je uveden ptiklad analyzy modelového vzorku

EtG o koncentraci 25 pg/ml pii pouziti nize shrnutych podminek.
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Tabulka V1. — Shrnuti podminek pouzitych pti CE-ESI-MS analyze EtG

Parametr Hodnota Poznamky
m/z 221+0,5 [M-H]
Skenovaci mod SIM
Kapilara 75 pm/90 cm kfemennd, nepokryta
BGE Formiat amonny

10 mM

pH 9,5
Pomocna kapalina Metanol/voda/NH,OH

(49,5:50:0,5, v/viv)
Pomocny plyn Na, 20 psi, 13 I/min
Teplota ESI kapilary 225 °C
Nastiik 50 mbar/10 s
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Obr. ¢. 26 — Elektroferogram ethylglukuronidu o koncentraci 25 ug/mL (SIM m/z 221). Podminky analyzy jsou

shrnuty v tabulce é. IV.
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Kolizni energie a fragmenta¢ni reakce

Vliv velikosti kolizni energie byl studovén s ohledem na vznik a intenzitu jednotlivych
fragmentt EtG s pouzitim nizkoenergetick¢é CID o energii -2 do -20 eV. Fragmentaci EtG
dovznika nékolik pomérné intenzivnich fragmentt, z nichz nejvyznamnéj$imi jsou fragmenty
sm/z 75 a 85. Naopak fragmenty, které odpovidaji logickym ztratam (-H,O, -CO5) jsou malo
intenzivni a téméf zanedbatelné. Navrh vzniku nejcetnéj$ich fragmentii je uveden v obrazku
€. 27 a vychazi z navrhu, které byly vytvofeny na zakladé MS/MS analyz EtG s vyuzitim
ruznych technik tandemové MS, které byly doposud publikovany [56-58].

Za nejvhodnéjsi kolizni energii bylo zvoleno -5 €V pro konfirmaci analytu a -15 eV
pro MRM méfeni. Niz§i kolizni energie byly vhodnéjsi pro srovnavani spekter pro ucely
identifikace, protoze pfi nich vznikaly i mén¢ ¢etné fragmenty. Naopak vyssi kolizni energie
(15 eV) umoznovaly opakovatelné mefeni MRM (221 — 75; 221 — 85). Typické MS/MS

spektrum pii pouziti obou koliznich energii je uvedeno na obrazku ¢. 28A a B.
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Obr. ¢. 27 — Navrh struktury jednotlivych fragmentii vznikajicich pri CID tandemové analyze ethylglukuronidu.
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Obr. ¢. 28 — Fragmentacni spektra EtG (25 ug/ml) ziskand pouzitim kolizni energie o -5 eV (A) a -15 eV (B).

Piiprava vzorku

Vzorky moci byly zpracovany bezprostiedné¢ po odbéru. Asi 5 ml moci bylo

zfiltrovano pomoci diskového mikrofiltru (PTFE, 22 um) a centrifugovano pti 10 000 rpm po

dobu 10 minut. Pfesné¢ 100 pl takto upravené moci bylo pievedeno do mikrozkumavky

a doplnéno a 1 ml deionizovanou vodou. Po dikladném promichdni byl vzorek vloZzen do

ultrazvukové 1azné na dobu 5 minut. V ptipad¢é kvantifikace s pouzitim metody standardniho

ptidavku bylo postupovdno obdobné. Do vzorki, které byly pouzity ke konstrukcim

kalibracnich zavislosti bylo pfidano odpovidajici mnozstvi kyseliny sulfanilové jako interniho

standardu (IS), aby vysledna koncentrace byla 5 mg/l. Vyuziti IS spoéivalo piedevsim ke

kontrole migra¢nich ¢asii a funkénosti ESI.
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3.2 Linearita a kalibra¢ni zavislost

Linearni dynamicky rozsah by m¢l byt zvolen a experimentdlné zjistén v takovém
rozsahu koncentraci, které dovoluji nejenom urcit limity detekce (LOD) a limity kvantifikace
(LOQ), ale které rovnéz odpovidaji predpokladanym koncentracim analytu v redlnych
vzorcich. Linearita byla testovana v rozsahu koncentraci od 1 mg/l do 50 mg/l a byla zjisténa
V celém uvedeném rozsahu. Pocet méfenych boda kalibra¢ni zavislosti byl 6 (1, 2, 5, 10, 25
a 50 mg/1) a kazdy bod byl méfen tiikrat (n = 3). Zakladni charakteristiky kalibra¢nich kiivek

jsou uvedeny v tabulce ¢. VII.

Tabulka VI1I. — Zakladni charakteristiky kalibra¢nich kiivek

Typ MS Linearni  Kalibraéni kiivka R? LOD LOQ
méreni dynamicky

rozsah
SIM (221)  1-50mgll y = 2490,3(+ 28,4)x + 0,9995 0,87mg/l 0,57 mg/l

1308,2 (+ 28,4)

MRM 1-50 mg/l y=250x18x+ 1081 0,9848 3,24 mg/l 2,20 mg/l
(221 — 85) (£22,13)
MRM 1-50 mg/l y=324043)x—-7,39 0,9996 0,95 mg/l 0,69 mg/l
(221 — 75) (%389

LOD a LOQ byly ziskany vypoctem z kalibra¢ni kiivky za pouziti statistického
softwaru QC Expert 3.1 EN s pouzitim metody dle ISO 11843-2. Ziskané vysledky shrnuje
tabulka ¢. VI. Na zéklad¢ zjisténych vysledkl je jasné zretelné, ze MRM méfeni vykazuji
horsi citlivost (nizs§i smérnici kalibrac¢ni zavislosti) 1 vyssi limity detekce a kvantifikace. Na

zakladé toho bylo pro kvantifikaci v realnych vzorcich zvoleno SIM méfeni iontu m/z 221.

3.3 Analyza realnych vzorki

Analyza vzorki moci byla provedena za Ucelem ovéfeni aplikacnich moznosti
vyvinuté metody pfi analyze redlnych vzorkd. Vzorky moci pochézely od osob, které ve
sledované dobé pozivali alkoholické ndpoje a byly upraveny stejnym zpiisobem jako bézné
vzorky (viz vyse). Pro kvantifikaci obsahu EtG v mo¢i bylo pouzito metody standardniho
ptidavku. Vysledky analyz shrnuje tabulka ¢. VII. Ptiklady typickych elektroferogrami moci

s obsahem EtG jsou uvedeny na obrazcich ¢. 29-31.
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Tabulka VII. — Analyza redlnych vzorkt EtG v mo¢i

Typ MS Uprava vzorku Ptiblizné mnoZstvi Doba analyzy po  Nalezeny
méieni poZitého ethanolu poZiti obsah EtG

SIM (22]_) 10x natedéni vodou 100 g. 8h 29,0+ 1,2
mg/l
SIM (221) 10x nafedéni vodou 100 g. 14 h <LOD

SIM (22 ]_) 10x natedéni vodou Neznamo Thned po odbéru < LOD

SIM (22 1) 10x natedéni vodou Kalibra¢ni vzorek o - 4,74
koncentraci EtG 5 mg/I 0,05 mg/l

x10 2 |-ESI TIC SIM Frag=135.0V EtG263.d

0.6 EtG
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%5 1 15 7 25 3 35 4 45 § 85 & o5 7 75 & 5 5 o5 fo 45 11 s @ @s B s
Obr. 29 —TIC a EIC elektroferogram analyzy moocl:; S(}'Z;:;;:;é:g (‘:"0”‘6)10”) s EtG o koncentraci 5 mg/l a IS (kys.
sulfanilova, 5 mgll). Podminky méreni: BGE: formiat amonny 10 mM, pH 9.5, separacni napéti +20 kV,
kapildara déky 90 cm, 75 um v priméru, ESI -4 kV, pomocna kapalina voda/methanol/NH,OH (49,5:50/0,5,

VIVIV) 4 ul/min. Nastiik vzorku: 50 mbar/10 s.
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Obr. 30 —FIC elektroferogram analyzy moci 8 hodin po poZziti cca 100 g ethanolu. Podminky méreni: BGE:
‘ormidt amonn mM, .5, separacni napeti + , kapilara dé cm, m v priméru, -4 kv,
S / y 10 mM, pH 9.5, separacni napéti +20 kV, kapilara déky 90 75 um v prumeru, ESI -4 kV
pomocnd kapalina voda/methanol/NH4OH (49,5:50/0,5, VIVIV) 4 ul/min. Nastrik vzorku: 50 mbar/10 s.

x10 1 |-ESI EIC(221.0000) SIM Frag=135.0V EtG272.d Smooth
6.5 1

3.25
3
2.75

os 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11
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Obr. 31 —TLC elektroferogram analyzy moci 14 hodin po poZiti cca 100 g ethanolu. Podminky méreni: BGE:
Jformiat amonny 10 mM, pH 9.5, separacni napéti +20 kV, kapilara déky 90 cm, 75 um v priiméru, ESI-4 KV,
pomocna kapalina voda/methanol/NH,OH (49,5:50/0,5, VIVIV) 4 ul/min. Nastiik vzorku: 50 mbar/10 s.

Analyzou realnych vzorkl byla prokézana ptitomnost EtG a metodou standardniho ptidavku

byla stanovena jeho koncentrace (viz tabulka ¢. VIL.). Jak dokladé4 obrazek ¢. 31, nepodaftilo
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se stanovit EtG v case delsim nez 14 hodin po poziti alkoholického napoje, nebot’ obsah EtG
vV moc¢i byl jiz pod limitem detekce dané metody. Ve vzorku moci, odebraném bez ptedchozi
konzumace ethanolu po dobu vétsi nez 2 dny, byl ptidan standard EtG tak, aby vysledna
koncentrace byla 5,0 mg/l. Vtomto vzorku byla stanovena jeho koncentrace na
4,74 £ 0,05 mg/l, ¢imz lze demonstrovat spravnost métfeni navzdory ptitomné biologické

matrici. Rozdil mezi skute¢nou a naméfenou koncentraci EtG byl 5,2 %.
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4. ZAVER

Byl studovén vliv experimentalnich podminek na separaci a detekci ethylglukuronidu
se zaméfenim pfedevSim na pH pracovniho elektrolytu, jeho slozeni a koncentraci, prutok
pomocné kapaliny a tlak pomocného plynu a teplotu sprejovaci kapilary. Byla vyvinuta
metoda pro jeho separaci a detekci pomoci kapilarni elektroforézy a hmotnostni
spektrometrie, ktera byla pouzita pii analyze realnych vzorkd moci.

Vyvinuté podminky meéfeni jsou nasledujici: pracovni elektrolyt: formidt amonny
10 mM, pH 9,5, separacni napéti +20 kV, nepokryta kapilara délky 90 cm, 75 um v priméru,
ESI -4 kV, pomocna kapalina voda/methanol/NH4OH (49,5:50/0,5, v/v/v) 4 ul/min, pomocny
plyn (N2) o pratoku 13 I/min a tlaku 20 psig, teplota sprejovaci kapilary 225 °C, nastiik
vzorku: 50 mbar/10 s.

Z uvedenych vysledkii je patrny potencial vyuziti studované metody pro analyzu
ethylglukuronidu v biologickych vzorcich. Zjisténé detekéni limity (LOD = 0,87 mg/l,
LOQ =0,57 mg/l) jsou, vzhledem Kk absenci jakéhokoli extrakéniho postupu, srovnatelné
S doposud publikovanymi vysledky v jinych pracich a jsou dostatecné pro stanoveni
ethylglukuronidu v moc¢i. Metoda je rovnéz vhodna pro studium on-line prekoncentra¢nich

technik, které budou pfedmétem dalsiho studia.
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5. REJSTRIK POUZITYCH POJMU A ZKRATEK

ADH Alkoholdehydrogenaza

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku
ATP Adenosin trifosfat

BE Magneticky sektorovy analyzator
BGE Pracovni elektrolyt

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyltrifluoracetamid
CCD (resp. C*'D) Bezkontaktni vodivostni detekce
CDT Karbohydrat-deficientni transferin
CE Kapilarni elektroforéza

CIEF Kapilarni izoelektricka fokusace
CITP Kapilarni izotachoforéza

CGE Kapilarni gelova elektroforéza

CZE Kapilarni zonova elektroforéza

ECD Elektrochemicka detekce

EIC Extrahovany iontovy chromatogram
EOF Elektroosmoticky tok

ESI lonizace elektrosprejem

EtG Ethylglukuronid

EtOH Ethanol

FAAE Ethylestery vysSich mastnych kyselin
FT Fourierova transformace

GC Plynova chromatografie

ICR Iontova cyklotronova rezonance

IT Iontova past

HPLC Vysokotcinnd kapalinova chromatografie
IR Infracervené spektroskopie

LC Kapalinové chromatografie

LIF Laserem indukovana fluorescence
LOD Limit detekce

LOQ Limit kvantifikace
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MALDI
MeOH
MS
MSTFA
MRM
NAD(P)H
NAD(P)*
NLS

Q (resp. q)

QqQ
SIM

SPE
SRM
SULF
TIC
TOF

U (resp. V)
UDPGA
UGTs
UVIVIS
VMK
XIC

Desorpce a ionizace za Gc¢asti matrice
Methanol

Hmotnostni spektrometrie
N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid

Monitorovani né€kolika fragmentacnich reakci

Nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat), redukovana froma

Nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat), oxidovana forma

Skenovani neutralnich ztrat

Kvadrupdélovy filtr

Trojity kvadrupolovy filtr

Monitorovani vybraného iontu

Extrakce tuhou fazi

Monitorovani vybrané fragmentacni reakce
Kyselina sulfanilova

Celkovy iontovy proud

Detekce pomoci doby letu

Elektrické napéti

Uridin-5 -difosfo-a-D-glukuronova kyselina
UDP-glukuronyl transférazy
Spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti
Vyssi mastné kyseliny

Extrahovany iontovy chromatogram
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