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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva zlepSenim analyzy anionti, konkrétné karboxylovych
kyselin, hmotnostni spektrometrii diky komplexaci s ion-parovym cinidlem v iontovém
zdroji. Vznikly kladné nabity komplex analytu a ion-parového cinidla lze, na rozdil od
standardni analyzy aniontl hmotnostni spektrometrii, analyzovat v pozitivnim modu.
Teoreticka Cast prace se vénuje ivodu do chemie ion-parovych ¢inidel a bliz§imu obeznameni
s jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Soucasti je i popis zakladnich mechanismu
a instrumentace kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Experimentalni cast je
zam&fena na optimalizaci podminek pro detekci aniontit pomoci CE-ESI-MS/MS
V pozitivnim médu. Pro porovnani byly také optimalizovany metody detekce aniontti pomoci
CE-ESI-MS v negativnim modu a CE-UV/VIS neptimou detekci. Optimalizovana metoda

byla aplikovéana na analyzu pyrohroznové a mlééné kyseliny ve vzorku vina.



Abstract

This work is focused on the improving of anion analysis, specifically of carboxylic acids, by
mass spectrometry through ion-pairing complexation in ion source. The resulting positively-
charged complex of analytes and ion-pairing reagent could be detected in positive mode in
contrast to standard anion analysis by mass spectrometry in negative mode. Theoretical part
deals with introduction to the chemistry of ion-pairing reagents and with closer familiarization
with their physicochemical properties. It also includes a basic description of mechanisms and
instrumentation of capillary electrophoresis with mass spectrometry. The experimental part is
aimed on optimizing conditions for anion detection using CE-ESI-MS/MS in positive mode.
On account of comparing was also optimized anion detection by CE-ESI-MS in negative
mode and CE-UV/VIS with indirect detection. The optimized method was applied on analysis

of pyruvic and lactic acid in wine sample.



1 Uvod

Detekce a kvantifikace aniontll je dualezitd v Siroké Skale lidské cCinnosti. Mezi
nejbéznéjsi metody analyzy aniontl muzeme fadit napi. iontovou chromatografii nebo
elektroanalytické pfistupy. Diky jejich naboji se také nabizi moznost jejich detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie. Pro analyzu latek iontové povahy se s oblibou vyuziva hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS) ve spojeni s vhodnou separa¢ni metodou.
Ackoliv spojeni ESI-MS umoziiuje analyzu jak v pozitivnim, tak i v negativni médu, pozitivni
moéd byva vice preferovan, diky jeho vétsi stabilité a niz§im detekénim limitim. Cim nizsi je
hodnota poméru m/z detekovaného iontu v negativni ionizaci tim je horsi citlivost detekce. Pti
analyze iontd lze vyuzit i kapilarni zonovou elektroforézu (CZE), kde lze separovat kationty
i anionty v jedné analyze. Naproti tomu volba iontoméni¢e v iontové vyménné chromatografii
zavisi na povaze separovanych iontt.

Abychom se pfi analyze anionti pomoci CZE-ESI-MS vyhnuli negativnimu médu, 1ze
do pomocné sprejovaci kapaliny ptfidat malé mnozstvi chaotropniho organického kationtu
(kationtové ion-parové Cinidlo), ktery je schopen tvofit s aniontem pozitivné nabity iontovy
par s vyssi hodnotou poméru m/z. Koncentrace kationtového ion-parového ¢inidla v pomocné
sprejovaci kapaliné se pohybuje fadové v desitkach umol/l a je mozné ho pfivadét na konec
separacni kapildry, kde se michd s eulatem. Timto neni ovlivnéna samotnd separace. Vznikly
pozitivné nabity iontovy par je mozné detekovat v pozitivnim modu ESI ionizace. Mezi
hlavni vyhody tohoto pfistupu patii: zvySeni citlivosti a snizeni limiti detekce Siroké Skaly
aniontll S nizkou molekulovou hmotnosti. Rozdily ve struktufe a povaze pouzitych
kationtovych ion-parovych ¢inidel mohou ovlivnit stabilitu vzniklych komplext, u¢innost ESI
ionizace v pozitivnim modu a tim i vysledny limit detekce.

Cilem této prace je vyvinout metodu CZE-ESI-MS/MS analyzy aniontii vybranych
karboxylovych kyselin s vyuzitim ion-parové reakce S kationtovym ion-parovym c¢inidlem,
studovat vliv experimentalnich parametri na citlivost odezvy detektoru u jednotlivych
karboxylovych kyselin. V zavéru pak vyvinutou metodiku aplikovat na analyzu

karboxylovych sloucenin na realnych vzorcich.






2 Teoreticka cast

2.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) je vysoce G¢inna separacni technika, zalozena
na rozdilné pohyblivosti iontl v elektrickém poli. Na kulovy ion plsobi v kiemenné kapilaie

dvé¢ sily: sila odporova (frikéni) F¢ (1) a sila elektricka Fe (2) [1]:

—F; = 6mnrv (1)

F, = Eq 2)

kde # je dynamicka viskozita prostiedi, r je efektivni polomér iontu (vcetné solvatacniho

obalu), v je rychlost pohybu iontu, E je intenzita elektrického pole a g je naboj daného iontu.

V ustdleném stavu jsou ob¢ sily v rovnovaze a pomoci rovnosti obou sil je mozné
definovat elektroforetickou mobilitu w.. Elektroforeticka mobilita (3) je zékladni veli¢ina
charakterizujici pohyb nabité castice pohybujici se rychlosti Ve ve stejnosmérném elektrickém

poli o intenzité E [2]:

Ve = UE (3)

Elektroforeticka mobilita (4) je definovana dle vztahu:

q
= 4
He 6mnr “)

z kterého je patrné, Ze elektroforetickd mobilita je pfimo umérna naboji iontu q a nepfimo
umérna jeho velikosti (kulovy iont o efektivnim poloméru r). Obecné ionty s mens$im

efektivnim polomérem se budou pohybovat rychleji nez ionty s vétSim efektivnim
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polomérem. Stejné tak, vicendsobné ionty se budou pohybovat rychleji nez ionty s mensim
poctem nabojl. Ze vztahu je patrny také vliv prostfedi, ve kterém se ionty pohybuji a jelikoz
hodnota viskozity # je zavisla na teploté, bude rovnéz elektroforeticka mobilita ovliviiovana
zménou teploty
(s rostouci teplotou se bude zvySovat) [1].

Elektroforeticka mobilita je pro dany iont, za pfedpokladu uplné disociace (a = 1) a
extrapolace k nulové iontové sile, tabelovanou fyzikalni konstantou. V praxi je zna¢n¢ obtizné
tyto podminky splnit, tudiz je nutno definovat efektivni mobilitu wue (5), ktera vyjadiuje

rychlost pohybu iontu v elektrickém poli o jednotkové intenzité v daném prostiedi [1]:

Uer = QU )

Efektivni mobilita uef je siln€ zavisld na pH a slozeni pracovniho elektrolytu. Je nutno
si uvédomit, ze migrace latek je znacné zéavisld na jejich disociaci, ktera zpusobuje, Ze
v dynamické rovnovaze jsou nabité i nenabité formy dané latky [2].

Z experimentalnich vysledkii je mozno urcit tzv. zdanlivou mobilitu uay (6), kterd je
vektorovym souétem elektroforetické mobility e a elektroosmotické mobility ueor , ktera

vznika v disledku elektroosmotického toku [3]:

Hay = He T Heof (6)

V elektromigra¢nich metodach je métenou veli¢inou tzv. migracni Cas ty (7), ktery je

mozné vypocitat pomoci nésledujiciho vztahu:

IL l

- - (7)
HavU (He + ueof)E

tm

Kromé jiz diive zminénych velicin, ve vztahu (7) figuruje celkova délka kapilary L
a efektivni délka kapilary | (délka kapilary od mista nastfiku vzorku po detektor). Z tohoto

vztahu vyplyva moznost ovlivnéni migra¢niho ¢asu nejen délkou kapilary, ale také velikosti
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intenzity elektrického pole (vloZené separaéni napéti). Cim tedy bude intenzita elektrického
pole vétsi a délka kapilary mensi, tim rychleji bude analyt migrovat. Migracni Cas je také
vyznamn¢ ovlivnén piispévkem elektroforetické mobility dané latky a elektroosmotickym
tokem. Elektroosmoticky tok je vSak pouze jednou z hybnych sil, pfispivajici k celkové
rychlosti migrace iontu. ZvySovani rychlosti elektroosmotického toku se muze negativné

projevit na soucasném snizeni rozliseni [3].

Mezi zékladni veli¢iny popisujici kvalitu separace v CZE patii ucinnost separace

a rozliseni [4]:

o Utinnost separace: Z termodynamického hlediska je CZE nerovnovaznou technikou,

tudiz jeji separacni mechanismus neni dan rozdélovaci rovnovéhou. Piesto je jeji mira
ucinnosti, podobné jako u GC nebo HPLC, vyjadiena poctem teoretickych pater N.

Pocet teoretickych pater je vyjadien vztahem (8):

N = MavEl (8)
2D;t

kde jedinou doposud nezminénou veli¢inou je difazni koeficient D;.
Ze vztahu (8) je patrné, Ze ¢im bude vyssi hodnota difuzniho koeficientu vyssi, tim
niz$i u¢innosti separace bude pro dany iont dosazeno

e RozliSeni: charakterizuje miru separace dvojice latek a je definovano vztahem (9):

2(t; — t1)
=% -7 9
: (wz +wy)

Pro CZE lze predpokladat, ze ke ztrat€¢ G€innosti (rozSifovani separovanych zon)
dochéazi pouze diky podélné difuzi. Tento idealizovany popis bohuzel pro realné systémy

nepostacuje a k rozSifovani piku pfispivaji i jiné zdroje, uvedené piehledné v Tab. 1.



Tab. 1 Zdroje zpuisobujici rozsirovani separovanych zon. Prevzato a upraveno z [1].

Piispévek k rozsifovani zony Komentar

Longitudinalni difuze Ur¢uje limit G¢innosti; Analyty s niz§imi difuznimi koeficienty

rrrrr

Joulovo teplo Vede k radialnimu tepelnému gradientu a parabolickému profilu
toku kapaliny

Délka davkované zony vzorku Délka davkované zony by méla byt takova, aby nebyla negativné
ovlivnéna difuzi

Adsorpce vzorku Interakce analytu s povrchem kapilary obvykle zptisobuje tzv.
chvostovani piki

Rozdilné vodivosti analytu a pufru Rozdilné vodivosti vedou k deformacim pikd (napf. chvostovani)

Vyskove nevyrovnané zasobniky pufiti Generuji laminarni tok

2.2 Elektroosmoticky tok

Dutlezitym transportnim jevem v elektromigracnich metodéch je elektroosmoticky tok
(EOF), ktery se projevuje jako tok kapaliny uvnitt separa¢ni kapilary. Tento tok vznika pii
aplikaci stejnosmérného elektrického pole napti¢ kapilarou, diky pfitomnosti silanolovych
skupin na povrchu kifemenné kapilary. Silanolové skupiny maji pK~ 3 a pii kontaktu
S pracovnim elektrolytem, o vhodném pH, jsou schopné disociace. Pfi vy$$Sim pH vede
disociace téchto skupin ke vzniku zaporné nabitého povrchu uvnitf kapilary. Je zfejmé, Ze ¢im
vy$$i pH pracovniho elektrolytu zvolime, tim rychlej§i EOF bude. Naopak pii pH < 2, je jen
malo silanolovych skupin disociovano a tudiz se bude rychlost EOF bliZit k nule. Zaporné
nabity povrch kapilary je dle zdkona o elektroneutralit€¢ kompenzovan kladnymi ionty
z pracovniho elektrolytu, které tésn€ u povrchu kapilary tvoii elektrickou dvojvrstvu. Pro
vznik elektrické dvojvrstvy je potieba bud’ adsorpce iontl na sténu kapilary, nebo disociace
jiz zminénych silanolovych skupin. Vznikla elektrickd dvojvrstva se skladd z nepohyblivé
Sternovy vrstvy (vysledek interakce mezi povrchovym nabojem kapilary a ionty s opaénym
nabojem) a difuzni vrstvy, ktera je diky slabSim interakcim pohybliva (Obr. 1). Elektricka
dvojvrstva je charakterizovdna ur€itym potencidlem, ktery se nazyva zeta potencial, (C). Pfi
aplikaci stejnosmérného napéti se kationty pohybuji smérem ke katodé¢ a diky solvataci

kationtt je strhavan i zbytek elektrolytu (v€etné neutralnich ¢astic) [4,5].



upraveno z [4].

Pracovni elektrolyt

@ @ Difazni vrstva
@ ® @

Zaporné nabita sténa

Obr. 1 Grafické zndzornéni elektrické dvojvrstvy, skiddajici se ze Sternovy a difiizni vrstvy. Prevzato a

Rychlost elektroosmotického toku lze vyjadtit vztahem (10):

Veofr = MeofE

kde ueof je elektroosmoticka mobilita a E je intenzita elektrického pole.

Podobné 1ze ueor vyjadiit pomoci vztahu (11), z kterého je patrné, Ze elektroforeticka

mobilita je pfimo Umérna relativni permitivité rozpoustédla e (v némz je separace

provadéna), zeta potencidlu " a nepfimo umeérna viskozité prostredi #:

&d
4mn

Heor =



EOF muze predstavovat jak pozitivni, tak 1 negativni pfispévek k analyze pomoci
CZE. EOF muze separaci urychlit, ale pfili$ rychly EOF miize separaci zhorsit. Z toho plyne,
ze je nutno nejen EOF ovliviiovat, ale je nutné mit i piedstavu, jaka je elektroosmoticka
mobilita za urcitych podminek. K méteni mobility EOF slouzi tzv. EOF markery, coz jsou
neutralni latky rozpustné v prostfedi pracovniho elektrolytu. Tyto markery jsou unaseny EOF
k detektoru. Odectenim migracniho ¢asu neutralniho markeru ze ziskaného elektroferogramu,
1ze vypocitat elektroosmotickou mobilitu. Mezi nejcastéji uzivané markery patii napt. benzen,
mesityloxid, aceton, mocovina, ale 1 voda. Vybér konkrétniho markeru zavisi na typu
detektoru [4].

Unikatni vlastnosti EOF je plosny profil toku kapaliny v kapilatre, ktery je umoznén
malymi vnitinimi  rozméry kapilary (vnitini pramér do 100 pm). Naopak ve
vysokouéinné kapalinové chromatografii je hnaci silou tlak, zprostfedkovany pumpou. Tlak
zpusobuje parabolickou deformaci profilu toku kapaliny v koloné, coz mize vést
k rozsifovani separovanych zon a tim k sniZeni G¢innosti [6]. Srovnani profilti toku kapaliny
separacnim loZzem pro elektromigracni techniky a kapalinovou chromatografii je uveden na

Obr. 2.

>

Parabolicky tok (kapalinova chromatografie)

b.) ]

Elektroosmoticky tok (elektromigra&ni metody)

Obr. 2 Porovnani profilii toku kapaliny v HPLC (parabolicky tok) a v CE (elektroosmoticky tok).
Prevzato a upraveno z [7].

Schéma separace smési pozitivné a negativné nabitych analytl spolu s neutralnimi latkami je

uvedeno na Obr. 3.



Detektor

’ — " smérEOF

-)

-)

migraéni éas = EOF

Intenzita

Obr. 3 Pohyblivost nabitych a nenabitych molekul v separacni kapilare pri aplikaci stejnosmérného

napeéti. Prevzato a upraveno z [4].

Moznosti ovlivnéni rychlosti a sméru EOF jsou uvedeny piehledné v Tab 2.



Tab. 2 Viiv proménnych parametrii na EOF. Prevzato a upraveno z [1)], ddle doplnéno o poznatky z

[4].

Proménna

Vysledek

Komentar

Intenzita elektrického pole

pH pufru

Iontova sila pufru

Teplota

Organicka aditiva

Tenzidy

Neutralni hydrofilni polymery

Kovalentni pokryti stény
kapilary

Rychlost EOF se méni umérné
s intenzitou elektrického pole

Rychlost EOF klesa pti nizkém
pH a roste pfi pH vysSim

Zvysujici se iontova sila
zpusobuje stlaceni elektrické
dvojvrstvy a tim klesa ¢
potencial - pokles EOF

Zmény EOF v disledku zmén
viskozity

Meéni { potencial, viskozitu
elektrolytu a solvataci analytu

Adsorpci na sténu kapilary se
méni povrchovy naboj

Adsorbuji se na povrch
kapilary, kde odstifuji
povrchovy naboj a zvysuji
viskozitu (klesa EOF)

EOF se méni v zavislosti na
naboji a polarité pokryti

Pti zvySovani roste Joulovo
teplo; snizovani miize negativné
ovlivnit u¢innost

Mize ovliviiovat naboj analytu

Vysoka iontova sila generuje
vysoky proud a tim Joulovo
teplo; nizka iontova sila miize
zapficinit adsorpci vzorku;
mize dojit k deformaci piku
vlivem rozdilné vodivosti pufru
avzorku

Nutnost termostatovani kapilary

Zména permitivity prostfedi a
muze ovlivnit selektivitu
separace

Aniontové tenzidy zvysuji EOF;
kationtové tenzidy EOF snizuji,
pripadné obraceji (v zavislosti
na koncentraci

napf. polyvinylalkohol, estery
celuldzy nebo glykol (napf.
PEG)

Problematicka muze byt
stabilita pokryti; mozné mnohé
modifikace pokryti

2. 3 Instrumentace elektromigra¢nich metod

Zakladni schéma kapilarni elektroforézy je uvedeno na Obr. 4. Zikladnimi
komponenty jsou zdroj vysokého napéti, separacni kapilara, elektrody spojené v obvodu se
zdrojem vysokého napéti, zasobniky pufru a detektor. Nezbytnym prvkem instrumentace je
termostat separacni kapilary (i kdyz neni znazornén na Obr. 4) jehoz vliv je kriticky na

ucinnost a reprodukovatelnost separaci [4]



Smér toku

E———
4 Délka kapilary
(20-100 cm) (&
i
Zdroj A
napéti N
(5 - 30 kW) 3 |
Inlet (+) Outlet (-)

Obr. 4 Obecné schéma CE instrumentace. Prevzato a upraveno z [4].

2.3.1 Zdroj separa¢niho napéti

V elektromigrac¢nich metodach je zédkladni hybnou silou, zprosttedkovavajici separaci,
stejnosmérné elektrické napéti. Nejcastéji se napéti pohybuje okolo 0-30 kV a hodnoty
prochazejiciho proudu v jednotkach az desitkach pA. U zdroje napéti je poZzadovana stabilni
regulace napéti (£ 0,1 %) k dosaZeni opakovatelnosti migracnich ¢asi. Napéti je vhodné
vkladat mezi elektrody postupnym zvySovanim, ¢imZ je mozZno eliminovat vznik
vzduchovych bublin. Vzduchové bublinky jsou dusledkem rychle vznikajiciho Joulova tepla,
které neni chladici systém schopen G¢inné odvadét [1,5].

Zdroj napéti by mél mit schopnost piepinat polaritu. Je-li EOF obracen (napf.
v disledku kationtového pokryti vnitini stény kapilary), je nezbytné zménit smér intenzity

elektrického pole obracenim polarity elektrod.

2.3.2 Separacni kapilary

Jedna se o hlavni soucast instrumentace, ve které probiha samotna separace. Idealni
vlastnosti materidlu pro vyrobu kapilar zahrnuje chemickou a elektrickou inertnost,
transparentnost pro UV/VIS zafeni, flexibilnost, robustnost a nizkou vyrobni cenu. VétSinu

téchto parametri pak spliuji kfemenné kapilary. Pro zlepSeni mechanické odolnosti
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a ohebnosti jsou kapilary potahované polyimidem. Pro optickou detekci je nutno
polyimidovou vrstvu v misté detekce odstranit. Vnitini primér kapilary je nejcastéji 50 - 100
um, ale komeréné je dostupna celd fada kapilar o riiznych vnitinich i vnéj$ich rozmérech.
Tyto parametry jsou velmi dulezitou charakteristikou, nebot’ pii aplikaci separacniho napéti
dochazi k vzristu teploty a vznika tzv. Joulovo teplo. Toto teplo je generovano prichodem
elektrického proudu kapilarou. Teplota uvnitt kapilary je urCena vodivosti pufru a velikosti
aplikovaného napéti. Generovani Joulovo tepla mlze byt zdrojem problémd, jelikoz
zpusobuje neuniformni teplotni gradient, lokélni zmény viskozity a nasledné rozsifovani piku.
Tomuto problému se 1ze vyhnout vhodné zvolenou kapilarou, jejiz parametry umozni
ucinné odvadét vznikajici teplo. U spektrofotometrické detekce je vyhodnéjsi pouzit kapilaru
S vétsim vnitinim primérem, protoze dle Lambert - Beerova zékona je absorbance piimo
umeérna délce optické drahy. V praxi se vétsi primér kapilary projevi lepsi citlivosti detekce,
ovSem také miiZze negativné pfispét k rozSifovani zon analytu [1]. Schematické znazornéni

kapilary a zobrazeni realné kapilary pomoci elektronového mikroskopu je zobrazen na obr. 5.

@) (b)

Polyimidova vrstva

Obr. 5 Kremenna kapildra. (a) Zndzornuje konec kapilary. (b) Sken konce kapilary pomoci
elektronového mikroskopu. Prevzato a upraveno z [4].
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2.3.3 Davkovani vzorku

Existuji dva zakladni ptistupy davkovéani vzorku do kapilary - hydrodynamickd nebo
elektrokineticka injekce. Nejvice rozsifena hydrodynamicka injekce je zalozena na tlakovych
rozdilech mezi konci kapilary. Tohoto tlakového rozdilu miize byt dosazeno vice zptlisoby:
napt. aplikaci tlaku na davkovaci konec kapilary, plisobenim vakua na vystupni konec
kapilary nebo nasavanim vzorku, zplsobenym rozdilnou vySkou obou zasobnikd.
S hydrodynamickou injekci je kvantita nadavkovaného vzorku téméf nezavisld na matrici
vzorku, pouze pfihlédnutim k fyzikdlnim vlastnostem vzorku (napt. viskozita) [2].

Elektrokineticka injekce je zprostiedkovana nahrazenim jednoho zasobniku roztokem
vzorku a poté je aplikovano napéti. Napéti je obvykle 3 - 5 krat menSi nez napéti uzivané
k separaci. V elektrokinetickém davkovani analyt ve vzorku vstupuje do kapilary pomoci
migrace i S pomoci EOF. Nadavkované mnozstvi kazdého analytu je zavislé
na elektroforetick¢é mobilité individudlnich slozek vzorku. Diskriminace nastava v piipadé
iontovych slouéenin, jelikoz ionty s vys§i mobilitou jsou davkovany ve vétsi mife oproti

iontdm s niz§i mobilitou [1,2].

2.3.4 Detektory

Podstatnou ¢ésti instrumentace je detektor separovanych zon analytli. Detektory jsou
voleny na zakladé charakteristickych vlastnosti analyzované latky, aby byla dosaZena co
nejvyssi citlivost a co nejvice analytickych informaci [1]. Pfehled béznych detekénich metod

pro elektromigra¢ni metody s uvedenymi detekénimi limity je uveden v Tab. 3.
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Tab. 3 Prehled detekcnich metod pro CE. Prevzato a doplnéno z [1,4].

Detekéni technika Limit detekce Komentar Reference
[mol/]
10 -10" Univerzalni; diodové pole [8]
UV-Vis absorpce nabizi spektralni
informace
Fluorescence 10 -10" Citliva; vétsinou vyzaduje [9]
derivatizaci vzorku
Laserem indukovana 108-10% Velmi citliva; obvykle [10]
fluorescence vyzaduje derivatizaci
vzorku
Amperometrie 10— 10" Citliva; selektivni, ale [11]

aplikovatelna pouze na
elektroaktivni analyty

Konduktometrie 10107 Univerzalni [12]

Hmotnostni spektrometrie 10— 10 Citliva; poskytuje [13]
strukturni informace;
komplikovany interface

mezi CE a MS
Neptima UV, 10 — 100 krat niz§i nez  Univerzalni; niz§i [14,15]
amperometrie a ptimé metody citlivost nez u piimych
fluorescence metod

2.4 Spojeni kapilarni zénové elektroforézy a hmotnostni spektrometrie

Pti kombinaci CZE s UV-VIS detekci nelze dosahnout vysoké citlivosti detekce kvili
velmi kratké délce optické draze, kterou predstavuje pruimér kapilary. Analyzované latky
navic nemusi vzdy absorbovat v UV-VIS oblasti. Naproti tomu hmotnostni spektrometrie,
zejména pak tandemova (MS, resp. MS/MS), poskytuje informace pouzitelné K uréeni
struktury detekovanych analytii. Navic je také mnohondsobné citlivéjsi detekéni technikou
oproti UV-VIS detekci.

Spojeni CZE-MS ma S§iroky potencidl v separaci, identifikaci a kvantifikaci Siroké
Skaly analyti v komplexnich vzorcich. Omezeni jedné techniky je vyvazeno vlastnostmi
techniky druhé. Naptiklad analyty, které maji stejnou hodnotu poméru m/z, mohou byt v MS
odliSeny az po jejich separaci pomoci CZE. Opacné, pii koeluci analytt v CZE lze tyto
analyty odlisit v MS na zakladé¢ rozdilnych hodnot poméru m/z, piipadné mohou téz
poskytovat odlisné fragmenty v tandemové hmotnostni spektrometrii (MS/MS) [1,4].

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika vyuzivajici riznych mechanismu

separace a detekce iontll nebo jejich fragmentl dle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z).
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Hmotnostni spektrometr se skladd ziontového zdroje, iontové optiky, hmotnostniho

analyzatoru, detektoru a vakuovych ¢erpadel (Obr. 6).

lonty Selekce iontli  Detekce iontii ' Hmotnostni
spektrum
z Detektor PC
Analyz. _ : -
Vstup Zdroj ly S e
Ll
Vakuové pumpy Vystup dat

VN e e oo e- - - - e o e

Obr. 6 Obecné usporddani hmotnostniho spektrometru. Prevzato a upraveno z [16].

2.4.1 Tontovy zdroj

Vybér iontového zdroje je nutno volit s ohledem na vlastnosti analytl, které chceme
analyzovat (zejména polarita, teplotni stalost a molekulova hmotnost) nebo s ohledem na typ
informace, kterou pozadujeme. Tvrdé ionizacni techniky jsou vhodné pro tékavé analyty
0 relativné nizké molekulové hmotnosti. Napf. u ionizace elektronem (EI) dochazi k bohaté
fragmentaci, ¢imz ziskame informaci o struktufe latky, ale je nutné brat v potaz i riziko
tepelné degradace stanovovanych latek. Piehled nejvyuzivanéjSich ionizacnich technik je

uveden v Tab. 4.
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Tab. 4 Prehled ionizacnich technik uzivanych v hmotnostni spektrometrii. Prevzato a upraveno z [18].

Metoda Zkratka Forma analytu Vlastnosti iontu Komentar
Elektronova El Plynna faze Lichy pocet Vysoka
ionizace elektrond (iontové reprodukovatelnost
radialy)
Vhodna pro mensi
Tvrda ionizace organické molekuly ve
(vysoka vnitini spojeni s plynovou
energie iontu) chromatografii
Chemicka Cl Plynna faze Sudy pocet elektroni  Dobra kontrola vnitfni
ionizace (adukty ionti) energie
(napt. APCI)
Mekka ionizace Vhodna pro nepolarni
molekuly
lonizace S Kapalna faze Sudy pocet elektroni  Nejmékei dostupna
sprejovanim (termosprej, (roztok) (adukty ionti) ionizace
elektrosprej, o o o
nanosprej) M¢kka ionizace Vicenasobné nabité ionty
Pomoci ESI lze ionizovat
vétsi biomolekuly (napf.
proteiny)
lonizace DI Pevna faze Sudy podet elektrontt  Kompatibilni
desorpci (SIMS, (povrch) (adukty ionti) s davkovanim vzorku
MALDI, LDlI, ] z povrchu
DESI) Ztidka lichy pocet
elektronti Aplikovatelna v povrchové

Meékka ionizace

analyze a v MALDI
zobrazovani. Pomoci
MALDI lze ionizovat vétsi
biomolekuly (napft.
proteiny)

Mekké ionizacni techniky naopak nabizi mensi fragmentaci, spojenou obvykle
s omezenym ziskanim informaci o struktute latky. Pro elektromigracni metody se nejvice
osvédcCila ionizace elektrosprejem (ESI). ESI pokryvd moznosti ionizace Sirokého rozsahu

analytil v€etnég latek net€kavych i tepelné nestalych [17].

2.4.1.1 lonizace elektrosprejem

ESI je obecné uskuteCnéno sprejovanim roztoku analytu, eluujiciho z kiemenné
separacni kapildry, ptes sprejovaci Spicku po vlozeni vysokého napéti. Elektrické pole
potfebné pro vznik elektrospreje je zprostfedkovano mezi Spickou sprejovaci kapilary
a protielektrody. Na konci sprejovaci kapilary dochazi k tvorbé nabitych kapicek, které maji

nadbytek pozitivniho nebo negativniho néboje (v zévislosti na mdédu sprejovani - pozitivni
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nebo negativni mod). Ionty ve vzniklych nabitych kapickach na sebe vzdjemné plsobi
elektrostatickou repulzi a pii ptrekonani hodnoty povrchového napéti dojde ke vzniku
tzv. Taylorova kuzele a tim dochazi ke sprejovani nabitého aerosolu. Nasledné se nabité
kapky aerosolu zmensuji v disledku odpafovani rozpoustédla. ZmenSovanim kapek aerosolu
se zvySuje na jeho povrchu hustota naboje a po piekroeni tzv. Rayleigovy meze stability
nastava Coulombicka exploze a tim i emise menSich vysoce nabitych kapicek, z kterych se

uvolnuji ionty do plynné faze [17]. llustrace vzniku elektrospreje je zobrazena na Obr. 7.

Susici plyn
(N2)

TaylorGv
kuzel

Zmlzovaci
plyn (N2) lonty v plynné fazi
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aerosol

Sprejovaci
Spicka

Princip tvorby iontd
v plynné fazi

+

+ +t
2.9 .

i +
+

+ 3 +"'++
+ 1+

o

+E Lt 4
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vvvvv

hlavni problémy patii pozadavek na uzavieny elektricky obvod pro elektroforetickou separaci
a elektricky kontakt pro u¢innou ionizaci nejcastéji s pomoci elektrospreje. Pracovni pufry
bézn¢ uzivané v CZE, napt. fosfatové nebo boratové, jsou kviili jejich nedostatecné t€kavosti

nekompatibilni s ESI-MS. Tyto pufry je nutno nahradit t€kavéjSimi pufry jako jsou acetatové
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nebo formiatové. Nicméné tato zména pufru miZze mit negativni dopad na kvalitu separace
[1,4].

Pii spojeni elektromigra¢nich metod s ESI-MS je k dosazeni stabilniho elektrospreje
nutna piitomnost pomocné kapaliny - tzv. sheath - flow interface. Rychlost pratoku eluatu
Z kapilary je totiz nedostatecnd — fadové desitky nl/min. Technicky je mozny i tzv. sheathless
interface napf. pomoci nanoelektrospreje, kterym se lze vyhnout fedéni analytu pomocnou
a optimalizaci [17]. Nejcast¢jsi komeréni spojeni elektromigra¢nich metod s ESI-MS se dnes
uskuteciiuje s pomoci ortogonalniho uspofadani iontového zdroje, kde je zajiSténa nejveEtsi

vytéznost transferu vzniklych iontl v elektrospreji do hmotnostniho analyzatoru (Obr. 8).

CE kapildara  Pomocna kapalina

CE inlet
Il Zmlzujici N Pomocna
plyn —m -+ kapalina

& ™\ ZmlZzujici plyn

T Vstup do

i W\ Sprejovaci 5 MS

\\\ Spicka .
S Frr Susici plyn

I

Obr. 8 Ortogonalni usporadani CE-ESI-MS s vyhodou odklonéni nenabitych balastnich latek mimo

iontovy zdroj. Prevzato a upraveno z [20].

2.4.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzétor je ¢ast instrumentace, ktera je zodpovédnd za separaci iontl
vzniklych v iontovém zdroji v plynné fazi za vakua dle jejich poméru m/z. Na hmotnostni
analyzator jsou pfivadény ionty vzniklé v iontovém zdroji. Déleni iontd dle poméru m/z Ize

doséhnout na zékladé riznych fyzikalnich principt [21]:
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» Zakiiveni drahy iontli v magnetickém nebo elektrickém poli (sektorovy analyzator).

» Ruzna stabilita oscilaci iontl kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvenéniho
stiidavého napéti — kvadrupol (Q), iontova past (IT).

» Rozdilna doba pohybu ionti v definovaném prostoru (analyzator doby letu - TOF).

» Odlisna frekvence harmonickych oscilaci (orbitrap).

» Rulzna absorpce energie pii cykloidalnim pohybu iontti v homogennim magnetickém

poli (iontova cyklotronova resonance - ICR).

Schémata principt jednotlivych analyzatorii jsou uvedeny na Obr. 9.

(A) (8)
W stupni Stérbina Prstencova elektroda

Vstupni sterblna |
Kvadrupolové tyCe

R OOE’

Vstupni koncova Vystupni koncova

elektroda elektroda
Letova frubice
(C) Lineamni detektor (D)
\ Elektroda detektoru Elektroda etektoru

\

o /
/

‘‘‘‘‘‘‘

»m . Centralni

elektroda
X
Reflektronovy  Reflektron
detektor Supravodiva
(E) (F) deska
Excitacni \
Magnet deska
| Vstupni
Letova Vystupni  deska
trubice Stérbina

», 090400

Detekéni //

deska

Obr. 9 Schematicky popis hmotnostnich analyzdtorii pro hmotnostni spektrometrii, které jsou
Vv soucasné dobé dostupné na trhu. A Kvadrupol (Q), B lontova past (IT), C Priiletovy analyzator
(TOF), D Orbitrap (OT), E Sektorovy analyzator (B), F lontovd cyklotronova rezonance (ICR).

Prevzato a upraveno z [18].
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2.4.2.1 Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupélovy analyzator se sklada ze Ctyr paralelnich tyci (nejlépe hyperbolického
prufezu). Na dvé protilehlé je vloZzeno kladné stejnosmérné napéti a na zbyvajici dvé naopak
zaporné stejnosmerné napéti. Zaroven je na vSechny tyce superponovano vysokofrekvencéni
stfidavé napéti [21].

lonty, ziontového zdroje, jsou vedeny do stiedu osy kvadrupolu, kde zacnou
oscilovat. V dany ¢asovy okamzik jsou pro ur¢ity pomér hodnot stejnosmérného napéti U
a amplitudy V stabilni pouze oscilace pro iont s ur¢itou hodnotou poméru m/z. Tento iont
projde kvadrupélem a dostane se na detektor, vSechny ostatni ionty jsou vybity na tyCich
kvadrupodlu. Plynulou zménou hodnot U a V (pfi zachovani jejich konstantniho poméru) jsou
postupné propustény na detektor vSechny ionty.

V praxi je kvadrupolovy analyzator, navzdory nizké rozliSovaci schopnosti, obliben

diky vysoké skenovaci rychlosti, jednoduchosti a nizké cené.

2.4.2.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) piedstavuje jednu z moznosti
strukturni analyzy. Principialné jde o techniku umoziujici ziskdni velkého mnozstvi
strukturnich informaci o studovanych analytech na zakladé fragmentace ionti vzniklych
viontovém zdroji. Zahrnuje tifi kroky: vybér iontu, aktivace reakce (nejcastéji kolize
S plynem) a analyza produkti. Tandemova hmotnostni spektrometrie je délena na dva typy dle
faktu, zda k tandemové analyze dochazi v prostoru (jednotlivé déje v riznych mistech) nebo
k ni dochazi v ¢ase (vSechny déje v jednom mist¢). Typickou instrumentaci pro tandemovou
MS v prostoru je trojity kvadrupol (QgQ), kde prvni kvadrupol slouzi jako selektor
prekurzorovych ionti (Qj), druhy jako kolizni cela (q2) a tfeti slouzi k analyze vzniklych
fragmenti (Qsz). Mozné jsou i kombinace kolizni cely s TOF analyzatorem nebo
se sektorovymi pfistroji. Naproti tomu je tandemova analyza v ase mozna pouze
u analyzatorti, umoznujici uchovavani ionti napf. iontova past nebo ICR [21]. Dale bude
popsan princip trojitého kvadrupolu, vzhledem k tomu, Ze toto uspotadani MS bylo pouzito

V této préaci.
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Trojity kvadrupol umoznuje méieni riznych typu skent:

l. Sken produktovych iontd:

Prvni kvadrupdl (Q1) je nastaven K selekci iontu o znamém poméru m/z hmotnosti, tento ion
je fragmentovan v kolizni cele (q2) a tieti kvadrupdl (Q3) skenuje cely m/z rozsah vzniklych

fragmentt. Z informace o fragmentaci Ize navrhnout strukturu ptivodniho iontu (Obr. 10).

4 _—

—_— — ) — B ——
S —_—

Zvolena m/z Fragmentace Sken

Obr. 10 Schéma skenu produktovych iontii. Prevzato a upraveno z [22].

1. Sken ionta prekurzoru:

Produktovy ion o uréitém poméru m/z je zvolen v Q3 a prekursory, jejichz fragmentaci
vznika zvoleny produktovy ion, jsou skenovany v Q1. Tento sken je selektivni pro ionty se

spole¢nou funkéni skupinou, odstépenou v g2 (Obr. 11).

—_— 4
—_— —0— ——
—_— S

Sken Fragmentace Zvolena m/z

Obr. 11 Schéma skenu iontii prekurzoru. Prevzato a upraveno z [22].

1. Sken neutralnich ztrat:

Kvadrupoly Q1 a Q3 skenuji spole¢né, ale s konstantnim hmotnostnim rozdilem. Sken
neutralnich ztrat dovoluje selektivni rozliSeni iontt, jejichz fragmentace v 2 vede k dané
neutralni ztraté¢ (napf. HoO, NHs). Zminény typ skenu umoziiuje identifikaci blize pfibuznych

latek ve smési (Obr. 12).

JR—— - —
—_— @ —_—
—_— ~a — -

Sken m/z = x Fragmentace Sken m/z = x-a

Obr. 12 Schéma skenu neutrdlnich ztrat. Prevzato a upraveno z [22].
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IV.  Skeniontovych reakci:

Zvoleny fragmentacni pfechod je skenovan v Q1 (matefsky ion) a Q2 (fragmentovy ion) —
SRM. V QI nebo Q2 lze zvolit vice nez jeden fragmenta¢ni piechod — MRM. Tento typ skenu
vede ke zvySeni citlivost a je vhodny pro kvantifikaci (Obr. 13).

— — —_—
N
Zvolena m/z Fragmentace Zvolena m/z

Obr. 13 Schéma skenu iontovych reakci. Prevzato a upraveno z [22].

2.4.3 lon-parova ¢inidla v analyze anionti pomoci MS
Neni prekvapenim, Ze pii analyze aniontl pomoci MS se nejcastéji vyuziva
elektrosprej v negativnim moédu. Pii analyze anorganickych a organickych aniontd pomoci
MS, Celime obecné znamym omezenim. Napiiklad malé anorganické i organické anionty
s molekulovou hmotnosti mensi nez 100 vétSinou neni schopen hmotnostni spektrometr méfit
s dostatecnou citlivosti, protoZe spadaji do oblasti zvyseného chemického Sumu. Navic malé
a velmi polarni analyty maji tendenci byt vice solvatovany a tim zlstavaji v neutralnéjsim
stiedu kapicek tvoftici elektrosprej, coZ mize vyustit k niz§im signdlim, neZ bylo ocekavano.
Je také znadmo, Ze elektrosprej v negativnim modu je vice nachylny ke koronovému vyboji nez
elektrosprej v modu pozitivnim. Koronovy vyboj vede ke zvySeni pozadi a ke snizené stabilité
sprejovani, kviili vysokému negativnimu napéti [23,24].
Existuji faktory ovliviiujici zlepSeni ionizace v pozitivnim modu, ale znacné se 1isi
vV médu negativnim. Napiiklad malé molekuly kyselé povahy, tvotici zaporn€ nabité ionty
v roztoku, se mohou v plynné fazi stat neutralni, diky reakcim se slabé zasaditymi
rozpoustédly v plynné fazi (napf. methanol, voda). Tyto slabé zasady piispivaji k protonizaci
analyti v pozitivnim modu, avSak v negativnim moddu jejich pfitomnost u¢innost ionizace
snizuje. Dusledkem je uziti rozpoustédel s vyssi protonovou afinitou, jako jsou propanol nebo
butanol pro ionizaci v negativnim modu ESI-MS [23,24]. Je tedy ziejmé, ze vyuziti
pozitivniho modu elektrospreje pro detekci aniontli po jejich pfevedeni na vhodny adukt
povede k dosazeni vyssi citlivosti detekce téchto aniontt.
Abychom byli schopni detekovat anionty v pozitivnim modu, je nutné zajistit interakci

aniontd s vhodnym ion-parovym c¢inidlem nesouci kladny naboj (PIESI-MS). Aby vznikl
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pozadovany pozitivné nabity iontovy asiociat, je nutné, aby ion-parové Cinidlo mélo vzdy
0 jeden kladny néboj vice nez analyzovany aniont (napf. pii analyze dvoumocnych aniontl je
tieba pro vznik asociatti pouzit ion-parové ¢inidlo se tfemi kladnymi naboji). Interakci aniontd
s ion-parovym ¢inidlem pak vznika adukt, ktery ma nejméné jeden pozitivni naboj. Adukt ma
také vétsi vyslednou hodnotu m/z, coz je vyhodné u aniontt s nizkou molekulovou hmotnosti,
protoze negativni ionizace neposkytuje dostate¢nou citlivost. I pro vétsi anionty vznik aduktu
znamena posun M/z k vyssim hodnotam a tim posun do oblasti mensiho Sumu pozadi [23,24].
Tento obecny princip je mozné vyuzit pro zvySeni citlivosti detekce aniontd pomoci

CZE-ESI-MS, kde lze ion-parovou interakci zajistit n€kolika zptsoby [25]:

a) ion-parové ¢inidlo se smicha se vzorkem a je nadavkovano do kapilary spole¢né (pre-
column ion-parova interakce),

b) ion-parové ¢inidlo je soucasti elektrolytu v separacni kapilafe (on-column ion-parova
interakce),

C) ion-parové c¢inidlo je do iontového zdroje pfivadéno béhem sprejovani, tj. ion-parové
¢inidlo je michano s eluatem tésné pied vstupem na sprejovaci $picku (post-column
ion-parova interakce).

V této praci byla vyuzita metodika post-column ion-parové interakce, kdy ion-parové
¢inidlo je obsazeno v pomocné sprejovaci kapaliné a je tak kontinudlné ptivadéno
do iontového zdroje a michano s eluatem vystupujicim z kapilary. Obecné schéma
experimentalniho uspofadani pro CE-ESI-MS/MS s vyuzitim post-column ion-parové
interakce je uvedeno na Obr. 14.

R-COOH

' [IPRJ*

ﬁ IPR = ion-parové cinidlo

Obr. 14 Schéma experimentalniho usporadani CE-ESI-MS/MS analyzy S vyuzitim post-column
ion-pdrové interakce.

V minulosti bylo publikovano né&kolik praci, zabyvajici se vyuzitim kationtovych ion-
parovych ¢inidel rGznych struktur pro detekci negativné nabitych iontl v pozitivnim

sprejovacim modu prostfednictvim komplexu aniontu s kationtovym ion-parovym ¢inidlem.
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Vétsina publikovanych praci vSak tento pfistup vyuziva pro zvySeni citlivosti detekce anionti

ve spojeni s LC-ESI-MS technikou, pfipadné technikou pfimého nastiiku do ESI-MS. Ptehled

dosavadnich praci, které byly doposud publikovany, je uveden v tabulce 5.

Tab 5 Prehled dosud publikovanych praci vyuzivajici reakci aniontu s i0n-pdarovym cinidlem
pro detekci aniontit v pozitivnim modu ESI-MS(MS)

Analyticka Podminky Matrice  Detekovany lon-parové Citace
technika separace vzorku analyt ¢inidlo
IC-ESI-MS Dionex lonPac  Mléko, Perchlorat Odvozené od [26]
AG16/AS16 podzemni tetraalkylamonia,
voda imidazolu a
pyrrolidinia
ESI-MS Piimy nastiik ~ Mo¢ Metabolity drog Odvozené od [27]
(glukuronidové a  trispropylfosfonia,
sulfatové) pyrrolidinia a
imidazolu
HPLC-ESI-MS  C18 Potraviny  Dicamba Odvozené od [28]
(50 mmx 2,1 (herbicid) pyrrolidinia
mm)
HPLC-ESI-MS  C18 Odpadni  Pesticidy kyselé Odvozené od [29]
(250 mm x voda povahy alkylfosfonia,
2,1 mm) pyrrolidinia a
imidazolu
HPLC-ESI-MS  Microbore Voda Nitraty, Odvozené od [26]
Cylcobond | Perchloraty, imidazolu
(250 mm x Thiokyanaty
2,1mm)
ESI-MS Piimy nastiik ~ Voda Aniontové Odvozené od [30]
surfaktanty tetraalkylamonia,
imidazolu a
pyrrolidinia
CE-ESI-MS Nepokryta Standard  Vicenasobné Odvozené od [31]
kapilara nabité anionty alkylfosfonia
CE-ESI-MS Nepokryta Standard  Thioslfaty, sulfaty Odvozené od [25]
kapilara a alkylbenzenu

benzendisulfonaty

Kromé struktury a velikosti ndboje aniontu hraje stéZejni roli pfi ion-parové interakci

i struktura pouzitého ion-parového Cinidla. Vétsinou se jedna o latky kombinujici vlastnosti

iontovych kapalin a povrchové aktivnich latek. Pfehled dosud pouzitych ion-parovych ¢inidel

je uveden v Tab. 6:
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Tab. 6 Struktury a hmotnosti vybranych dikationtii. Prevzato a upraveno z [32].

C. Hmotnost Struktura C. Hmotnost Struktura
'| 2626 H3C‘l\‘ fcrig VI 2281 /C\ ,(CHYs C A\
N ~N
HSC\/\PL(CHZ)37P+\/\ _ -
/( S CHg
A HsC (CHy)s
Il 390.6 g IX 3246 NN \LN?N
H3C\/>\P+(CH2)5P+\J:\CH
HC CHg ’
Il 446.6 H3C CH, X 188.4 . .
—N——(CHy)s—N—
H3C\/\P+_(CH2)9_P+\/\CH
HaC CHg ’
\V/ 480.6 "4 o, Xl 286.6 . | .
ch\/ﬁp‘/‘\oﬁoﬁoﬁpg\ _+_(CH2)12_T_
HqC K/CHQCW
V 424.8 HeC CHy Xl 211.2
H3C\/bp+ p)/ —N;(CHz)lz—N+AN—
o] N | \—/
VI 206.3 — X~ X 289.4 | CH,
_T_(CHz)s_P\/\CH3
CHy

Vil 234.3 N N7 N XIV 3244 —

HO |

Z uvedeného piehledu v tabulce 5 plyne, ze prace zabyvajici se spojenim CE-ESI-MS
vyuzivajici zminénou ion-parovou interakci pro detekci aniontli v kladném sprejovacim modu

je velmi malo. Pfitom je ale nutné zminit fakt, Ze elektromigracni techniky v analyze anionti
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maji oproti chromatografickym metodam né¢kolik vyhod. Jde zejména o jednoduchy
mechanismus separace aniontl, zejména podle jejich efektivnich mobilit. Neni tedy nutné
volit kolony na bdzi iontom¢enicl, €i vyuzivat reverzni stacionarni faze, které nejsou primarné
pro analyzu nabitych analyti vhodné. Vyhodou je také rychlejsi optimalizace metody, ktera se
da velmi jednoduse upravit dle konkrétnich pozadavkii. V neposledni fad¢ je také nutné
zminit, ze analyzu aniontli v CE je mozné uskutecnit i z ¢isté¢ vodného prostiedi a voda jako
rozpoustédlo zde nebude ptsobit problémy oproti chromatografii na reverznich fazich.

Spojenim CZE-ESI-MS s vyuzitim kationtovych ion-parovych cinidel je také
dosazeno vyrazné nizSich limitd detekce aniontil, coz nevyzaduje pouziti matriéné silné
zavislych on-line prekoncentra¢nich technik.

Kromé praktického dopadu, kdy je mozné provadét velmi citlivé stanoveni zejména
nizkomolekulérnich aniontl v riznych matricich je tuto techniku také mozné vyuzit ke studiu
interakci mezi anionty a ion parovymi Cinidly. V této oblasti vSak zatim nejsou zcela jasné
zavéry. Mechanismus ion-parové interakce mezi anionty a ion-parovymi Cinidly neni zcela
objasnén a zatim se poznatky opiraji o empirické zjisténi z provedenych experimentu.

V nésledujici kapitole je popsan soucasny stav poznadni mechanismu ion-parové reakce.

2.4.3.1 Mechanismus ion-parové reakce

Vzhledem k tomu, ze vznikly adukt mezi aniontem a ion-parovym c¢inidlem preferuje
rozhrani voda/vzduch, lze uvazovat rovnovazny rozdélovaci model (EPM) dle [33]. Tento
model povazuje elektrosprejem formovanou kapku za dvoufdzovy systém tvofeny povrchem
kapky a jejim vnittkem. Povrch kapky obsahuje ptebytek naboje a ma tedy vétsi afinitu
k povrchové aktivnim latkam. Vnitiek kapicky je polarni a tim padem je preferovanéjsi
malymi ionty a polarnimi molekulami. Na fazovém rozhrani dochézi k ustaveni rozdélovaci
rovnovahy pro kationtové ion-parové cinidlo, anion a vznikly komplex. Schéma vzniklé

rozdélovaci rovnovahy je zobrazeno na Obr. 15.
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Nadbytek néboje na
povrchu kapky

Obr. 15 Rovnovdzny rozdélovaci model ion-pdrové interakce v kapce, pii ionizaci elektrosprejem. D**
je dikationtové ion-pdrové cinidlo (=%, A" je nevdzany anion, DA" je komplex mezi ion-parovym
Cinidlem a aniontem. Prevzato a upraveno [32].

Déleni IPR, aniontu a komplexu mezi tyto dvé faze je nastinéno na Obr. 15. Soucasné
s tvorbou komplexu mezi ion-parovym ¢inidlem a aniontem dochazi ke zmensovani kapky.
lon-parové cinidlo ma vyssi afinitu k povrchu kapky a diky jeho hromadéni na fazovém
rozhrani dochazi ke zvySeni u¢innosti ionizace. Hromadénim ion-parového ¢inidla na povrchu
kapky dochazi k poruseni rovnovahy ion-parové ¢inidlo — anion a toto poruSeni rovnovahy
vede k dalsi tvorbé komplexu ion-parové ¢inidlo-anion ve vnitinim prostoru kapky, coz vede
K urychleni tvorby novych komplexi mezi ion-parovym cinidlem a aniontem. Kinetika
ustaveni nové rovnovahy je hnaci silou vedouci k dosazeni velmi nizkym detekcnich limitda.
Tento kineticky proces je hnaci silou pro velmi nizké limity detekce téchto systémut [32].
Tento mechanismus ion-parové reakce béhem sprejovani je navic jesté podpofen skutecnosti,
ze vice flexibilni ion-parové cinidla s vétsi povrchovou aktivitou poskytuji nizsi limity
detekce pii méfeni vzniklého komplexu mezi ion-parovym ¢inidlem a aniontem [32].
Povrchova aktivita pouzitého ion-parového cinidla tedy hraje zasadni roli pro dosazeni co
povrchova aktivita ion-parového €inidla, tim niz$i koncentraci ion-parového cinidla je nutné
pouzit, aby nedochazelo k saturaci na povrchu kapky. Zavislost odezvy aniontu na

vlastnostech ion-parového ¢inidla je zobrazena v Tab. 7
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Tab. 7 Zavislost signalu aniontu na vlastnostech 1PR [34].

Vlastnost Poznamka

Rigidita bez flexibilniho fetézce Snizeni citlivosti detekce, kvtili mensi pravdépodobnosti
tvorby povrchové aktivniho komplexu

Povrchové aktivni Lépe pronika na povrch ESI kapicky a tim snadnéji prechazi

IPR do plynné faze

Efektivni koncentrace 1-10 uM Dalsi zvySovani koncentrace vede ke snizovani odezvy,

protoze dochazi u povrchu kapky ke kompetici ¢inidla
s komplexem anion/kation

Asymetrické IPR Vice povrchové aktivni nez symetrické IPR; zvySeni odezvy
aniontu

Je také nutné poznamenat, ze komeréni dostupnost dosud studovanych ion-parovych
¢inidel je velmi mala. VétSinou se jednd o ion-parové cCinidla, které jsou syntetizovany
a studovany ve védeckych laboratofich. V této diplomové praci bylo pouzito zatim jediné

komercné dostupné dikationtové ion-parové €inidlo jehoZz struktura je uvedena na Obr. 16

HsC CH,
HsC y
\/\P:(CH2)3_P+\/\
/( S CHy
HsC

H,C

Obr. 16 Struktura dikationtového ion-pdrového cinidla pouzitého v této diplomové praci (1,3-

propandiyl-bis(tripropylfosfonium) difluorid).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy a chemikalie
3.1.1 Chemikalie
Hydroxid amonny (Sigma — Aldrich Corp., St. Louism, MO, USA)

Hydroxid sodny (Merck, Darmstadt, Némecko)

Isobutyrova kyselina [ISO] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Metakrylova kyselina [MET] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Methanol v ¢istoté¢ LC-MS (Merck, Darmstadt, Némecko)

MIlééna kyselina [LAC] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Octova kyselina (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Propionova kyselina [PROP] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Pyrohroznova kyselina [PYR] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
2-bromopropionova kyselina [2-BR] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
2-chloropropionova kyselina [2-CL] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
3-chloropropionova kyselina [3-CL] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
2-hydroxyisobutyrova kyselina [2-OH] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
2-fluoropropionova kyselina [2-F] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
2-fenylpropionova kyselina [2-PH] (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

1,3-propandiyl-bis(tripropylfosfonium) difluorid, roztok ve smési voda:methanol (1:1)
(Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

Salicylova kyselina (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
L-histidin (Sigma — Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

3.1.2 Material

Kiemenna kapilara o vnitinim praméru 75 um a celkové délce 85 cm (MicroSolv Technology
Eatontown, NJ, USA)

Polyakrylamidem pokryta kiemennd kapilara o vnitinim primeéru 50 um, celkové délce 48,5
cm a efektivni délce 40 cm (MicroSolv Technology Eatontown, NJ, USA)

Mikropipety Eppendorf Research PLUS s nastavitelnym objemem v rozsahu 20 — 1000 pm
(Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
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Stiikacky plastové — PP; objem 3 ml (B. Braum Medical Inc. Bethlehem, Melsungen,
Germany)

Mikrozkumavky, plastové — PP; objem 1,5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
Vialky sklenéné; objem 2 ml (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA)

Vialky zaklapavaci, ¢ira; objem 10 ml (Merci, Praha, Ceska Republika)

Stojan na mikrozkumavky, plastovy - PP; 80 pozic (Merci, Praha, Ceska Republika)
Syringe filtry, nylonové; 25 mm, 0,45 pm (LABICOM, s.r.0, Olomouc, Ceska Republika)

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy MS (Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)
Centrifuga MR23i (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Hmotnostni detektor QqQ Agilent MSD 6460 (Waldbronn, Némecko)

LC isokratickd pumpa Agilent 1200 a 1260 s déli¢em toku v poméru 1:100 (Waldbronn,
Némecko)

Kapilarni elektroforéza Agilent 7110 (Waldbronn, Némecko)
pH metr inoLab IDS Multi 9310P (WTW GmbH & Co. KG, Weilheim, Némecko)
Software Agilent ChemStation, Agilent MassHunter, Microsoft Excel 2010

Vyrobnik deionizované vody Millipore (Mollsheim, Francie), deionizovana voda méla
vodivost 18 MQ.cm™.

Multimetr Inolab 9310 s pH elektrodou SenTix 940 s teplotnim ¢idlem.

3.3 Priprava standardi karboxylovych Kkyselin a vzorku vina

Roztoky standard jednotlivych karboxylovych kyselin byly pfipraveny navaZenim
ptislusného standardu Kkyseliny a jeho rozpusténim Vv deionizované vod¢ na vyslednou
koncentraci 1 mg/ml. Nizsi koncentrace (kalibra¢ni roztoky jednotlivych kyselin) byly
pfipraveny fedénim standardii pfisluSné kyseliny na pozadovanou koncentraci deionizovanou
vodou. V jednom kroku nebylo fedéni veétsi nez 100-krat.

Smésny standard studovanych karboxylovych kyselin byl pfipraven smichanim
odpovidajiciho objemu standardi kyselin o koncentraci 1 mg/ml a jejich fedénim
deionizovanou vodou na pozadovanou koncentraci.

Bilé vino (Soave, Italie) bylo nejprve filtrovano pres 0,45 pum filtr a filtrat byl nasledné
25 krat fedén deionizovanou vodou. Takto fedény vzorek vina byl davkovan do kapildry

k CZE-ESI-MS analyze. V piipadé analyzy vzorku bilého vina s pomoci CZE s nepiimou
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UV-VIS detekci byl vzorek bilého vina filtrovan pies 0,45 um filtr a zfedén deionizovanou

vodou (10 x) a davkovan do kapilary.

3.4 Priprava pufru

Pufr acetat amonny pH 9,5 byl pfipraven rozpusténi pfislusSného mnozstvi octové
kyseliny v deionizované vodé a pH bylo upraveno titraci ziedénym roztokem hydroxidu
amonné¢ho ve vodé na pH 9,5. Ke kontrole pH pfi pifipravé pufru byl vyuzit pH metr,
kalibrovany na dv€é hodnoty pH standardnich kalibraénich pufrd 7,00 a 10,01.
Pufr, ktery byl pouzit pro stanoveni kyselin metodou CZE s nepiimou UV-VIS detekci byl
pfipraven navazenim a rozpusSténim kyseliny salicylové v definovaném objemu deionizované
vody, tak aby vznikl roztok o koncentraci 10 mmol/l. Tento roztok byl poté titrovan na pH 4,5

L-histidinem.

3.5 Priprava pomocné sprejovaci kapaliny

Pomocna sprejovaci kapalina o slozeni methanol : deionizovana voda (50:50, v/v)
s pfidavkem ion-parového cinidla (1,3-propandiyl-bis(tripropylfosfonium) difluorid) byla
pfipravena smichanim odpovidajicich objemii methanolu a deionizované vody. Nakonec byl
do této smési piidan odpovidajici objem roztoku ion-parového cinidla, aby jeho vysledna
koncentrace byla 20, 40, 60, 80 a 100 umol/l. Pomocna sprejovaci kapalina byla ptipravena

kazdy den Cerstva.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Volba experimentalniho pFistupu pro nalezeni vhodnych podminek ion-parové
interakce

Stézejni vliv na velikost signalu komplexu vzniklého mezi kationtovym ion-parovym
¢inidlem a studovanymi anionty ma koncentrace ion-parového Cinidla v pomocné sprejovaci
kapaling, pritok pomocné sprejovaci kapaliny, koncentrace a slozeni pouzitého pufru a dale
podminky v hmotnostnim analyzatoru zejména kolizni energie. Pro kazdou studovanou
karboxylovou kyselinu byl zvlast proméfen vliv jednotlivych parametri na plochu piku.
Me¢éteni bylo provadéno v SRM modu, pfi¢emZ monitorovan byl vzdy pfechod odpovidajici
fragmentaci vzniklého komplexu mezi IPR a odpovidajici karboxylovou kyselinou.
Monitorovan pak byl pomér m/z = 187,1 odpovidajici jednou nabitému fragmentu pouzitého
ion-parového ¢inidla.

Me¢teni bylo provedeno s pomoci postupu, kdy byl za sebou opakované 4krat
davkovan vzorek obsahujici studovanou karboxylovou kyselinu (o koncentraci 10 mg/l)
pfi¢emz mezi jednotlivymi davkovanymi zénami kyselin byla vzdy davkovana zona pufru.
Po nadavkovani ¢tyf zon vzorku bylo vlozeno separacni napéti. Béhem jediné analyzy tak
byly ziskdny 4 odezvy (piky) pro dany studovany parametr. Vyhodou tohoto pfistupu bylo, Ze
vysledky byly ziskdny za konstantnich podminek v kratkém case. Zejména jde o stabilitu
podminek elektrospreje. Navic experimentalné bylo zjiSténo, Ze rozdil mezi davkovanim vice
zon analytu se vzdjemné oddélenymi pufrem a opakovanou analyzou analytu neni statisticky
vyznamny.

Piiklad rekonstruovaného elektroferogramu analyzy ¢ty po sobé davkovanych zon

metakrylové kyseliny je na Obr. 17.
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Obr. 17 Rekonstruovany SRM elektroferogram separace ¢tyi naddavkovanych zén kyseliny metakrylové
se spacerem pufru. Podminky méreni: Separacni napéti +25 kV, délka kapilary 85 cm, primer
kapilary 75 um, davkovani 30 mbar/5s, pomocna kapalina voda/methanol (50:50; v/v) s pridavkem
60umol IPR, 0,6 mL/min, ESI: tlak pomocného plynu 10 psi, teplota pomocného plynu 200 °C, kolizni
energie 25 eV, vzorek metakrylové kyseliny 10 mg/l.

4.1.1. Vliv sloZeni pufru na ion-parovou reakci

Pro ionizaci elektrosprejem je nutné, aby pouzity pufr pro CZE separaci byl t€kavy.
V souladu s timto pozadavkem byl jako pufr vybran acetat amonny pH 9,5. Casta alternativa
tohoto pufru ve form¢ formiatu amonného v tomto piipadé nemohla byt studovana, protoze
formiadt komplexuje se studovanym ion-parovym cinidlem za tvorby komplexu s vétsi
konstantou stability nez acetat. Formiat by tedy hral roli konkuren¢niho aniontu a uc¢innosti
ionizace s vyuzitim ion-parové interakce by tak byla vyrazné nizsi nez v piipad¢ acetatu [35].
Alkalické pH 9,5 bylo zvoleno s ohledem na podminky migrace studovanych organickych
kyselin v nepokryté kiemenné kapilare. Pti pH 9,5 je velikost mobility elektroosmotického
toku vétsi nez jsou efektivni mobility jednotlivych kyselin a 1 kdyz kyseliny ve formé anionti
maji tendenci migrovat ke kladné nabité elektrod¢, silngjsi elektroosmoticky tok je undsi
smérem k zaporné nabité elektrodé, pii které je umistén iontovy zdroj hmotnostniho

spektrometru.
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Vliv iontov¢ sily pufru byl studovan v rozmezi koncentraci 5-50 mM acetatu. Nejvyssi
ucinnosti ionizace a tedy nejvyssi plochy poskytoval acetatovy pufr o koncentraci 5 mM.
Pouziti niz§i koncentrace pufru také snizuje pravdépodobnost kompetice acetatu s analytem

pii ionizaci v iontovém zdroji a disledkem je vyss$i intenzita signalu analytu.

4.1.2 Studium vlivu kolizni energie

Pro kazdou karboxylovou kyselinu byla optimalizovana kolizni energie
fragmentacniho ptfechodu v SRM moddu (fragmentovan byl vzdy vznikly komplex ion-
parového ¢inidla s pfislusnou kyselinou). Experimentalné bylo zjisténo, ze fragment
s pomérem m/z = 187,1 je jedinym majoritnim fragmentem pii fragmentaci komplexu kolizi
indukovanou disociaci (CID). Produktovy ion m/z = 187,1 pochazi ze §tépeni ion-parového
¢inidla. Tento produktovy ion je tedy pro vSechny studované kyseliny spole¢ny. U
karboxylovych kyselin obsahujici jako substituenty Br a Cl (obsahujici izotopy) bylo nutné
nastavit pfi skenovani v prvnim kvadrupdlu rozliSeni ,,widest®, tim se rozliSeni zvysilo z 70%
FWHM (plna Sitka v polovin€é vysky) na 250% FWHM. Fragmentaéni ptfechody spolu
s nejlepSimi nalezenymi koliznimi energiemi jsou uvedeny v tabulce 8. Byla vybrana vzdy
kolizni energie, kdy byla plocha odpovidajici fragmentovému iontu m/z = 187,1 nejvyssi.

Tab.8 Fragmentacni prechody komplexii kyselin s ion-parovym cinidlem a jejich optimalizované
kolizni energie.

Kyseliny Mr Prekurzor tm tm A Produktovy Kolizni
(m/2) RSD [%] RSD ion energie
[M+IPR] [9%6] (m/z2)? [eV]
PROP 74,1 435,6 7,0 1,8 2,8 10
PYR 88,1 449,6 8,6 0,5 2,8 20
LAC 90,1 451,5 6,5 1,3 3,2 10
MET 86,1 447,6 6,3 4,1 3.8 10
ISO 88,1 449,6 7,3 0,2 29 15
2-OH 104,1 465,7 8,6 0,7 2,8 187,1 10
2-CL 108,5 469,2 79 0,9 3,3 10
3-CL 108,5 469,2 8,6 0,5 2,7 15
2-F 92,1 453,6 7,8 2,5 2,2 10
2-BR 152,9 514,5 7,4 1,0 2,5 20
2-PH 150,2 511,7 7,1 0,2 3,0 20

3

w\ﬁp/ miz= 187.1

Z uvedenych vysledka v tabulce 8 je patrné, Ze pro fragmentaci vétSiny vzniklych
komplexii mezi studovanymi kyselinami a ion-parovym c¢inidlem je postacujici kolizni
energie 10 eV. Pouze fragmentace vzniklého komplexu mezi pyruvatem, isobutyratem,
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3-chloropropionatem, 2-bromopropionatem a 2-fenylpropionatem s ion-parovym c¢inidlem
byla potteba vyssi kolizni energie. Zajimavym vysledkem je srovnani optimalnich koliznich
energii pro a-halogenderivaty propionové kyseliny. Kolizni energie roste v fadé 2-F > 2-Cl >
2-Br. Lze tedy usuzovat, Ze s klesajici elektronegativitou halogenu v alfa poloze roste sila

interakce mezi a-halogenpropionovou kyselinou a pouzitym ion-parovym ¢inidlem.

4.1.3 Studium vlivu koncentrace ion-parového ¢inidla v pomocné sprejovaci kapaliné

Vliv koncentrace ion-parového ¢inidla na komplexaci S analytem a tim ovlivnéni
ucinnosti ionizace byl diskutovan jiz diive. Vyslednd koncentrace IPR byla pfipravovana ve
smési voda - methanol (50:50, v/v). ZTab. 9 plyne, Ze nejvétsi odezvu dava vétSina
studovanych karboxylovych kyselin pifi koncentraci ion-parového c¢inidla 60 pmol/l.
U karboxylovych kyselin (propionat, laktat a metakrylat), které poskytuji vétsi odezvu pfi
vysSich koncentracich IPR, neni rozdil nikterak markantni. Pro dal$i optimalizaci metody,
byla tedy kompromisné zvolena koncentrace 60 pmol/l ion-parového ¢inidla v pomocné
kapaling¢.

Tab. 9 Zavislost intenzity signdlu vyjadieného jako plocha piku na koncentraci IPR v pomocné
kapaliné (n = 4).

Kyselina 20 [umol/I] 40 [pmol/I] 60 [pmol/L] 80 [umol/L] 100 [umol/L]
Plocha RSD Plocha RSD Plocha RSD Plocha RSD  Prumér RSD
() (%) () () () (%) () (%) __ ploch (%)
PROP 980,0 3,2 1363,0 5,2 1572,4 3,2 1729,5 4,0 17275 42
PYR 41250 8,9 47840 6,4 4897,5 6,3 2611,8 6,0 5017,8 9,7
LAC 16565 7,1 1668,3 6,2 1829,3 6,9 1839,6 7,3 1808,0 12,1
MET 59952 2,7 77974 0,6 9028,0 0,9 9098,0 2,2 9578,4 53
ISO 11676 2,9 2008,2 1,7 2513,2 1,9 2361,4 57 3013,2 25
2-OH 3486,8 6,1 3112,3 6,5 2966,7 6,2 2966,0 6,3 2752,0 7,6
2-CL 73888 7,5 68920 6,8 5184,6 8,6 3960,4 9,6 3960,4 9,6
3-CL 71558 4,9 78365 4,2 5251,0 4,1 5201,0 4,3 6189,0 6,9
2-F 5369,3 7,1 64085 5,8 5937,8 6,3 3935,8 7,5 6314,8 8,5
2-BR 35210 7,3 34818 4,4 2515,8 6,3 2502,8 57 6189,0 7,0
2-PH 15527,3 54 144165 2,9 13752,8 4,1 13501,8 3,8 12803,3 5,3

4.1.4 Studium vlivu teploty a tlaku zamlZujiciho plynu

Jako pomocny plyn byl vyuzit dusik, jehoz pritok byl nastaven na 10 1/min. Tlak
pomocného plynu byl testovan v rozmezi 1 — 30 psi (6,894 kPa — 206,842 kPa). Teplota
pomocného plynu byla testovana od 175 — 275 °C. Ani jeden z parametrii nemél vyznamny
vliv na intenzitu signalu v SRM moddu. Pro dal$i méfeni byly tedy zvoleny nasledujici

parametry: tlak zmlzujiciho plynu — 10 psi a teplota zmlzujiciho plynu — 200 °C.
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4.1.5 Vliv sprejovaciho napéti

Vliv sprejovaciho napéti na intenzitu signalu pfi ionizaci v pozitivnim moédu byl

sledovan v intervalu 3,50 kV — 5,25 kV (napéti bylo vzdy zvyseno o 0,25 kV). Zavislosti

dokumentujici vliv sprejovaciho napéti na plochu piku pro studované karboxylové kyseliny

jsou na Obr. 18, 19 a 20. Vétsina karboxylovych kyselin méla nejvyssi odezvu (plochu piku)

pii sprejovacim napéti 4,75 kV a 5 kV. Jelikoz ziskané odezvy pti téchto hodnotach jsou

velice podobné a pii zvazeni faktu, ze hodnota 5 kV je pro pfistroj hrani¢ni, ¢imz mize byt

negativné ovlivnéna zivotnost iontového zdroje, bylo pro dalsi ucely zvoleno sprejovaci

napéti 4,75 kV. Relativni smérodatné odchylky se pohybovaly v rozmezi 0,23 — 8,26%.
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Obr. 18 Zavislost intenzity signdlu metakryloveé,

propionové, 2-Chloropropionové a 2-

bromopropionové kyseliny vyjadreny jako plocha piku na sprejovacim napeti. Podminky méreni:
Separacni napéeti +25 kV, délka kapilary 85 cm, primér kapilary 75 um, davkovani 30 mbar/3s,
pomocna kapalina voda/methanol (50:50; v/v) s pridavkem 60umol IPR, 0,6 mi/min, ESI: tlak
pomocného plynu 10 psi, teplota pomocného plynu 200 °C, vzorky prislusnych kyselin o ¢ = 10 mg/l
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Obr. 19 Zavislost intenzity signalu pyrohroznove,
propionové kyseliny vyjadreny jako plocha piku na sprejovacim napéti. Podminky méreni: Separacni
napeti +25 kV, deélka kapilary 85 cm, primeér kapilary 75 um, davkovani 30 mbar/5s, ESI: pomocna
kapalina voda/methanol (50:50; v/V) s pridavkem 60umol IPR, 0,6 ml/min, tlak pomocného plynu 10
psi, teplota pomocného plynu 200 °C, vzorky prislusnych kyselin o ¢ = 10 mg/I.
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Obr. 20 Zavislost intenzity signdlu 2-fluoropropionové, 2-hydroxypropionové a isobutyrové kyseliny
vyjadieny jako plocha piku na sprejovacim napéti. Podminky méreni: Separacni napéti +25 kV, délka
kapilary 85 cm, priameér kapilary 75 um, davkovani 30 mbar/5s, ESI: pomocnd kapalina
voda/methanol (50:50; vIV) s pridavkem 60umol IPR, 0,6 m/min, tlak pomocného plynu 10 psi, teplota
pomocného plynu 200 °C, vzorky prislusnych kyselin o ¢ = 10 mg/I.

4.1.6 Vliv pratoku pomocné sprejovaci kapaliny

Zavislost prutoku pomocné kapaliny na intenzit€¢ signdlu byla optimalizovdna
s pomoci vybranych kyselin (pyrohroznova k., 2-chlorpropionova k. a mlécna k.). Z Obr. 21
je patrné, ze nejvhodnéjsim pritokem je 1.0 pl/min. Hodnoty RSD opakovanych méteni pro

studované prutoky jsou srovnatelné pro jednotlivé studované kyseliny a dany pritok.
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% 15000 - I I m pyrohroznova kys.
5 i
o .
w 10000 - m mlécéna kys.
8
S 5000 -
2
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Pratok plynu pl/min

Obr. 21 Zavislost intenzity signdlu vyjadreny jako plocha piku na pritoku pomocné kapaliny.
Podminky méreni: Separacni napéti +25 kV, délka kapilary 85 cm, primeér kapilary 75 um, davkovani
30 mbar/5s, sprejovaci napéti 4,75 kV, pomocnd kapalina voda/methanol (50:50; vIV) s pridavkem
60umol IPR, ESI: tlak pomocného plynu 10 psi, teplota pomocného plynu 200 °C, vzorky prislusnych
kyselin o ¢ = 10 mg/I.
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4.1.7 Davkovani vzorku

Vliv davkovani vzorku na ucinnost piku studovanych karboxylovych kyselin
a intenzitu signalu byla testovana na kyselin€ propionové rozpusténé v deionizované vodeé (c
= 10 mg/l). Pfedpokladem pro tento experiment bylo, ze ostatni studované karboxylové
kyseliny budou poskytovat podobné vysledky. Z tohoto divodu byla vybrana propionova
kyselina jako modelovy analyt. Tab. 10 ukazuje, jak se zvySujicim se davkovanim roste
plocha piku analytu. Tento trend je ale doprovazen snizujici se uUcinnosti, kterd souvisi
s roz§ifovanim zény analytu ($itka piku pti zédkladng). Cim delsi zona vzorku je davkovana,
tim niz§i je migracni ¢as kyseliny propionové. Nejvhodnéj$im ddvkovanim bylo kompromisné
zvoleno 100 mbar/15s. Jak lze vidét na Obr. 22, pti tomto davkovani je nejvyhodné&jsi pomér
mezi intenzitou signalu a G¢innosti.

Tab. 10 Viiv davkovani na ucinnost piku propionové kyseliny a intenzitu signalu vyjadreného jako
plocha piku propionové kyseliny.

Davkovani Plocha Migraéni ¢as  SiFka piku p¥i zakladné Utinnost
[mbar/s] O] (min) (min) )
5 4870 6,75 0,31 7585,85
10 9285 6,62 0,32 6847,56
15 13045 6,41 0,33 6036,82
20 17426 6,09 0,43 2930,42
25 23137 5,79 0,45 2900,95
25000 -
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2
S 15000 - —o— Plocha piku
©
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o 1 o
5000 - «
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Obr. 22 Viiv davkovani na ucinnost a intenzitu signdlu vyjadreného jako plocha piku. Podminky
meéreni: Separacni napeti +25 kV, délka kapilary 85 cm, priomér kapilary 75 um, sprejovaci napeti
4,75 kV, pomocna kapalina voda/methanol (50:50; v/v) s pridavkem 60 umol/l IPR, ESI: tlak
pomocného plynu 10 psi, teplota pomocného plynu 200 °C, vzorek propionové kyseliny o ¢ = 10 mg/I.
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4.1.8 Shrnuti optimalnich podminek

Byly optimalizovany CZE-ESI-MS/MS podminky pro separaci a hlavné detekci
studovanych karboxylovych kyselin v pozitivnim modu po jejich interakci s dikationtovym
ion-parovym c¢inidlem, které bylo pfivadéno do nebulizéru jako soucast pomocné sprejovaci

kapaliny. Shrnuti nalezenych nejlepsich podminek je uvedeno v Tab. 11.

Tab. 11 Shrnuti optimalnich podminek pro CZE-ESI-MS/MS.

Parametr Hodnota
Pufr 5 mM acetat amonny o pH 9,5
Davkovani vzorku 100 mbar/15s
Separaéni napéti +25kV
Sprejovaci napéti +4,75 kV
Tlak zmlZzujiciho plynu 10 psi
Teplota zmlzujiciho plynu 200°C
Pritok pomocné kapaliny 1 uL/min
Slozeni pomocné kapaliny voda/methanol (50:50; v/v) s ptfidavkem

60 umol/l IPR

Detekce negativné nabitych karboxylovych kyselin v pozitivnim médu ESI-MS/MS je
velmi vyhodnou alternativou ke konvenénimu zpusobu detekce kyselin v negativnim maddu,
kdy se jako pomocné sprejovaci kapalina vyuziva smér organického rozpoustédla (nejCastéji
methanolu nebo isopropanulu) svodou s pfidavkem hydroxidu amonného. Tento zptisob
detekce, ale poskytuje vyssi detekéni limity a predstavuje tak jisté omezeni pro analyzu
nizkych koncentraci karboxylovych kyselin v rliznych vzorcich.

Byla provedena c¢aste€na validace vyvinuté metody a odhadnuty hodnoty limitd
detekci (LOD) a kvantifikaci (LOQ) studovanych karboxylovych kyselin. Ziskané hodnoty
LOD
a LOQ pro detekci kyselin v pozitivnim médu pak byly srovnany s hodnotami LOD a LOQ

pro konvenc¢ni negativni moéd. Vysledky jsou uvedeny v nésledujici kapitole.

4.2 Caste¢na validace stanoveni karboxylovych Kyselin v pozitivnim ionizaénim médu
Stanoveni LOD a LOQ analytli bylo provedeno za optimalizovanych podminek,
uvedenych vySe. Pfed stanovenim LOD a LOQ byl nejprve ur€en linearni dynamicky rozsah

pro jednotlivé karboxylové kyseliny.
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Linearni dynamické rozsahy pro jednotlivé kyseliny jsou uvedeny v nasledujicim seznamu:

(i) mlé¢na kyselina (0,1-10 mg/l);

(i)  2-hydroxyisobutyrova a izobutyrova Kyselina (0,025-10 mg/l); metakrylova
(0,0125-10);

(ili)  pyrohroznova, 2-fenylpropionova, 3-chloropropionova, 2-bromopropionova,
a propionova kyselina (0,01-10 mg/l);

(iv)  2-fluoropropionova kyselina (0,005-10 mg/l);

(v) 2-chloropropionova (0,001-10 mg/l).

V pozitivnim sprejovacim modu S vyuzitim ion-parového ¢inidla byl LOD stanoven

v softwaru Microsoft Excel 2010 z kalibra¢nich kfivek analyti s pomoci vztahu (12):

35,4

LOD = =* (12)

kde s, je smérodatna odchylka posunuti kalibra¢ni kiivky a K je smérnice kalibra¢ni kiivky.

LOQ pak byl vypocitan podle obdobného vztahu (13):

L0Q = 1‘;ja (13)

Pro srovnani byly v negativnim sprejovacim modu stanoveny LOD a LOQ piimou
metodou do viditelné odezvy. Podminky CZE-ESI-MS v negativnim modu byly stejné
jako pti analyze v mddu pozitivnim s vyjimkou: sprejovaciho napéti (-3,5 kV), sloZeni
pomocné kapaliny (voda + methanol s pfidavkem NHj v/v/v; 50/49,5/0,5), méfeni bylo
provadéno v SIM modu a napéti fragmentoru (napéti na protielektrodé pii sprejovani).

Nejvhodnéjsi napéti fragmentoru bylo 50 V.

Pfi negativni ionizaci nema smysl méfit v MRM moédu, protoZe vétSina studovanych
kyselin ma velmi nizkou molekulovou hmotnost a jejich kolizi indukovanou disociaci by
vznikaly fragmenty, které pii méfeni v MRM moddu spadaji do oblasti vysokého chemického

Sumu a citlivost by se oproti SIM modu nezvysila.
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Tab. 12 Castecna validace ion-parové CE-ESI-MS/MS metody pro stanoveni karboxylovych kyselin.

Analyt Regresni kiivka Korela¢ni LOD? LOQ? LOD" LOQ"
(y=ax+Dh) koeficient | [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Smérnice Posunuti
PROP | 1679,44,13+30,58 -5,12+7,84 0,99 14 47 100 333
PYR 10647,13£1600,72 | 103,18+103,74 0,98 29 97 500 1667
LAC 1970,90+31,38 43,85+20,33 0,99 30 103 500 1667
MET 1655,354+20,31 15,37+5,11 0,99 9 31 50 167
1SO 3251,06+27,75 11,13+7,11 0,99 6 22 100 333
2-OH 2029,74+43,95 -31,52+11,27 0,99 17 56 10 33
2-CL 11347,09+347,12 51,98+17,44 0,99 5 15 250 833
3-CL 3901,98+16,69 11,078+4,23 0,99 3 11 1000 3333
2-F 1656,14+29,55 45,33+6,77 0,99 41 2,5 250 833
2-BR 2468,56+55,14 77,31£12,65 0,99 15 51 250 833
2-PH 5160,05+147,59 3,09+37,81 0,99 22 73 50 167

a) pozitivni mod ESI
b) negativni méd ESI

Z tabulky 12 plyne, ze pozitivni mod ionizace karboxylovych kyselin s vyuzitim ion-
parového ¢inidla pii CZE-ESI-MS/MS analyze vede K vyznamné niz§im hodnotam LOD.
Nejvyssi zlepSeni citlivosti bylo dosazeno pro kyselinu 3-chloropropionovou (333krat lepsi
citlivost oproti negativni ionizaci), coz potvrzuje jiz publikovanou teorii, Ze nejvyssi afinitu
ma ion-parové cCinidlo k molekuldm obsahujici chlor. Podrobnéjsi diskuze vztahu mezi
strukturou karboxylové kyseliny a ucinnosti ionizace vzniklého komplexu s ion-parovym
¢inidlem je uvedena v nasledujici kapitole.

Pro ilustraci zvyseni citlivosti jsou na Obr. 23 zobrazeny rekonstruované elektroforegramy
pro pyrohroznovou kyselinu méfenou ve ttech riznych modech (SIM mod negativni ionizace,
SIM mdéd pozitivni ionizace komplexu pyrohroznova kyselina — ion parové ¢inidlo a SRM

komplexu pyrohroznova kyselina — ion parové ¢inidlo v pozitivnim modu).
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Obr. 23 Rekonstruované elektroferogramy kyseliny pyrohroznové mérené ve tirech maodech
a) negativni ionizace SIM molekuldrniho iontu [M-H], b) pozitivn{ ionizace SIM komplexu [M+IPR]"
C ) pozitivni ionizace SRM rozpadu komplexu [M+1PR]", kde M predstavuje pyrohroznovou kyselinu,
koncentrace pyrohroznové kyseliny 10 mg/I.

4.3 Vliv substituenti karboxylovych Kyselin na i¢innost ionizace v pozitivnim médu
Nejprve je dulezité zminit, Ze souCasna literatura neposkytuje blizsi ndhled na vliv
substituentu analytu na ionizaci vzniklého komplexu s ion-parovym cinidlem. Uvedené
zavery jsou tedy hypotézy a empirické zavéry, které vyplyvaji s dosazenych vysledkt. Lze
predpokladat, ze odlisné substituenty maji rizny vliv na solvataci analytu a samoziejm¢ také
acidobazickou rovnovéhu karboxylové skupiny studovanych kyselin. Solvatace samotné
kyseliny a vzniklého komplexu mezi kyselinou a ion-parovym ¢inidlem hraje roli hlavné pfi
sprejovani a tedy je nutné vzit do tivahy i1 d¢je probihajici v plynné fazi pfi sprejovani. Naproti
tomu, komplex mezi studovanou kyselinou a ion-parovym c¢inidlem vznika uz v kapalné fazi,

takze na vysledné Gc¢innosti ionizace se podili déje probihajici jak v kapalné tak v plynné fazi.
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Cim je analyt vice solvatovan (napf. obsahuje-li stericky pfistupnou hydroxylovou
skupinu), tim spise je zadrzovan v neutralnéj$im stiedu kapicky pii sprejovani a jeho ionizace
je potlacena. Mensi solvatace ma opacny efekt a tudiz podporuje ionizaci analytu. Klicovou
roli také hraje povrchova aktivita analytu a hlavné povrchova aktivita vzniklého komplexu
mezi ion-parovym ¢inidlem a kyselinou.

Vezme-li v Givahu ionizaci aminokyselin, U¢innost ionizace roste ve sméru glycin, alanin,
fenylalanin [37]. S rostoucim hydrofobnim fetézcem aminokyselin se zvySuje jejich
povrchova aktivita.

Nejdiive porovnejme ucinnosti ionizace laktatu, pyruvatu a metakrylatu (Obr. 24).

OH OH OH
HBC)\H/OH < OA\H/OH < H2(;2\“/OH
0} (0] (o}
Laktat Pyruvat Metakrylat

Obr. 24 Srovndni ucinnosti ionizace (vyjddrend jako plocha piku odpovidajici kyseliny) v pozitivnim
médu s i0n-parovym cinidlem pro laktat, pyruvdt a metakrylat.

Hydroxylova skupina laktatu je v porovnani s keto- a methylenovou skupinou nejvice
solvatovana a proto ma laktit z uvedené trojice kyselin nejniz§i odezvu a tedy nejnizsi
ucinnost ionizace. Pyrohroznova kyselina ma keto skupinu v konjugaci s —COOH, coz
zpusobuje jeji mens$i solvataci a lepsSi UCinnost ionizace. Nejvyssi odezvu ma kyselina
metakrylova, kde je methylenova skupina také v konjugaci s karboxylovou skupinou, takze
dochazi ke sniZeni solvatace. Navic je zde dvojnd vazba mezi uhliky s mens$im dip6lovym

momentem a tim 1 stupen solvatace se déle snizi.

Obdobné zaveéry lze uvést i pro dalsi trojici karboxylovych kyselin (Obr. 25).

- /OH CIH3 OH
LIS
/\/OH < ! C/\/OH < y 02\/0H
e | oo “
0 0 0
2-Hydroxyisobutyrat Isobutyrat Metakrylat

Obr. 25 Srovndni ui¢innosti ionizace (vyjadrend jako plocha piku odpovidajici kyseliny) v pozitivaim
médu s 10n-parovym cinidlem pro 2-hydroxyisobutyrdt, isobutyrdt a metakrylat.
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V piipadé halogen derivatl propionové kyseliny (Obr. 26) hraje roli hustota naboje na

jeho povrchu a velikost atomu.

Cl
CH, CH, CHy

| on
] /\\|/0H < WL L__on < & /\|/0H
0 0 (U
2-Fluoropropionat 2-Bromopropionat 3-Chloropropionat 2-Chloropropionat
Obr. 26 Srovndni ucinnosti ionizace (vyjadrend jako plocha piku odpovidajici kyseliny) v pozitivnim

modu s 10N-pdarovym  cinidlem pro  2-fluoropropiondt, 2-bromopropiondt, 3-chloropropionadt
a 2-chloropropionat.

Fluor ma obecné nejvyssi elektronegativitu, na malém povrchu atomu je vysoka
hustota ndboje. Tento fakt zplsobuje znacnou solvataci fluoru a proto mé nejnizsi odezvu.
Oproti tomu brom je vétsi atom, na kterém je naboj 1épe rozprostien a hustota naboje je tedy
vyrazné mensi (mensi solvatace). Lze predpokladat, ze odezva 2-CL a 3-CL m¢la byt mezi 2-
F a 2-BR, ale ptekvapivé 2-CL ma jednoznacné v pozitivnim modu nejvyssi odezvu ze vSech
testovanych karboxylovych kyselin. Poloha chloru v 2-CL a 3-CL vyrazné ovliviiuje odezvu.
2-CL ma oproti 3-CL hydrofobni methylovou skupinu, ktera zvysSuje povrchové aktivni
vlastnost kyseliny (polarni a nepolarni ¢ast).

Poslednim pfipadem je pfitomnost aromatického kruhu (Obr. 27).

[
CH, OH
‘\\/OH < il ‘ \L|/
| >
(0]
Propionat 2-Fenylpropionat

Obr. 27 Srovnani ucinnosti ionizace (vyjadiend jako plocha piku odpovidajici kyseliny) v pozitivaim
médu s i0n-parovym cinidlem pro propiondt a 2-fenylpropionat.

Hydrofobni charakter fenylu snizuje solvataci molekuly. 2-Fenyllaktdt poskytuje

druhou nejvyssi odezvu ze vSech karboxylovych kyselin.
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4.4 Aplikace vyvinuté metody na realny vzorek

Vyvinutd metoda CZE-ESI-MS/MS analyzy karboxylovych kyselin s vyuzitim
pozitivniho sprejovaciho moédu byla aplikovana na redlny vzorek bilého vina — stanovené
kyseliny mlé¢né a pyrohroznové. Navic pro ovéfeni spravnosti metody byly ziskané vysledky
porovnany s metodou stanoveni mlécné a pyrohroznové kyseliny ve stejném vzorku bilého
vina s vyuzitim CZE s nepfimou UV/VIS detekei.
Podminky pro stanoveni kyseliny mlééné a pyrohroznové s vyuzitim CZE s nepiimou
UV/VIS detekei byly nasledujici:

Pracovni elektrolyt 10 mM salicylat/L-HIS pH 4.5, délka kapilary 33,5 cm; separacni
napéti -25 kV; polyakrylamidem pokryta kapilara, davkovani 100 mbar/5s; vinova délka 238
nm; piistroj Agilent CE 7100.Vzorek vina byl pfed analyzou filtrovan pies 0,45 pum filtr
a zfedén deionizovanou vodou (25x). Kvantifikace obou kyselin byla uskuteénéna pomoci
metody standardniho pfidavku (celkem tfi standardni ptidavky). Pokryté kapilara byla v tomto
pfipad¢é vyuzita pro eliminaci elektroosmotického toku, tak aby separace karboxylovych
kyselin mohla probihat v mirn¢ kyselém pH.
Elektroferogram separace pyrohroznové a mlécné kyseliny s vyuzitim CZE s nepiimou

UV-VIS detekei je na Obr. 28

mAU

absorbance

pyrchroznova
kyselina

miégné
kyselina

0.5 1.0 15 20 2.5 3.0 min
migraéni das

Obr. 28 Elektroferogram separace standardi pyrohroznové a miécné kyseliny. Podminky: 10 mM
salicylat/L-His, pH 4.5, davkovani 100 mbar/5s, U = -25 kV, koncentrace 50 mg/I.
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Stejny vzorek bilého vina byl proméfen i s vyuzitim CZE-ESI-MS/MS metody vyuzivajici

ion-parovou interakci. Rekonstruovany MRM elektroferogram je na Obr. 29.
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Obr. 29 Rekonstruovany MRM elektroferogram separace pyrohroznové a mlécné kyseliny. Podminky
analyzy jsou uvedeny v Tab. 11

Vysledky srovnani metody CZE-ESI-MS/MS v pozitivnim moédu ionizace a CZE
s nepiimou UV/VIS detekci jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 13 Stanoveni kyseliny mlécné a pyrohroznové v bilém viné pomoci CE-ESI-MS/MS a nepiimou
CE-UV/VIS.

Analyt  CE-ESI-MS/MS ARrsp Nepfima Arsp
[mg/L] [%0] CE-UV/VIS [96]
[mg/L]
PYR 42,9 2,6 42,3 2,1
LAC 1063,4 3,7 886,9 2,3

Ob¢ metody pfinesly, pi1 kvantifikaci kyseliny mlécné a pyrohroznové, obdobné

vysledky. Ziskané hodnoty kyseliny mlécné ve vin¢ koresponduji s literaturou [38].
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5 Zavér

Byla studovana moznost vyuziti ion-parového ¢inidla  [(1,3-propandiyl-
bis(tripropylfosfonium) difluorid] pro ionizaci vybranych karboxylovych kyselin v pozitivnim
modu elektrospreje. Ziskané zavery a poznatky pak byly vyuzity pro vyvoj metody CZE-ESI-
MS/MS separace karboxylovych kyselin s detekci v kladném ionizacnim médu. Prezentovana
metoda umoziuje citlivéjsi stanoveni karboxylovych kyselin oproti stavajicimu konvencnimu
zpusobu analyzy, kde ionizace karboxylovych kyselin probihd v negativnim moédu. Nejvyssi
zlepSeni citlivosti bylo dosazeno pro kyselinu 2-chloropropionovou (333 krat nizs§i LOD
oproti negativni ionizaci). Naopak nejméné byla citlivost zvySena u 2-fluoropropionové
kyseliny (2,5 krat niz§i LOD oproti negativni ionizaci). S vyuzitim ion-parové interakce
a detekce v pozitivni modu se limity detekci studovanych kyselin pohybovaly v desitkach
ng/ml.

Vyvinuta metoda CZE-ESI-MS/MS separace a detekce vybranych karboxylovych
kyselin byla aplikovana na analyzu mlécné a pyrohroznové kyseliny ve vzorku bilého vina.
Ziskané vysledky pak byly navic porovnany s vysledky ziskanymi metodou CZE s neptimou
UV-VIS detekci. Ob& metody poskytovaly srovnatelné vysledky.

Kromé praktické aplikace vyvinuté metody byla provedena i pilotni studie vlivu
struktury karboxylové kyseliny na 0c¢innost ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu

S vyuzitim ion-parového Cinidla.
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7 Seznam zkratek

CID Kolizi indukovana disociace
CZE Kapilarni zénova elektroforéza
DESI Desorpcni elektrosprej

EOF Elektroosmoticky tok

EPM Rovnovazny rozdélovaci model
El Elektronové ionizace

IC Ionexova chromatografie

ICR Iontova cyklotronova rezonance
IPR lon-parové ¢inidlo

ISO Isobutyrova kyselina

LAC MIlécna kyselina

MET Metakrylova kyselina

PROP Propidnova kyselina

PYR Pyrohroznové kyselina

SIMS Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iont
2-Br 2-bromopropionova kyselina
2-Cl 2-chloropropidnova kyselina
3-Cl 3-chloropropionova kyselina
2-F 2-fluoropropidonova kyselina
2-OH 2-hydroxyisobutyrova kyselina
2-Ph 2-fenylpropionova kyselina
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