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1.  Souhrn

Monolity predstavuji zajimavy material k riznym vyuzitim v analytické chemii, nejvice Se
vSak uplatiiuje jako sorbent kapalinové chromatografii. Tato prace je zaméfena na vyuziti
monolitickych povrchi pro hmotnostni spektrometrii s ionizaci/desorpci laserem (LDI/MS)
pti analyze antokyanind. Monolitické povrchy byly pfipraveny n€kolika zptisoby. Méfeni byla
provadéna jak bez ptidavku matrice, tak také v jeji pritomnosti. Byl srovnavan charakter
spekter a intenzita sledovanych iontli ziskanych analyzou z monolitického povrchu s vysledky
ziskanymi standardni metodou (vzorek smichany s matrici naneseny na nerezovou desticku).
Ukézalo se ze monolity pfispivaji ke zvySeni intenzity signalu analytu (standard
antokyaninového barviva, malvidin-3-glukosid), pokud jsou pfipraveny jako souvisla vrstva a
vzorek je smichan s matrici. NejlepSich vysledki bylo dosazeno pfi pouziti butylmethakrylat-
ethylendimethakrylatového monolitu. V tomto ptipadé€ totiz doSlo nejen ke zvySeni odezvy
analytu ale soucasné byl také potlacen signal matrice. Monoliticky povrch byl vyuZit také pfi
analyze realn¢ho vzorku Cerveného vina. Prvotni vysledky naznacuji, Ze monolity pfispivaji
k potlaceni balastnich latek a matrice. Pro Sir§i vyuziti monoliti pii LDI/MS analyze

antokyaninovych barviv je vSak tfeba dal$i optimalizace

2. Summary

Monoliths represent an interesting material for various aplications in analytical chemistry,
among them the most common as sorbent in liquid chromatogramy. This work is focused on
potential use of monolithic surface in laser desorption/ionization/ mass spectrometry
(LDI/MS) for analyzing of anthocyanins. Monolithic surface was prepared by several
approaches. Measurement were carried out without an addition of matrix and also in presence
of matrix. Then, the appearance of spectrum and intensity of ion of interest obtained from
monolithic surface was compared with those obtained using standard method (sample mixed
with matrix deposited on stainless steel plate). It was shown, that monoliths contribute to
higher intensity of analyte (standard of anthocyanin dye, malvidin-3-glukosid) if they are
prepared in continuous layer and sample is mixed with matrix. The best results were achieved,
when butylmethacrylate-ethylendimethacrylate monolith was used. In this case, not only the
highest intensity of analyt, but also significantly decrease of undesirable matrix signal was
achieved. The surface of monoliths was used also for analyses real sample of red wine. These
pilots results show, that monoliths contribute to decrease of response of balast ions and

matrix. This positive influence can be potentially utilized for LDI/MS analysis of plant dyes



after more thorough optimization various parameters (such as thicknes of layer, laser energy,
etc.

3. Teoreticka ¢ast

3.1. Uvod

Rychly rozvoj védy a techniky klade vysoké naroky na analytickou chemii. Soucasné také
vzrista pocet provadénych analyz. Proto je tfeba neustdle vyvijet nové metody, které by
umoznily U¢innéjsi, rychlejSi a levnéjsi a separaci latek. Mezi nové materialy piispivajici
k efektivngjsi separaci patii také monolity."

Jako monolity jsou oznaCovany tuhé, porézni polymery tvofené z jednoho Kkusu
hmoty. V poslednich 15 letech hraji dilezitou roli pfedevsim ve vysoce ucinné kapalinové
chromatografii (HPLC), kde slouzi jako stacionarni faze. Diky jejich unikatni struktuie
pomahaji pfekonat n¢kterd omezeni naplnovych kolon (napf. dochazi k mensimu rozmyvani
separovanych zon) a vykazuji lep$i separa¢ni u¢innost zejména pro vysokomolekularni latky.
Mezi dalsi vyhody modernich monolitickych kolon patii jejich relativné jednoducha a
reprodukovatelnd piiprava a dobrd permeabilita materialu pro mobilni fazi.? Krom& HPLC lze
monolity vyuzit také pro tenkovrstevnou chromatografii. 3 kapilarni elektrochromatografii
(CEC),*mikrofluidni &ipy °, fotovoltaické moduly ° a v dalsich oblastech.

Tato prace se zabyva vyuzitim monoliti v oblasti hmotnostni spektrometrie
S ionizaci/desorpci laserem za ucasti matrice (MALDI/MS). Pro pomérné jednoduché
provedeni MALDI/MS analyzy a vysokou selektivitu je tato technika Siroce vyuzivdna
zejména pi1 analyze makromolekul. Vyvoj v této oblasti smétuje ke zlepSeni citlivosti a
selektivity laserové desorpce/ionizace (LDI). Jako jeden z povrchi, ktery by mohl vyrazné
zlepsit analytické parametry laserové desorpce/ionizace je naneseny monolit. Modelovou
latkou, ktera byla zvolena pro experimenty, byl oenin (malvidin-3-glukosid), coz je pfirodni
barvivo pattici do skupiny antokyanind, které se hojn€ se vyskytuje napi. ve vin¢. Analyza a
identifikace pfirodnich barviv je vyznamna piedev§im pii hodnoceni kvality potravin, které se

vyrabéji z barevnych ¢asti rostlin.

3.2. Monolity

Monolity jsou charakterizovany jako pevné porézni polymery tvofené z jednoho kusu hmoty.

Prvni pokusy o vytvoteni takového sorbentu byly provadény na pocatku 50. let. Jednalo se o



materidly na bazi hydrogelu (metakrylatovy gel),’ ty viak v té dobd nenasly vé&tsi uplatnéni.? ®

Jako stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii jsou monolity pouzivany od 90. let, kdy
Tanaka a kol. vytvofili kiemennou monolitickou kolonu s kontrolovanou porozitou. Jejich
ptiprava ,,insitu* je vSak obtiznd kvuli smrStovani v disledku polykondenzace, starnuti a
tepelnému zachazeni.?

Obecné mizeme monolity rozd&lit na dvé skupiny® a to na anorganické (kfemenné),
které se hodi spise pro separaci nizkomolekuldrnich molekul a organické (napf. styrenove,

metakrylatové, metakrylamidové atd.), jez jsou vyuzivany zejm. pro separaci makromolekul

(biomolekul® i syntetickych polymeri)?

3.3.  Metody pripravy monoliti
Existuje né€kolik riznych zplsobl, pomoci nichZz lze pfipravit monolity (radikdlova
polymerace, polykondenzace, ,,ziva polymerace®, tvorba kryogelﬁ)g. Obecné je reakéni smes
sloZzena z funkéniho monomeru, sitovaciho ¢inidla, porogenniho ¢inidla a iniciatoru.Vyznam
jednotlivych slozek mizeme shrnout takto:"®
. funk¢éni monomer je zédkladni stavebni jednotka a urcuje vyslednou polaritu monolitu
. sitovaci ¢inidlo ,,spojuje polymerni fetézce (vytvari se sit), je to monomer s nejméné

dvéma dvojnymi vazbami'' (nebo obecn&ji dvéma skupinami, na kterych miZe

probihat polymerace)
. porogenni Cinidlo urcuje velikost a distribuci pora
. iniciator umoznuje efektivni zahajeni polymerace

Vybér a mnozstvi jednotlivych komponent pak ovlivituje vysledné vlastnosti monolitu, zejm.

velikost pérti a polaritu.

3.3.1. Radikalova polymerace (Free radial polymerization)
K zahajeni (iniciaci) polymerace je tieba aktivace nejcastéji dvojné vazby molekuly
monomeru. Toho 1ze dosahnout mj. prostfednictvim tepla, ozéafeni, ultrazvuku nebo pomoci
iniciatort. Iniciatory jsou slouceniny, které se zahtatim nebo osvétlenim snadno rozpadaji na
radikaly a ty se pak aduji na dvojné vazby nenasycen¢ho monomeru. Jednotlivé kroky reakce
rustu (propagace) vyzaduji relativné malou aktivaéni energii, a proto malé mnozZstvi
iniciatoru zplsobuje vznik velkého mnoZstvi polymert. Jako inicidtory se pro vyrobu riiznych
polymerti osveédCily zvlasteé peroxidy (napt. peroxodisiran draselny) a alifatické azolatky

(napf. dibenzoylperoxid). Pii pfipravé monoliti se pak casto vyuzivd napf.



azobisisobutyronitril (AIBN). Rychlost iniciace zavisi na polo¢ase rozpadu iniciatoru, stabilité
radikald, teploté, druhu rozpoustédla. Posledni fazi polymerace je ukonceni fetézce
(terminace), kdy dochazi pievazné ke slucovani radikali rostoucich fetézci po parech na
slouceninu s nasycenymi vazbami, tzv. rekombinace. Pii radikdlové polymeraci je nutno

odstranit kyslik, nebot’ ten pisobi jako inhibitor.*?

3.3.1.1. Tepelna iniciace
Tepelné iniciovana radikalova polymerace je pravdépodobné nejéastéji pouzivanou metodou
Kk ptipravé monoliti. Jeji puvod je odvozen ztechniky suspenzni polymerace, ktera se
pouzivala pii ptipravé poréznich kulicek. Ackoli by se dalo ocekavat, ze vlastnosti
vyslednych produktii suspenzni polymerace (kulicky) i objemové polymerace (,,bulk-like®)
polymerace (monolit) budou téméF shodné, pokusy Svece a kol. s poly(glycidylmethakrylat-
co-ethylendimethakryldtem) prokdzaly zcela jinou distribuci pora (tzn. 1 jinou stiedni velikost
pérﬁ.8 K nejvyznamnéjSim faktoram, které ovlivituji porozitu, patii teplota a ¢as polymerace,

obsah porogenniho a sitovaciho ¢inidla ve smési.
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Graf 1: Profil rozdilné distribuce velikosti pori poly(glycidylmethakrylat-co-ethylendimethakrylatu)
ptipraveného technikou suspenzni polymerace ve formé kuli¢ek kiivka (a) a objemové(bulk-like) polymerace
kiivka (b) pfi teplot¢ 70°C stanovené rtutovou porozimetrii. Reakéni smés obsahovala 24%
glycidylmethakrylatu, 16% ethylendimethakrylatu, 48% cyklohexanolu, 12% dodekanolu a 1% AIBN. Pievzato

z ® pavodni publikace 2



> Vliv teploty
Teplota ovlivituje kinetiku polymeracniho procesu a je prostfedkem, umoziujicim piipravu
makroporéznich polymerta s urcitou distribuci velikosti port. Pfi polymeraci dochazi nejprve
k vytvofeni nerozpustnych gelovych zarodeénych jader. Na ty se postupné zachycuji dalsi
monomery z okolniho roztoku a zpusobuji jejich rist. Polymerace pak probiha jak v téchto
zarodecnych jadrech tak také ve zbyvajici kapalné reakéni smési. Pokud je teplota nizka,
probiha i polymerace pomalu a mize dochazet k pfechodu zna¢né ¢asti monomerti z roztoku
do zarode¢nych jader. Polymerace uvniti jader je kineticky upfednostiiovana, protoze je tu
vys$si lokalni koncentrace monomerd nez v okolnim roztoku. ZvySeni tepoty zptsobuje, ze
polymerace probiha velmi rychle, a proto se vétsi podil polymernich fetézcti nezachycuje na
Jiz vytvotenych a polymerovanych jadrech a vytvaii v roztoku samostatné utvary. Tyto utvary
jsou malé, a proto je plocha jejich povrchu velka. Zjednodusené Ize tici, Ze vySsi teplota vede
k tvorb¢ mensich poru. Teplotou lze proto ovliviiovat také specificky povrch, jehoz hodnota
zavisi predevSim na mnoZstvi tzv. mikropori (péry s rozméry mensi nez 2 nm) Oznaceni je
zavad¢jici, pfedpona mikro- odkazuje na rozmér pum, vhodnégj$i by bylo pouzit termin

nanopc’)ry.8

» Doba polymerace
Vyznamnym faktorem, ktery ma vliv na porézni charakteristiky monolitu je doba polymerace.
Zavislost mizeme formulovat tak, Zze srostoucim c¢asem polymerace klesd plocha

1.1 & Trojera a kol.?

specifického povrchu, jak dokladaji napi. experimenty Greiderera a ko
Zavislost 1ze dobfe demonstrovat nasledujicim grafem, ktery ilustruje pokles plochy povrchu

z cca 110 m?/g po 1hoding polymerace na cca 35 m?/g po 10 hodinach polymerace.
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Graf 2: Zavislost specifické plochy povrchu na Gase polymerace (prevzato z prace Greiderera a kol.)

» Funk¢éni monomer
Funkéni monomer jakozto zékladni stavebni jednotka monolitu urcuje jeho chemickou
povahu a tim padem ovliviiuje 1 jeho pouZiti8 (nese napt. hydrofobni skupinu potiebnou pro
separace vV modu reverznich fazi, ionizovatelnou pro iontovou chromatografii nebo kapilarni
elektrochromatografii CEC).!

Existuje velké mnozstvi monomert, které mohou byt k ptipravé monoliti pouzity.
Struktury nékterych funk¢nich monomert jsou ukazany na obrazku: hydrofilni akrylamid (1),
2-hydroxymethylmethahrylat (2), ionizovatelné 2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova
kyselina (3), akrylova kyselina (4), reaktivni glycidylmethakrylat (5), hydrofobni butyl
methakrylat (6), styren (7) ®

1 2 3
PR By
NH; oj\ o M o Hk/\sn,n
4 5 o F 7
NN
OH o o/\<|} o o

Schéma 1. Piiklady funk¢énich monomert a jejich struktura: akrylamid (1), 2-hydroxymethylmethahrylat (2), 2-
akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova kyselina (3), akrylova kyselina (4), glycidylmethakrylat (5), butyl
methakrylat (6), styren (7) 8
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» Porogenni ¢inidlo
Volba porogenniho ¢inidla je dals$i néstroj, kterym lze ,,nastavit“ porézni vlastnosti
vysledného monolitu, aniz by doslo ke zméné chemického slozeni. Jako porogeny se Casto
pouzivaji napt. smés cyklohexanolu a dodekanolu, nebo smés toluenu a vysSich alkohold.
Santora a kol. provadéli experimenty s riznymi rozpoustédly (v nichz porogenni ¢inidlo bylo
tvofeno jednou slozkou) - s tetrahydrofuranem, acetonitrilem, toluenem, chlorbenzenem,
hexanem, metanolem, dimethylformamidem a methyl-terc-butyl etherem a pfipravili sérii
monolitickych  kolon (poly(divinylbenzen, poly(styren-co-divinylbenzen), poly(etylen
dimethakrylat)a poly(methylmethakrylat-co-ethylendimethakrylat). N&které znich mély
obrovskou plochu specifick¢ho povrchu (kolem 820 mz/g), coz znaci ptitomnost malych pora
a tudiz mély pfili§ malou permeabilitu pro mobilni fazi. Zhu a kol. experimentovali s jinou
sadou jednoslozkovych porogennich ¢inidel (cyklohexanol, 1-propanol, dodekanol,
dimethylsulfoxid a 1,4 butandiol) pti ptipravé monolitické kolony (poly(glycidylmethakrylat-
co-ethylendimethakrylat) a opét nebylo dosazeno Zadanych porogennich vlastnosti. Jako
porogenni ¢inidla se pak osvédCily binarni smési rozpoustédel napf. 1,4-butandiolu a

dimethylsulfoxidu, pomoci nich byly p¥ipraveny kolony s vynikajici permeabilitou.®

» Sitovaci ¢inidlo
Poslednim faktorem, ktery ma vliv na morfologii a porézni vlastnosti monolitu, je mnozstvi
sitovaciho ¢inidla. Na rozdil od piedchozich faktori, které ovliviiovaly pouze velikost a
distribuci pora se zména v poméru monomerd s jednou skupinou schopnou polymerace k
monomertim s vice skupinami (tj. sitovacimi schopnostmi) projevi nejen v rozdilné porozité
ale také ve zméné chemického slozeni vysledného produktu. K nejcastéji pouzivanym
sitovacim ¢inidlim patii ethylenglykoldimethakrylat, divinylbenzen, methylenbisakrylamid

&i trimethylolpropantrimethakrylat.®

12
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Schéma 2: Priklady nékterych sitovacich c¢inidel a jejich struktury: ethylenglykoldimethakrylat (1),
divinylbenzen (2), methylenbisakrylamid (3) &i trimethylolpropantrimethakrylat (4). ®

3.3.1.2. Fotoiniciace (pomoci UV zareni)
Fotoiniciace se k ptipravé monoliti pouziva od roku 1997. Jeji ptednosti oproti polymeraci za
zvySené teploty je rychlej$i pribéh reakce (fadové v minutach) i pfi pokojové teploté.
Vyuzivd se pro aplikace, kde neni potieba, aby monolit zaplnil cely prostor, napf. pro
mikrofluidni ¢ipy. Zde ma byt monolit vytvofen pouze na urCitych mistech, zatimco zbytek
plochy ma ziistat volny. Provedeni fotoiniciace je pomérné jednoduché. Polymeracni smés se
pievede do formy/lisu, piekryje ,,maskou* a poté je vlozena pod UV lampu. Z tohoto vyplyva
materidly a UV propustnou smési/monomery. Proto se také nepouziva k piiprave
monolitickych kolon, jejichz povrch byva potazen polyimidem. Nezbytnou soucasti
polymeracni smési je (foto)iniciator. Stejné jako u tepelné iniciace lze pouzit napf.
azobisisobutyronitril, dals§i moZnosti pak jsou aromatické ketony (2-methoxy-2-

fenylacetofenon, 2,2- dimethyl-2-fenylacetofenon).®

3.3.1.3. Iniciace pomoci y-zareni
Pro ptfipravu monolitii tato metoda neni bézna, predevsim kvili bezpecnostnim opatfenim,
ktera jsou vyzadovana pfi praci s y-zafenim. Jeho pouziti ovSem piindsi n€kolik vyhod, napft.
neni potieba pfidavat do smési inicidtor, polymeraci lze provadét pii jakékoli teploté a témér
Vv jakékoli nadobé (vEetné nerezové oceli).
Napt. Grasselli a kol. vytvofili monolit pomoci 60Cozdroje ze smési diethylen glykol
dimethakrylatu a glycidylmethakrylatu rozpusténych v rtiznych rozpoustédlech (metanol,

etanol, terc-butanol, aceton, ethylacetat) teflonové trubiCce S vnitinim primérem 4mm.

13



Permeabilita monolit zavisela na mnoZzstvi monomeru ve smési (ty, které byly ptipravené ze
ziedénych roztokll vykazovaly vétsi porozitu) a na teploté (pii vyssi teploté polymerace
vznikaly monolity s v&tsi permeabilitou).™

Jako vysokoenergetickou alternativu y zafeni lze k iniciaci polymerace pouzit elektronovy

paprsek.®

3.3.1.4. Iniciace pomoci chemickych cinidel

Nejstar$im zptuisobem piipravy monolitii je chemicka iniciace za laboratorni
teploty. Ktomu se daji vyuZzit rtzna c¢inidla jako peroxodisulfat amonny s N,N,N’N’-
tetramethyethylendiaminem jako katalyzatorem, ktery je snadno rozpustny v polarnich

rozpou§tédlech.8

3.3.2. Kryogely

Kryogely jsou makroporézni mareridly, s rozméry pérti 5 — 100 um,B které jsou
ptipravovany pii velmi nizkych teplotach. Jejich unikatni vlastnosti jako je makroporozita,
biokompatibilita, fyzikalni a chemickd stabilita a snadna piiprava nabizi Siroké moZznosti
uplatnéni na poli mikrobiologického vyzkumu (napi. pfi zpracovani bunéénych a virovych
suspenzi, pii separaci bunék, ¢i pti analyze patogennich bun¢k v krvi nebo mo&i.'®

Kryogely jsou syntetizovany ve zmrzlém vodném roztoku, v némz krystalky ledu
vystupuji jako porogenni Cinidlo. Vytvofeni porézni struktury je zaloZeno na oddéleni fazi
béhem zmrazovani, kdy jedna faze tuhne (tvorba krystalli ledu) a druhd tvofi nemrznouci
kapalnou mikrofazi, ktera polymeruje. V pribéhu chlazeni krystalky ledu rostou az do bodu,
kdy je vytvoiena souvisla zmrzla , kostra“ (= porogenni struktura). Po ukonceni polymeracni
reakce je systém prenesen do prostiedi s pokojovou teplotou, kde krystaly ledu roztaji a voda
je odstranéna promytim mobilni fazi. Na velikost péra ma vliv teplota, pti které polymerace
probihd, rychlost chlazeni a mnoZstvi monomeru ve vodném roztoku.

Bylo pfipraveno velké mnozstvi kryogeli z rlznych monomertnapt. 2-
hydroxyethylmethakrylat, akrylamid, dimethylakrylamid, = N-vinylkaprolaktam, N-
isopropylakrylamid. Jako sitovaci ¢inidla, kterd zaroven zpeviiuji makroporézni strukturu a
chrani vytvoreny monolit pfed rozpusténim ve vodé se pouzivaji napt. methylenbisakrylamid
a poly(ethylen glykol)diakrylat. Polymerace je obvykle iniciovana ve vodé rozpustnym redox

systémem obsahujicim amonium peroxodisulfat a N,N,N" N’ tetramethylethylendiamin.®

14



polvimerace ve

mrazeni zmrzlé fizi tani
f.r'— -
ks smés monometn a inicdrom
<1 krvstaly ledu
& zatinajici tvorba polvmeru
Q Zesitovany polvmerni gel
() swermakionsry
Obrazek 1: Schématické znazornéni tvorby kryogelt'®
3.4. Princip laserové desorpce/ionizace a zpisoby provedeni

V hmotnostni spektrometrii se vyuziva fada ioniza¢nich metod, na tomto misté vSak budou
zminény pouze ty, které vyuzivaji k ionizaci/desorpci energii laseru (LDI). Nejvétsi uplatnéni

Z nich v soucasnosti nachazi technika MALDI

3.4.1. MALDI

MALDI (Matrix assisted laser desorption/ionization) patii mezi mékké ioniza¢ni techniky,
které se vyznacuji nizkym stupném fragmentace béhem ionizace a tedy vysokym vytézkem
jedenkrat nabitych ionti,, coz umoznuje stanoveni hmotnosti molekuly. K ionizaci/desorpci
laserem dochazi za ucasti matrice. '’ Uplatnéni nachézi ptedeviim pii analyze proteind,
peptidi, nukleotidii, polysacharidi, glykoproteint,, glykolipidi a syntetickych polymert,
c¢ehoz se dd vyuzit napf. v mediciné pii diagnostice onemocnéni, v chemickém Ci
farmaceutickém primyslu. Navzdory rychlému pokroku ve vyuziti MALDI je tato technika
znaméa $patnou reprodukovatelnosti. *® Diraz je proto v soucasné dobé kladen na detailni
porozuméni mechanismu ionizace, ktery dosud neni zcela zndm. Fotochemicky model, jimZ
byva mechanismus ionizace vysvétlovan, totiz selhava pii objasiiovani nékterych jevi, které
byly pti MALDI experimentech pozorovany.*®

Pii této metod€é je vzorek smichdn s nadbytkem matrice, jiz byvd vhodna
nizkomolekularni latka. Casto se jedna o derivaty aromatickych kyselin; napf. kyselina 2,5-

dihydroxybenzoova, 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova. Tato smes je poté ozafovana
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kratkymi pulzy laseru, jehoz energie je absorbovana pfedevSim molekulami matrice. Tim
dochazi k jejich excitaci. Céstice matrice predavaji energii pfijatou ozafenim laserem
molekulam analytu a tim dochédzi k jeho ionizaci a transferu do plynné faze. lonizace
analytu[A] je nescast&ji spojena s prenosem protonu[H'] z excitovanych molekul matrice a

vznikaji tzv. pseudomolekulové jonty [A+H']."’

laserovy
paprsek

smes vzorku
amatrice

iontv
analwvtu

vstup do
hmotnostniho
spektromettu

iontwv
matrice

/ %

extrakeéni zaostfovact

MALDI mriFka
desticka

cocky

Obriazek 2: Schématické znazornéni ionizace metodou MALDI*

Vzniklé ionty jsou pak zaznamendvany riznymi typy detektorti, pro MALDI se
nejcastéji pouziva pruletovy hmotnostni analyzator TOF-MS (time of flight — mass
spectrometry). Ten je zalozen na meéfeni Casu, za ktery ion dorazi z iontového zdroje,
respektive odpuzovaci elektrody v piipadé tandemového usporadani analyzatoru, k detektoru.

Doba letu je funkci poméru hmotnosti k naboji (m/z) daného iontu.
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Obrazek 3: Schématické znazornéni Q-TOF analyzatoru, ktery byl pouzit v experimentalni ¢asti této prace. Jako

ionizagni zdroj je zde znazornén elektrosprej.”’

MALDI je metoda, ktera se vyuziva pfedevSim pro analyzu makromolekul. Urcitym
omezenim pro analyzu malych molekul jako napt. farmaceutik, je mozna interference signalu

matrice se signalem analytu.

3.4.2. SALDI, NALDI, SELDI
Kvili omezenim, které ptfinasi pouziti matrice, jsou vyvijeny nové metody LDI umoziujici
piimou desorpci/ionizaci z povrchu desti(“:ky.21 Z nich je pravdépodobné nejvétsi pozornost
vénovana technice SALDI (surface assisted laser desorption/ionization).

Tato technika vyuzivd na povrchu desticky riizné substraty, které jsou schopny
predat analytu energii laseru, ale na rozdil od matrice se nedesorbuji s analytem po ozéfeni
laserem. Vhodnymi substraty jsou napf. uhlikové nanotrubicky, porézni kiemen, prasek kovu
¢i oxidi kovu, nanocastice kovl (zlato, stfibro, kobalt) nebo tenké svazky olova.
K nejrozsifendjsim materialim pouzivanym pro SALDI patii porézni
kiemen. % Desorpci/ionizaci z porézniho kiemenného povrchu (DIOS) je dosaZeno
vyznamného zlepSeni ioniza¢niho procesu do té miry, ze ¢asto dokonce neni nutné piidavat
matrici. Vzorek je nanesen pfimo na vyleptany povrch kiemenné desticky. Kombinace
velkého povrchu, optické absorpce a tepelné vodivosti vede ke zvySeni tvorby iontil. Intenzitu

signalu Ize navic zlepSit navazdnim typicky pouZivanych matric, jako 2,5-dihydroxybenzoova
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kyselina (DHB) nebo a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (CHCA) na wvnitini povrch
poréznich kiemennych ,kuli¢ek®. Nasledkem tohoto v€lenéni pak je ziskdno spektrum bez
interferujicich vlivii matrice, coz zlepSuje selektivitu pro analyzu nizkomolekularnich latek.
Nevyhodou ovsem je, ze povrch kiemenné desticky (obsahujici hydridové skupiny) rychle
oxiduje a musi byt proto vyuZita co nejdfive po pripravs.?® Prodlouzit jejich Zivotnost lze
depozici nanocastic stiibra do port i na povrchu kifemenné desticky, jak doklada prace Y.
Hana a kol. Modifikace téchto nanocéstic s navazanym 4-ATP pak dale vedlo ke snizeni
limitt detekce sledovany latek, k vySS$i ionizacni Gc¢innosti a mensi fragmentaci.22 Jistou
variaci SALDI jsou tedy techniky vyuzivajici nanocastice, které byvaji oznacovany jako
NALDI. V soucasnosti jsou jiz i komeréné dostupné desticky s ptipravenou nanostrukturni

vrstvou, napk. od firmy BrukerDaltonics, Billerica, MA.%

3.5. Vyuziti monoliti pro hmotnostni spektrometrii s ionizaci

desorpci laserem (LDI)
K potlaceni vlivii matrice, ktera pti MALDI ¢asto znemozituje nebo alespont znesnadiiuje
analyzu nizkomolekularnich latek, byly jako dal$i moZné materialy testovany také monolity.
Nekteré pristupy vyuzivaji vrstvy monolitu, pouze k LDI — MS analyze a jsou proto
vytvofeny pomoci masky jen na spotech MALDI desticky. Jiné vyuzivaji vrstvu monolitu
k prvotni TLC separaci s naslednou LDI — MS detekci a jsou tudiz pfipraveny po celé plose

desticky.

3.5.1. Priprava monoliti na jednotlivych spotech
Jak ukazuje Svec a kol., za Gi¢elem nahrazeni matrice lze vyuzit porézni polymerni monolity.
Ve svych experimentech pracovali se styren-divinylbenzenovym monolitem a nékolika druhy
methakrylatového monolitu, které neobsahovaly Zadnou funkéni skupinu, jez by byla
nachylnd na pfitomnost kysliku, vlhkosti ¢i jinych slozek vzduchu. Oproti DIOS tedy
vykazuji velkou odolnost. Vysokou stabilitu dokladaji i MS experimenty provadéné se
vzorkem nikotinu, ktery byl analyzovan nejprve hned po naneseni na monolit a poté po
uplynuti tfi tydnd, kdy desticka se vzorkem byla vystavena béZznému laboratornimu prostiedi.
Ziskana spektra jsou prakticky identickd, coZ naznafuje mozné vyuziti pro archivaci ¢i
uskladnéni piinejmensim netdkavych latek.”® Aby reakéni smés zpolymerovala pouze na
spotech, vytvofili si podle MALDI desticky specialni masku z folie, kterou pfilepili na sklo.

Na nerezovou MALDI desticku nanesli malé mnozstvi reakéni smési (methalrylatové) a
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prekryli sklickem s vyrobenou maskou. Polymerace probihala pod UV zifenim po dobu 5
min. Styren-divinylbenzenovy monolit byl pfipravovan termalni iniciaci. Proto byla
monomerni smes nanesena na desticku a piekryta dérovanym polyethylenovym filmem, ktery
vymezoval jak umisténi monolitu tak tloustku vrstvy a slouzil také jako tésnéni. Na vrch byla
pak umisténa hlinikova desticka. Polymerace probihala pii 80°C po dobu 24 h. Po ukoncéeni
reakce byl monolit v obou piipadech proplachnut a ,,vyluhovan“ metanolem aby doslo
k odstranéni nezreagovanych zbytkt. Pfipravené monolity pak byly uspé$né pouzity pfi

analyze vybusnin (tetryl) i jinych nizkomolekularnich latek (kofein, nortriptylin) %

3.5.2. Piiprava monolitii na celé plose LDI desticky
Ptiprava monolitu na celé plose LDI desticky umozniuje spojeni tenkovrstevné chromatografie
(TLC, thin-layer chromatogramy) a LDI-MS detekce. TLC je jednou z nejstar§ich
chromatografickych metod a diky své jednoduchosti a rychlosti separace je stale vyuzivana
K riznym acelim napf. pii dopingovych zkouskach, testovani drog, klinické diagnostice, pii
analyze rezidui pesticidii a mnoha dalSich. Z této analyzy vSak dostdvame informaci pouze o
retenCnich datech (retardacni faktor Ry) nikoli o struktufe.

Pro urCeni struktury je pak vyzadovéna dal§i analyza napi. HPLC-MS. Tento
mnohdy zdlouhavy krok je mozné vynechat, pouZije-li se k separaci TLC ve formatu MALDI
desticky (napft. hlinikovy podklad pokryty silikagelem nebo celulozou). Nasledné¢ je mozné
provadét MS analyzu jednotlivych zon. Touto technikou jiz byly analyzovany jak nékteré
nizkomolekularni latky (drogy) tak makromolekuly (peptidy, proteiny, nukleotidy) a dokonce
bylo dosaZeno nizsich detekénich limitd neZ pii konvenéni MALDI analyze.? Je viak
zapotiebi pred pridanim matrice ,,vyextrahovat® analyt z vnitiku sorbentu na jeho povrch.
Toho Ize docilit pfidanim vhodného ,,extrakéniho ¢inidla® jak schematicky ilustruje obrazek.
2% Pro nékteré latky viak klasické povrchy pouzivané pro TLC (silikagel, celuléza) nevykazuji
dostate¢nou separacni ucinnost.

Variantou, kterou lze tento problém fesit, je vyuziti monolitickych tenkych vrstev.
Prvni monolitickou, kiemennou TLC desticku/plate vyvinula firma Merck (Darmstadt,
Némecko) v roce 2002.** Salo a kol. vyuzili tuto monolitickou vrstvu (UTLC) pro separaci
nizkomolekularnich latek, k jejichZ detekci pouzili techniku MALDI pracujici za vakua a
MALDI za atmosférického tlaku (AP-MALDI). V obou pfipadech musela byt pfitomna také
matrice (a-CHCA), nebot’ bez ni bylo dosazeno velice slabé ionizace. Jeji mnozstvi vsak
muselo byt také optimalizovano — nizkd koncentrace sniZuje citlivost, vysoky obsah

zpusobuje vysoké pozadi, a tudiz klesa selektivita. V hmotnostnich spektrech se pak v obou
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ptipadech objevily adukty sodiku [M+Na] u slougenin obsahujicich hydroxy skupinu. Cetnost
vyskytu aduktli a iontd fragmentll pak byla ponckud vyssi u spekter ziskanych vakuovou
MALDI technikou, coz znai energeticky bohat$i proces ionizace pii pouziti vakua. Za
danych pracovnich podminek je totiz adukt [M+Na]" stabilngj$i nez molekulovy ion [M+H]".
U jednotlivych latek pozorovali ve spektru rozdilnou velikost pozadi, coz pfipisuji jejich
odlisSnym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem, jako je protonova afinita, hydrofobicita, ¢i
schopnost absorpce energie laseru. Co se tyka opakovatelnosti, tak vybrany povrch (ultratenka
vrstva kiemenného monolitu) vykazovala dobré vysledky pii separaci latek (relativni
smérodatna odchylka R¢ hodnot v rozmezi 1,7 az 3,1%). Pfi detekci uzitim spojeni UTLC-AP-
MALDI-MS byla zjisténa odchylka 22-25%, to znamena, Ze tato metoda je vhodna spiSe pro
semi-kvantitativni analyzu. K pfesnému stanoveni koncentrace pak lze vyuzit UV
denzitometry.26 Tyto tenké vrstvy umoznily zkratit dobu potfebnou pro separaci a zmenSit
spotfebu mobilni fdze. Vysokd separa¢ni ucinnost vSak byla dosaZzena pouze pro malé

molekuly. Pro separaci makromolekul jsou vhodné porézni organické monolity.

E a— TLC wrstva silikagelu nebo celulozv
—a—  hlinikovy podilad

analvt wwmitf TLC vrstvy

depozice extralkéniho
tinidla

extralce analviu

stnichani matrice

depozice matrice a extrahovaného vzorlm

proces krystalizace (10-135 min)

Ziovstalizovand wvrstva vzorkl a matrice
(= wvzorek pfipraveny pro analvaou)

Obrazek 4: Schématické znazornéni extrakce analytu z vnitinich vrstev TLC desti¢ky na jeji povrch pii pripravé
vzorku pro MALDI/MS méfeni od Guseva a kol %

Bakry a kol. se pii svych experimentech®® zaméfili na vyuziti monolitické
tenkovrstevné chromatografie pro separaci s naslednou detekci pomoci MALDI pii analyze
proteini a peptidii. Na zdkladé svych piedeslych zkuSenosti pracovali s methakrylatovym
monolitem (BMA-EDMA), ktery nanaseli bud’ na sklicko, jehoz povrch byl upraven silylaci,
nebo na MALDI desticku. Vrstva monolitu byla ziskana polymeraci reakéni smési
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Vv ptipravené formé. Ta byla sestavena z modifikovaného sklicka (nebo MALDI desti¢ky), na
které byla ptipevnéna teflonova tésnici paska (o rizné tloust’ce, v rozmezi 50-200 pm) a oboji
prekryto dalSim sklickem bez upraveného povrchu a stlaceno. Monomerni smés obsahujici
butylmethakrylat, ethylendimethakrylat, 1-dekanol, cyklohexanol, a 2,2-dimethoxy-2-
fenylacetofenon byla odvzdusnéna dusikem a poté stiikackou plnéna do vytvofené formy.
Polymerace byla iniciovana pisobenim UV zafeni (254 nm) po dobu 15 min. Poté byla vrstva
monolitu proplachnuta proudem metanolu a pak jeSté pies noc extrahovana v kadince
s metanolem aby doslo k odstranéni zbylého porogenu. Pro porovnani vysledkt ptipravili
autofi také styren-divinylbenzenovy monolit dlepostupu Premstallera a kol.?” Polymera&ni
smés byla slozena ze styrenu, divinylbenzenu, 1-dekanolu, tetrahydrofuranu a AIBN.
Polymerace téchto UV absorbujicich monomer vyzadovala termdlni iniciaci pii 70°C po
dobu 24 h. Vznikly monolit vSak nedosahoval dobré kvality, vyskytovaly se trhliny a
nejednotna tloustka vrstvy a proto vétSinu experimentli provadéli na methakrylatovém
monolitu.

Co se tyka separaci, methakrylatovy monolit se osvédcil jak pro nizkomolekularni
latky, tak pro smés peptidi a také pro smes proteinti. Naslednd MALDI analyza jednotlivych
slozek ptinesla zajimavé informace, napt. vzorek methylenové modie poskytl dobré spektrum
dokonce i bez pouziti matrice, tzn. Ze k ionizaci doSlo pfimo z povrchu monolitu. Naproti
tomu u vzorku peptidii byla pfimé ionizace z povrchu velice slabd. K vyznamnému nartstu
ioniza¢ni G¢innosti piispélo pfidani matrice (a-Kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny),24 coZ je
pravdépodobné zplsobeno tim, Ze matrice zde hraje roli ,,extrakéniho ¢inidla*® jak popisuje

Gusev.”® Matrice byla pouzita i pfi detekei proteint.?

3.6. Antokyaniny

Antokyaniny jsou pfirodni barviva vyskytujici se v ovoci (napf. vinné hrozny, borivky,
jahody, rybiz), zeleniné (zeli, fedkvicky) a také v kvétech nekterych rostlin (tulipany, rize,
orchideje), jimZz dodévaji ¢ervenou, modrou, fialovou, riiZzovou a oranzovou barvu. Oznaceni
pochézi z feckého anthos - kvét a kyanos- modry.?®

Ptirodni pigmenty jsou pifedmétem mnoha vyzkumii ze dvou hlavnich divodu.
Gi¢inky, ochrana pred kardiovaskuldrnim onemocnénim, potladeni ristu nadorovych bungk, 2°
kterd nabizi vyuziti v mediciné, farmaceutickém a kosmetickém primyslu a jednak

V potravinaiském primyslu, kde by mohly nahradit synteticka barviva s toxickym G¢inkem.
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Siroky potencial, ktery antokyaniny nabizi, viak vyzaduje také rozvoj identifikagnich technik,

coz je Castecné také predmétem této prace.

3.6.1. Struktura antokyanini
Zékladni struktura antokyanind, tzv. antokyanidin, je tvofena aromatickym kruhem (A)
navazanym na heterocyklus obsahujici kyslik (C), na ktery je vazbou uhlik — uhlik pfipojen
tteti aromaticky kruh (viz obrazek). V pfirod¢ se vyskytuji v glykosylované formé, tzn.
obsahuji navazany cukr. Varianta bez cukerné jednotky (aglykon) se nazyva antokyanidin. Je
znamo vice nez pét set antokyanint, jejichz zadkladem je 23 antokyanidinti. V ovoci a zeleniné
je nejrozsitengjSich téchto Sest:cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin,
petunidin.?® Strukturni odlisnosti a biologicka aktivita jsou dany typem a oxidaénim stupndm
heterocyklickych kruhti, jejich substituenty (napt. hydroxylové skupiny), existenci
stereoizomert, dale zalezi na druhu a poctu glykosylovanych cukrli a také na acylovanych
karboxylovych kyselindch, na polymerizaci atd. NejbéZzngjsi cukry vdzané na antokyaniny
jsou glukodza, galaktéza, mandza, rhamnosa a arabindza a to obvykle jako 3-glykosidy nebo
3,5-diglykosidy. Jako acylacni ¢inidla vystupuji casto fenolické kyseliny napt. kyselina
kavova, kumarova, ferulova i fada alifatickych kyselin, napf. octova, jablecna, malonova,

Stavelova, jantarové.30

Schéma 3: Obecna struktura antokyanint

Tabulka 1: Druh a pozice substituentii zakladnich antokyanidini®*?®

3 5 6 7 3’ 4 5’
carajurin H H OH OH H OCH3 | OCHj;
apigeninidin H OH H OH H OH H
arrabidin H H OH OH H OH OCH3
3’-hydroxyarrabidin H H OH OH OH OH OCHg3;
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3 5 6 7 3’ 4 5’
apigenin H OH H OH H OH H
luteolin H OH H OH OH OH H
tricetinidin H OH H OH OH OH OH
pelargonidin OH OH H OH H OH H
aurantinidin OH OH OH OH H OH H
cyanidin OH OH H OH OH OH H
5-methylcyanidin OH OCHjs H OH OH OH H
peonidin OH OH H OH OCH3; OH H
rosinidin OH OH H OCH;3; | OCHjs; OH H
6-hydroxycyanidin OH OH OH OH OH OH H
6-hydroxydelphinidin | OH OH OH OH OH OH OH
delphinidin OH OH H OH OH OH OH
petunidin OH OH H OH OCHjs OH OH
malvidin OH OH H OH OCHj; OH OCHjs
pulchelidin OH OCH3 H OH OH OH OH
eupinidid OH OCHjs H OH OCHj5 OH OH
capensinidin OH OCHg3 H OH OCHg3 OH OCHg3;
hirustidin OH OH H OCH; | OCHj; OH OCHjs
ricciniodin A OH H OH OH H OH H

3.6.2. Vyznamné vlastnosti antokyanini a mozZnosti jejich vyuziti

Pro clovéka je pravdépodobné nejvyznamnéjsi vlastnosti antokyanint (i jinych ptirodnich
barviv), antioxidac¢ni u¢inek. Antioxidanty jsou slouceniny, které se samy snadno oxiduji, tzn.
mohou predat volny elektron nebo vodik.?® Diilezitou roli hraji pti odstranovani volnych
radikala ** vznikajicich pfi latkové premén&. Timto ,,zne$kodnénim® je pak také nepiimo
chranéna DNA pied poskozenim, které by mohlo vést k mutacim, karcinogennimu bujeni
apod.30 AntoKyaniny jsou tak vyznamnymi slozkami prevence proti rakoviné, nervovym a
kardiovaskuldarnim onemocnénim & cukrovee.”® Bylo také prokazano, e tieba extrakty
z boriivek, brusinek a malin snizuji proliferaci rakovinnych buné¢k, zplsobujicich napt.
rakovinu tlustého stieva nebo prsu.®® Zdravi prosp&ina je podle vyzkumii S. Renauda®® také
konzumace piiméfeného mnozstvi Cervené¢ho vina, ktera snizuje riziko vzniku srde¢nich
onemocnéni. Prospé$ny ucinek antokyaninii je podpofen synergickym plisobenim dalSich
biologicky aktivnich latek jako jsou kondenzované taniny (proantokyanidiny) a fenolické
kyseliny (napt. hydroxybenzoova, hydroxyskoficova), které jsou spolu s antokyaniny
pFitomné v potravinach rostlinného pavodu.®

Dalsi vyznamnou vlastnosti antokyaninil je jejich zbarveni. Barva totiZ hraje velice

diilezitou roli pfi hodnoceni kvality a vybéru potravin. V potravinaistvi se barviva pouZzivaji
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Jiz po staleti, aby byl zachovan/obnoven jejich pivodni vzhled. Velky zajem je v poslednich
letech o nahrazeni syntetickych barviv, kterd mohou ptedstavovat uréitd zdravotni rizika,
ptirodnimi pigmenty, mezi n&Z patii i antokyaniny. * Jsou to latky rozpustné ve vodg, které
muizou dodavat potravinam oranzovou, ruzovou, Cervenou, fialovou a modrou barvu.?®
Vyhodou oproti dnes pouzivanym syntetickym barviviim je to, ze jsou télu ptirozend a
nezatézuji organismus tak, jako barviva syntetickd. Vedle toho lze antokyaninovy profil
vV potraving vyuZit pro hodnoceni jeji autenticity. Typické je to pfi hodnoceni odridy vina *>3°

Avsak izolované antokyaniny jsou pomérné nestabilni a nachylné k degradaci.
Stabilita je ovlivnéna riiznymi faktory jako pH, teplota, skladovani, chemicka struktura,
koncentrace, svétlo, pfitomnost kysliku, enzymd, proteind, jinych flavonoidt, iontd kovi

2 1 1 s v ’ c710 ’ rox v ’
atd.”® Nizka stabilita a obtizna izolace z prirodnich materiali s nizkou vyt&Znosti extrakce

jsou hlavnimi problémy, které brani priimyslovému vyuziti antokyaninti.

3.6.3. Separace, purifikace, identifikace

Nejcastéjsim zpisobem izolace je extrakce kapalinou (1 — | extrakce). Antokyaniny jsou latky
polarni, tudiz se k extrakci pouzivaji polarni rozpoustédla, napi. smési voda : etanol / metanol
nebo aceton. Soucasné¢ snimi se vSak extrahuji 1 dal§i polarni latky (cukry, kyseliny,
proteiny). Protoze zatim neexistuje extrak¢ni metoda, ktera by byla naprosto selektivni pro
antokyaniny, je obvykle potieba provést nasledné piecisténi (napt. SPE). V potravinaiském
prumyslu se k extrakci uptednostiiuje okyseleny etanol. Ma sice mensi vytéZnost nez metanol,
ale neni toxicky.?®

Pro charakterizaci antokyanini byly vyvinuty rizné metody. Nejbéznéjsi technikou
je vysoce u¢inna kapalinova chromatografie na obracenych fazich (RP-HPLC)
s elektrochemickym, UV nebo fluorescencnim detektorem, nebo ve spojeni hmotnostnim
analyzatorem (HPLC/MS), za vyuziti riznych zpisobu ionizace — ionizace elektrosprejem
(HPLC-ESI/MS), chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI), bombardovanim rychle
leticimi atomy (FAB).* Separaéni u¢innost lze zlepsit pouZitim monolitické kolony, kde cely
vnitini prostor vypliuje porézni material. Vyznacuji se kratkou dobou analyzy, rychlou
ekvilibraci kolony a moznosti vy$$iho pratoku pfi niz§im zpétném tlaku.®

Pro identifikaci antokyanini lze vyuzit také MALDI. Tato metoda umoZiuje
stanoveni molekulové hmotnosti i v komplexnich vzorcich bez ptedchozi izolace a precisténi
a ze spektra lIze ziskat 1 informaci o mnozZstvi jednotlivych latek. Je to snadnd, rychla a G¢inna

metoda, ktera je vhodna i pro screening.*® Do znatné miry miize byt povazovana za techniku
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komplementarni k technice LC/MS, protoze umoznuje analyzu latek, které mohou byt na

staciondrni fazi velmi siln€¢ vazany a nebyly by tedy technikou LC/MS zachyceny.
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4.  Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité pristrojové vybaveni
K polymeraci byla vyuzita vyhtivana plotynka (HCT basic, IKA, Némecko), v experimentu
byla pouzita ultrazvukova lazen (Elma s 40H, Elmasonic, Némecko).

MALDI/MS méfeni byla provedena na hmotnostnim spektrometru Waters Micromass
MALDI Q-TOF Premier, USA. Tento pristroj je vybaven dusikovym laserem (A= 337 nm,
pulzni energie 300 uJ (10 Hz), frekvence pusli 20,0 Hz). Energie laseru byla 250 pJ.
Skenovani MALDI ter¢iku bylo provadéno po spirale (od stiedu ke krajim terciku). Pratok
chladiciho plynu byl 10 ml/h, kolizni energie 5,0 eV, pritok kolizniho plynu 0,32 ml/min,
napéti na MCP 1900 V. M¢éteni byla provadéna skenovanim v hmotnostnim rozsahu m/z 50-

1000.

4.2. Pouzity material a chemikalie
V experimentu byly pouZity tyto chemikélie:
styren (ST) (p > 99,5%), Sigma Aldrich, USA
divinylbenzen (DVB) (techn. 80% smés izomeril) Sigma Aldrich, USA
hydroxystyren®, dodal RNDrMiroslav Soural, katedra organické chemie P¥F UP Olomouc
4-vinylbenzoova kyselina (VBA) (p =97%) Matrix Scientific, Kolumbie
dekanol (p > 95%), Sigma Aldrich, USA
cyklohexanol (p = 99%) Sigma Aldrich, USA
N,N-dimethylacetamid (p = 99%), Sigma Aldrich, USA
butylmetakrylat (BMA) (p = 99%), Sigma Aldrich, USA
ethylendiglykolmethakryldt (EDMA) (p = 98%) Sigma Aldrich, USA
tetrahydrofuran (p. a.) Penta, CR
1,4-butandiol - (p = 98%) Sigma Aldrich, USA
1-propanol (p.a.) Lachema CR
kyselina 2-akrylamid-2methyl-1-propansulfonova (AMPS) (p > 98%) Sigma Aldrich, USA
AIBN - (p > 98%) Sigma Aldrich, USA
metanol - (p. a.) Penta, CR

oenin (malvidin-3-glukosid)- Carl Roth, Francie

! Chemikélie byly poskytnuty RNDr. Miroslavem Souralem, Ph.D., z Katedry organické chemie P¥F UP v
Olomouci
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trihydroxyacetofenon (THAP) - (p.a.) Sigma Aldrich, USA
HCI - (35% p.a.) Lachema CR

NaOH — (p.a.) Lachema CR

acetonitril — (p = 99,8) MallinckrodtBaker B. V. USA
deionizovani voda Milipore, USA

lepidlo Fixo gum, Marabu Rubber Cement, Némecko
sklicka ThermoScientific, ESCO,USA

PE folie

4.3. Silylace
Povrch sklicek, na kterych byl pfipravovan monolit, byl upraven silylaci, kvtli lepSimu
uchyceni polymeru. Sklicka byla nejprve oplachnuta acetonem, poté promyta a ponofena na
ptl hodiny do 200 mM NaOH. Nasledovalo promyti destilovanou vodou a 200 mM roztokem
HCIl, ve kterém byla opét pul hodiny. Potom byla sklicka vlozena do 15% etanolického
roztoku (okyseleného kyselinou octovou na pH 35) trimethoxysilylpropylmethakrylatu.
Silylace probihala v optimdlnim piipadé pies noc. Nakonec byla sklicka proplachnuta

acetonem a vysusena.

4.4, Priprava vzorku
Standardni roztok oeninu byl pfipraven o koncentraci 1 mg/ml, rozpustén ve vodném roztoku
0,01% HCI. Pfi méfenich byla potieba také matrice, kterou v tomto piipadé piedstavoval

THAP. Koncentrace matrice byla 25 mg/ml ve smési voda:acetonitril (1:1)

Schéma 4: Chemicka struktura oeninu (malvidin 3-O-glukosidu)
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4.5. Piiprava monoliti
Experimenty byly provadény se Ctyimi typy monoliti a to s methakrylatovym (BMA-
EDMA), styren-divinylbenzenovym (ST-DVB), hydroxystyren-divinylbenzenovym (OH-ST-
DVB) a karboxystyren-divinylbenzenovym (COOH-ST-DVB). Slozeni jednotlivych
reakénich smési je uvedeno v tabulkach 2, 3 a 4. U smési pro piipravu methakrylatového
monolitu jsou obsahy jednotlivych slozek udany v hmotnostnich procentech (m/m), u smési
pro piipravu ST-DVB a OH-ST-DVB jsou v objemovych procentech (v/v) a jejich sloZeni je
analogické, reakéni smés pro ptipravu COOH-ST-DVB se lisi, protoze 4-vinylbenzoova
kyselina se v této soustavé nerozpousti. Usp&sného vytvoteni tohoto polymeru bylo dosaZeno,
na zakladé prace Huanga a kol. v niz vytvareli kopolymer poly(styren-divinylbenzen-
vinylbenzensulfonové kyseliny),*® kde polymeraéni smés neobsahovala pouze VBA, ale
soucasné také urcity podil styrenu. Procenta uvedena v tabulce 4 (5, 10, 20 a 30%) udavaji

obsah VBA v monomerni smési slozené ze ST, DVB a VBA.

Tabulka 2,3,4: Procentové sloZeni/slozeni jednotlivych reakénich smési pro piipravu monolitti

Tabulka 2 m/m% Tabulka 3 VIV%

BMA-EDMA ST-DVB |OH-ST-DVB
BMA 12% ST 20% -
EDMA 8% OH-ST - 20%
butandiol 25% DVB 20% 20%
propanol 54,50% dekanol 52% 52%
AMPS 0,50% tetrahydrofuran | 8% 8%
AIBN 1% AIBN 0,50% 0,50%
Tabulka 4 COOH-ST-DVB

5% 10% 20% 30%

ST 0,32359 |0,23459 |0,1455 g |0,0565 g
DVB 0,492g |0,492g [0,492g |0,492¢
VBA 0,0445¢9 |0,0890¢9 |0,1780 |0,2670g
cyklohexanol 1875 ml 1875 ml |1875 ml | 1875 ml
N,N-dimethylacetamid 1,875 ml {1,875 ml {1,875 ml {1,875 ml
Voda 0,1875ml | 0,1875ml | 0,1875ml | 0,1875ml
AIBN (m/m%) 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%%
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Vsechny reakéni smési byly ptipravovany smichanim uvedenych chemikalii kromé iniciatoru.
Ten byl ptfidan pouze k menSimu objemu vzniklého roztoku, ktery byl uréen k okamzité
polymeraci. Po pfidani iniciatoru byla smés homogenizovana v ultrazvuku (10 min) a poté do
ni byl 10 min zavadén dusik kvili odstranéni kysliku, ktery by mél negativni vliv na
polymeraci. Zbytek roztoku (bez iniciatoru) byl uzavien, utésnén a uchovan v lednici
propozd¢jsi pouziti. Vznikly roztok ma byt bezbarvy a Ciry, pokud zezloutne, neni
vhodny pro polymeraci.

Monolit byl na skli¢ku ¢i MALDI desti¢ce uchycen/nanasen nékolika riznymi
zpusoby. V nasledujicich odstavcich bude popsan postup piipravy jednotlivych

variant;

45.1. Postup 1 — priprava vrstvy

Prvnim zplsobem, ktery byl k pfipravé monolitu v této praci pouzit, je vytvoieni
souvislé vrstvy monolitu na nerezové MALDI desticce nebo na sklicku, jehoz povrch byl
upraven silylaci. Obecné, na desti¢ce/podkladu byl pomoci lepidla Fixo gum vytvofen ,,ram®,
do kterého byla po jeho zaschnuti nandSena reakcni smés. Poté byla tato plocha piekryta
kouskem polyethylenové (PE) folie, ktery velikosti i tvarem odpovidal ,,ramu‘ a po okrajich
byl spoj mezi PE folii a destickou znovu oblepen lepidlem kviili utésnéni. Po zaschnuti byla
desti¢ka umisténa na elektricky vafi¢, kde pii definované teplot¢ 70°C po dobu 21 hodin

probihala polymerace. Poté byla PE folie sejmuta a vrstva monolitu promyta metanolem

4.5.2. Postup 2 — polymerace monolitu ve vybrousenych jamkach na
desticce

Pfi tomto postupu byly do MALDI desticky vybrouseny jamky, do nichz byla plnéna

monomerni smés. Piekryti bylo provadéno dvéma zpisoby — bud’ opét pomoci PE folie, jejiz

okraj byl utésnén pomoci lepidla nebo byla PE folie ptilepena k hladké stran¢ druhé MALDI

desticky a pomoci vyvrtanych dér v rozich obou desti€ek a Sroubil k sobé vzajemné pevné

ptitisknuty a utésnény. Polymerace byla provadéna pomoci termdlni iniciace pti 70°C po

dobu 21 h. Po ukonceni reakce byl monolit opét proplachnut methanolem.

45.3. Postup 3 — vytvoreni formy, plnéni prostiednictvim kapilar
Dalsi zplisob predstavoval plnéni smési do vytvofené formy. Ta byla sloZena ze

sklicka se silylovanym povrchem, na které byly umistény dvé kratké kapilary (jedna pro
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plnéni vzniklého prostoru smesi monomerid, druhd pro odvod vytlacovaného vzduchu) a
pomoci epoxidového lepidla, které bylo naneseno po okrajich a rozetfeno pfiblizné na
tloustku kapilary ptilepeno kryci sklicko s pfipevnénou PE f6lii na strané styku se smési. Po
zaschnuti lepidla byla tato forma plnéna pomoci Hamiltonovy stiikacky a kapilary monomerni

smési. Polymerace probihala jako v ptedchozich ptipadech.

4.5.4. Postup 4- PE félie s vyiezanymi okénky

Posledni varianta, kterad byla k pfipravé monolitické souvislé vrstvy monolitu
pouzita, vyuziva k ohranieni prostoru, vnémz ma byt monolit vytvoten, PE {folii
S vyfezanymi pasy (,,okénka*). Ta byla k MALDI desticce (s vyvrtanymi otvory v rozich)
piipevnéna opét pomoci lepidla Fixo gum a poté slisovana seSroubovanim s dalsi MALDI
destickou. Tento lis mél zarucit jednotnou a definovanou tloustku vrstvy. Po zaschnuti lepidla
byl lis rozsroubovan, lepidlo, které se dostalo do prostoru pro monolit, bylo odstranéno
metanolem. Po usuSeni byla monomerni smés davkovana do volnych ,,okének®. Ty byly

piekryty opét PE 6lii, jejiz okraje byly utésnény pomoci lepidla Fixo gum.

4.5.5. Postup 5 - platky

Vrstva monolitu byla pfipravena také ve formé tenkych platka. Ty byly potrizeny
Z monolith, které se vytvotily ve sklenénych vialkach pti kontrolnich pokusech. Po uplynuti
21h polymerace pii 70°C byly nékolikrat proplachnuty metanolem a poté pod metanolem
extrahovany pies noc. Nasledné byly sklenéné vialky rozbity a z monolitu pomoci ziletky
ufiznuty platky. Vytvoiené platky pak bylo potfeba ptipevnit na jednotlivé spoty MALDI
desticky. Kuchyceni jsme chtéli vyuzit ,,pfischnuti“ monolitu k povrchu po odpateni
metanolu, avSak toto pfichyceni nebylo ptili§ pevné a kousky monolitu z desticky odpadavaly.

K upevnéni jsme proto pouzili lepidlo Fixo Gum.

4.5.6. Postup 6 - drt’
Pfi posledni varianté, kterd byla k naneseni monolitu na MALDI desticku vyuzita, byl
puvodni monolit (z vialek) rozdrcen a nandSen na MALDI desti¢ku jako suspenze zrni¢ek
polymeru.
V prvnim piipad¢ (postup 6a) byl monolit rozetfen v tfeci misce a poté smichan
s roztokem matrice tak aby jeho koncentrace byla 10 mg/ml. Poté byly 2 pl smési monolitu a

matrice nanaSeny na MALDI desticku.
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V druhém ptipadé (postup 6b) bylo vyuzito rozruseni monolitu pomoci ultrazvuku.
Do plastové vialky byl vlozen kousek monolitu a ptidano pfimétené mnozstvi metanolu. Poté
byla nadobka vlozena do ultrazvukové 1dzn€ asi na 20 min. Vznikld kasovitd suspenze byla
pfi michani automatickou pipetou nabirana a davkovana na spoty MALDI desticky. Aby se
pipeta neustale neucpavala hustou smési, byl konec $picky usttizen, ¢imz byl vytvoien $irsi
otvor. Tento prasek pak po odpafeni metanolu na MALDI desti¢ce drzel a pfi opatrné

manipulaci samovolné neodpadaval.

4.6. Vysledky a diskuse

Tato prace se zabyvd moznosti vyuziti monoliti pro hmotnostni spektrometrii s ionizaci
desorpci laserem pro analyzu nizkomolekularnich latek, konkrétné antokyaninli. Pouziti
porézni monolitické vrstvy pi1 LDI-MS analyze mélo pfinést n€kolik vyhod.
= Jednak se nabizela moZnost fungovani/ptisobeni monolitu jako sorbentu, obdobné¢ jako
napt. pi1 SPE to znamena, ze na MALDI desti¢ce pokryté vrstvou monolitu by byl
zadrZzen analyt, zatimco ostatni balastni latky by byly promytim odstranény. Nasledné
by pak bylo mozné provést LDI-MS analyzu adsorbovanych latek.
= Monolit by mohl potla¢ovat signal matrice, ktery pfi analyzach nizkomolekularnich
latek Casto rusi signal (interferuje) sledované latky.
= Uvahou také bylo, ¢ velky povrch porézniho monolitu umozni vét§i rozptyleni
energie dodané laserem, coz by znamenalo jemnéjsi ionizaci. To by vedlo k potla¢eni
vzniku iontil fragmentu ve prospech iontl rodicovskych.
= Zavedeni vhodnych kyselych ,,snadno ionizovatelnych® skupin (-OH, COOH) do

struktury monolitu by mohlo pfispivat k usnadnéni transferu protonu na analyt a tim k

efektivnéjsi ionizaci. Tim by bylo dosazeno zvyseni odezvy signalu.

4.6.1. Priprava monolitické vrstvy-hodnoceni pripravy
Prvnim zpisobem, kterym byly monolity na desti€ce ptfipravovany, byl postup 1. Touto
cestou se podafilo pfipravit monolitickou vrstvu se vSemi polymeracnimi smésmi, kromé
COOH-STDVB. Problémem bylo, ze ptiprava monolitické vrstvy ze vSech typl polymeracni
smési se nedafila reprodukovateln€, ptestoze pti soub&zné provadéném kontrolnim pokuse
polymerace malého mnoZstvi stejné smési ve sklenéné vialce k vytvofeni monolitu vzdy

doslo. Vznikla vrstva monolitu neméla definovanou tloustku a tlouStka navic nebyla stejna
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po celé plose. Negativni vliv na homogenitu vrstvy mély také vzduchové bublinky, které
vznikly pfi prekryvani polymeracni smési PE f6lii ¢i sklickem.

DalSim testovanym postupem bylo davkovani monomerni smési do jamek
vybrousenych do MALDI desticky (viz postup 2). Jamky mély umoznit davkovat vétsi objem
polymera¢ni smési. Tento postup vSak pifi piipravé monolitu rovnéz nevedl
k reprodukovatelnému vytvotreni monolitického povrchu.

Dalsi zpiisob, ktery mél zabranit moznému vytla¢eni a vytékani monomerni smési a zamezit
tvorb€ vzduchovych bublin pii pokladani kryci folie nebo skli¢ka, predstavoval plnéni smési
do formy (viz postup 3). V tomto ptipadé nedoslo k vytvotfeni souvislé vrstvy monolitu.
Posledni varianta, ktera byla k ptipravé souvislé monolitické vrstvy pouzita, vyuziva
k ohrani¢eni prostoru, v némz ma byt monolit vytvoten, PE folii s vyfezanymi pasy (postup 4)
Ani tento zptisob vSak nevedl ke zdarnému vytvoteni monolitické vrstvy.

Z uvedenych postupli se souvislou vrstvu monolitu pouzitelnou pro LDI experimenty
podafilo pfipravit pouze postupem 1. Jak bylo uvedeno, je reprodukovatelnost i tohoto
postupu pomérné¢ mala. Divodu, pro¢ byla ptiprava monolitické vrstvy problematickd, muze
byt nékolik.

Jedna z moznosti, ktera piipadala v ivahu, byl nevhodny iniciator. Po uplynuti

polymeracni doby totiz Casto na destiCce zustavala smés v tekutém stavu, jakoby polymerace
vibec neprobihala. Proto byly provadény soubézné pokusy se stejnou smési, jaka byla na
desticce, také ve sklenénych vialkach. Tyto experimenty vSak domnénku vyvratily, nebot’ ve
vialkach se polymer vytvofil vzdy. Byl testovan i vliv jeho mnozstvi ve smési na polymeraci.
Provedené pokusy s 0,5%; 1% a 2% hmotnostnim obsahem AIBN ukdazaly, ze nejvhodnég;si
koncentrace je 0,5% iniciatoru na celkovou hmotnost roztoku.
Dalsim faktorem, ktery mohl mit negativni vliv na vytvofeni vrstvy monolitu, je pouziti
lepidla, které mélo vymezit prostor a zaroven slouzit jako tésnéni. Nerovny povrch
nanesen¢ho lepidla mohl zplsobovat urCité netésnosti, které mohly vést k uniku tékavych
slozek, eventualné mohl svou roli hrat také ptimy kontakt lepidla a polymeracni smési. Proto
byly zkouSeny také metody bez jeho pouziti (napf. MALDI desticka s vybrousenymi
jamkami). Jak se vSak ukézalo, tento zpiisob také nevedl k vyznamnému zlepSeni.
Alternativni variantou, ktera vSak nebyla testovana, by mohlo byt pouziti teflonové pasky,
jako v praci Bakryho a kol.**

Jednim z moZnych divodl, pro¢ bylo obtiZzné pfipravit vrstvu monolitu, je pouZiti
termalné iniciované polymerace. V pracich jinych autorii (napi. Bakry, Svec), které se

zabyvaji vytvafenim monolitu v plosSném formatu, se uplatiiuje piedevS§im polymerace
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iniciovana UV zafenim. Tento zpisob je mnohem rychlejsi, reakce probiha 5-15 min.?

Pokud polymerace probihd rychleji, je mensi Casovy prostor, aby dochazelo napt. k uniku
tékavych slozek a neni potieba systém hermeticky utésiiovat. Polymerace iniciovand UV
zatenim vSak pro srovndni provadéna nebyla, protoze k dispozici nebyl vhodny zdroj UV
zéteni.

Jelikoz se tedy v této praci podafilo vytvofit jen omezeny pocet monolitickych
vrstev, byly kanalyze vyuzity i jiné pfistupy ,,modifikace* povrchu nerezové MALDI
desticky monolitem.V prvnim pifipadé byla vrstva monolitu nahrazena tenkymi platky
monolitu (viz postup 5) Ty byly pofizeny z monolitt, které se vytvofily ve sklenénych
vialkach pfi kontrolnich pokusech. Dobie se pracovalo s methakrylatovym monolitem, z
n¢hoz bylo celkem snadné odfiznout tenké platky. Naopak pomérné Spatné vlastnosti pro fez
vykazoval styrenovy monolit, ktery se pii krdjeni lamal, a bylo pracné;jsi z néj odfiznout tenky
platek. K upevnéni platkti na MALDI desticku bylo pouzito lepidlo Fixo Gum. V druhém
piipad€ byl ptivodni monolit rozdrcen a nandSen na MALDI desticku pomoci pipety jako
suspenze zrnic¢ek polymeru roztoku matrice nebo v metanolu. V této formé byla nadavkovana
urcitd vrstva porézniho polymeru na jednotlivé spoty desticky.

Ze vSech uvedenych zplisobu ptipravy monolitd, byly k analyze pouzity jen monolity
ziskané postupem 1, krom¢ COOH-STDVB ktery se timto zpiisobem nepodafilo pfipravit a
dale postupy 5 a 6. Ostatni metody nevedly k vytvofeni vrstvy, kterd by byla pouzitelna
k MALDI/MS experimenttim.

4.6.2. MALDI/MS antokyanint s vyuZitim monolita

Nejvyznamnéjsi pik pii analyzach patiil molekulovému iontu oeninu s hodnotou m/z
493, dale pak pik fragmentu oeninu, ktery odpovida ztraté glukézy, s hodnotu m/z 331.
Objevovaly se také sodné a draselné adukty fragmentu (353, resp. 369) i molekulového iontu
(515 a 531). Matrice (trihydroxyacetofenon, THAP) poskytovala ve spektru signal pti hodnoté
m/z 169. Piit MALDI-TOF-MS analyzach oeninu byla srovnavédna intenzita signalu téchto
vySe uvedenych iontii na riznych monolitech.

Pted zahijenim analyzy vzorku byly proméfeny také odezvy (spektra) samotnych
vrstev monolith fungujici jako slepy vzorek. Tim bylo zjisténo pozadi, pfipadn€¢ mozZné
interferujici piky. Tyto experimenty ukazaly, Ze monolity nezpisobuji vyrazné pozadi ve
spektru a celkovy iontovy proud (TIC)je maly. Tento fakt potvrzuje napt. spektum OH-ST-
DVB (obrazek 5).
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Obrazek 5: MS spektrum hydroxystyren-divinylbenzenového monolitu pro zjisténi pozadi, intenzita nejvyssiho
poméru m/z = 202 je 2,55.10°.

Oenin byl nanaSen na monolit stejnym zptisobem, jaky je pouzivan pii béZném
davkovani analytu na MALDI ter¢iky. Pi1 méfeni byl porovnavan charakter spekter oeninu
nanesen¢ho bez matrice piimo na tercik nerezové MALDI desticky, dale na tercik
S nanesenym monolitem a na tyto povrchy (nerezova desticka a monolit) byla ddvkovana také
smes oeninu a matrice. Standardni postup vici, kterému byly spektra porovnavany je oenin
smichany s matrici naneseny na povrch nerezové MALDI desticky

K méfeni byl oenin nandSen na jednotlivé monolity pfipravené ve forme vrstvy,
platkli a rozetfeného monolitu. Aby bylo mozné posoudit efekt monolitu, byly na desticku
zafazeny referencni roztoky samotného oeninu (oenin ddvkovany na kovovy povrch MALDI
desticky, obrazek 6) a také oenin smichany s matrici, analogicky ke standardnimu postupu pti

identifikaci technikou MALD (viz obrazek 7).
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Obrazek 6: MS spektrum oeninu bez pfitomnosti matrice na povrchu nerezové LDI desti¢ky, odezva nejvyssiho
piku 6,14.10*

100 403
331
169
; 194
i
332 3
3
288 -
, 463 B
533 633
AL
™ 127 677
o III"|I"'$":'I|l""|'" i et "4'I"'I"I""il""-' rr I""I"-'"I"'E‘I"!L"IJT'"I""IL'L"II:"'I""I'"'I:"I'I-'-"'li"ﬂ-l'"'I"'ll""l""l'"'l""Irf
100 i L] 40 i} i} T i) i} 10]

Obrazek 7: MS spektrum oeninu v pfitomnosti matrice na povrchu nerezové LDI destic¢ky (standardni metoda

analyzy), intenzita molekulového iontu (m/z = 493) 2,19.10°.
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4.6.2.1. Vysledky méreni z vrstvy
Souvisld vrstva monolitu méla byt z hlediska homogenity ¢i opakovatelnosti vysledka nejlepsi
variantou z uvedenych moznosti. Pti davkovani vzorku se zvlasté u ST-DVB projevil silny
hydrofobni ucinek, ktery zabratioval jeho pfilnuti k monolitické vrstvé. V dusledku této
hydrofobicity vznikalo na kapiCce roztoku oeninu velké povrchové napéti, které ji zformovalo
do tvaru malé kulicky. Tu bylo pomé&mné pracné umistit na povrch monolitu a ve tvaru
kulovité kapicky setrvavala, na povrchu monolitu az do odpareni rozpoustédla. Diky tomu

pak byl vzorek zkoncentrovan na malé ploSe, coz by logicky mélo vést ke zlepSeni odezvy.

Obrazek 8: Vzorek oeninu naneseny na vrstvu BMA-EDMA monolitu pii 40x zvétSeni optického mikroskopu.

Prekvapivé tato domnénka potvrzena nebyla, jak ilustruje spektrum na obrazku 9. Ve srovnani
se standardni metodou analyzy (oenin s matrici na povrchu LDI desticky, obrazek 7) doslo
k celkovému poklesu odezvy a intenzita signalu sledované latky se prakticky ztraci v Sumu.
Vyrazny je naopak signal aglykonu a také sodnych a draselnych aduktii jak fragmentu, tak
molekularniho iontu. Tento jev potlaceni signdlu rodi€ovského iontu (m/z= 493) i snizeni
celkové odezvy oproti standardni metod¢ byl pozorovan u vSech monolitti pti kterékoli formé
naneseni na desticku (viz spektrum na obrazku 10 s COOH-STDVB monolitem), ackoli od
monolitd s funkénimi skupinami (-OH a -COOH) byla ocekévéana lepsi ioniza¢ni ucinnost a
diky tomu také lepsi odezva. Srovnani intenzit bez pouziti matrice ze ST-DVB, OH-STDVB a
methakrylatového monolitu je uvedeno v grafu 3. Ztéchto vysledki tedy vyplyva, ze
monolity nelze pii analyze antokyaninl vyuzit pfimo bez pfitomnosti matrice.
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Obrazek 9: MS spektrum vzorku oeninu analyzovaného z vrstvy styren-divinylbenzenového monolitu bez

pritomnosti matrice, odezva nejvyssiho piku 8,78.10°,
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Obrazek 10: MS spektrum vzorku oeninu analyzovaného z karboxystyren-divinylbenzenového(s 10% obsahem
VBA) monolitu ve forme platku prilepeného na LDI desticku bez pfitomnosti matrice, odezva nejvyssiho piku
9,8.10"%
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Obrazek 11: MS spektrum vzorku oeninu analyzovaného z vrstvy methakrylatového monolitu za pritomnosti
matrice, odezva nejvyssiho, molekulového piku oeninu 3,84.10°.

Proto byla sledovana také odezva signalu oeninu za ptitomnosti THAP jako matrice
na jednotlivych monolitech. NejlepSich vysledki métfeni bylo dosaZzeno na methakrylatovém
monolitu (obrazek 11), ktery byl na desti¢ce vytvoien postupem 1. V porovnani se standardni
MALDI metodou (obrazek 7) totiz doSlo ke zvySeni signalu molekulového iontu a také
k vyraznému snizeni signalu matrice jak je vidét ze spekter. Za pfitomnosti matrice na
monolitu se rovnéz snizuje intenzita aduktii a dalSich balastnich latek takze spektrum je
,,Cist§i“. Z grafu 4 je také dobre vidét efekt potlaceni signalu matrice. Je vSak nutno dodat, ze
méfeni by bylo vhodné provést jesté nanckolika opakované piipravenych monolitickych
povrsich a zjistény efekt statisticky provéiit. Jak jiz bylo uvedeno, opakovana ptiprava
monolitické vrstvy byla pomérné problematicka.

V nasledujicich grafech srovnavajicich hodnoty intenzit, resp. poméry intenzit jsou
znazornény prumeéry, které byly ziskany ze t¥i opakovanych méteni (ze tii spotti davkovanych
na jedné desticce). Chyby méfeni (zobrazenych jako chybové tusecky v grafech
porovnavajicich intenzity, resp. pomeéry intenzit iontl) byly vypocteny jako smérodatna

odchylka z téchto tii opakovanych méfeni.
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Graf 3: Srovnani velikosti intenzit sledovanych iontd ze vzorku oeninu a stejného vzorku s matrici

analyzovaného z povrchu nerezové LDI desticky, ST-DVB, BMA-EDMA a OH-STSVB bez pfidavku matrice
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Graf 4: Srovnani velikosti intenzit sledovanych iontli ze vzorku oeninu smichaného s matrici (THAP)

analyzovaného z povrchu nerezové LDI desticky, ze ST-DVB, BMA-EDMA a OH-STSVB
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Graf 5: Srovnani poméru intenzit molekulového iontu oeninu (m/z = 493) k iontu fragmentu (m/z = 331),
matrice (m/z = 169) a celkovému iontovému proudu (TIC) analyzovanych za pfitomnosti matrice z povrchu
nerezové LDI desticky, ze styren-diviylbenzenového, methakrylatového a hydroxystyren-divinylbenzenového
monolitu.

Z grafu 5 je patrné, Ze opakovatelnost poméri intenzit ionti je dobra (chybové usecky
jsou velmi malé) a rozdily mezi jednotlivymi typy pokust jsou statisticky vyznamné. Rovnéz je
zde dobie vidét pokles intenzity signalu matrice v piipadé pouziti methakrylatového monolitu,
nebot’ pomér intenzit molekulového iontu oeninu (I 493) ku intenzité matrice (I 169) je zde
nejvyssi. Dale lze z grafu pozorovat mirny nartst intenzity rodiCovského iontu na tkor jeho
fragmentu (I 331) pfi pouziti kteréhokoli z téchto monolitii. Tento nartist by mohl byt vysvétlen
urcitym zjemnénim procesu ionizace, zpusobenym efektivnim predanim energie pies monolit.

Byla testovana 1 moznost opakovaného pouziti takto piipravenych monolitt.
Provedené experimenty prokazaly, ze po dikladném promyti metanolem mohou byt k analyze

Znovu pouzity.

4.6.2.2. Vysledky méreni z povrchu monolitii ve formé platkii
Jak jiz bylo feceno k upevnéni platkti monolitu na LDI desticku bylo pouzito lepidlo Fixo Gum.
Proto bylo nutné zjistit, zda slozeni lepidla neovliviiuje pozadi MS spektra. Bylo zjiSténo, Ze
v rozsahu méteni nedochdzi k vyraznému signalu balastnich iontd. Podobné monolit promyty
metanolem a pfipevnény k LDI desti¢ce timto lepidlem nezvySoval zdsadnim zpiisobem Sum, a

tudiz vyrazné neptispival k charakteru MALDI-MS spektra.
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Vzorek oeninu byl davkovidn na pfichycené platky methakryldtového, styren-
divinylbenzenového a karboxystyren-divinylbenzenového (s10% obsahem VBA) monolitu a
pro porovnani také na samotné lepilo. Méfeni probihala opét jak bez pridavku matrice, tak i
s matrici. Pro ilustraci je na obrazku 12 ukazka vzorku naneseného na methakrylatovy monolit

ptipraveného k analyze.

Obrazek 12: Vzorek oeninu naneseny na platku methakrylatovém monolitu pii 40x zvétSeni optického

mikroskopu.

U naméfenych dat byl pozorovan podobny trend jako u méfeni provadénych ze
souvislé vrstvy monolitu, a sice Ze bez pouziti matrice byla odezva molekularniho iontu
minimdlni, prakticky v Grovni Sumu. Vyrazny byl v podstaté pouze signal aglykonu, zejm. u
BMA-EDMA monolitu jak doklada napf. spektrum 13, jeho intenzita byla vSak také pomérné
nizka, fadové 10%, Kromé fragmentu se pak projevuji hlavné piky sodnych aduktii. Tato tvrzeni
Ize dolozit grafem 6 srovnavajici intenzity jednotlivych iontd. V tomto grafu nejsou uvedeny
hodnoty ziskané pomoci COOH-STDVB monolitu, nebot’ ty vykazovaly rozdilnd spektra

s velmi malou odezvou.
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Obrazek 13:MS spektrum vzorku oeninu analyzovaného z platku methakrylatového monolitu ptilepeného na

LDI bez ptitomnosti matrice, odezva nejvyssiho piku ve spektru je 4,07.10°,
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Graf 6: Srovnani velikosti intenzit sledovanych ionti ze vzorku oeninu analyzovaného z povrchi ptilepenych
platkéi monolitu bez piidavku matrice. Mé&fitko. Velikost TIC byla cca od 5.10* (cenin+lepidlo) do 1,7.10°
(lepidlo + PSDVB — oenin).
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Za Ucasti matrice pak opét doslo k nariistu intenzity rodicovského iontu oeninu, jeho
intenzita vSak byla niz$i nez tomu bylo v pfipadé napolymerované vrstvy. Ze ziskanych
vysledk lze ftici, ze pouzitim BMA-EDMA, COOH-STDVB monolitu nebo lepidla
smichaného s matrici pfi analyze vzorku oeninu ma v ramci experimentalni chyby pfiblizné

stejny ucinek. Nizsi intenzity sledované hmotnosti je pak dosazeno pomoci ST-DVB monolitu

(viz graf 7)

Nejlepsich vysledkii v rdmci tomto uspotfadani opét dosahuje methakrylatovy monolit, ktery
se vyznacuje prakticky nejvyssi intenzitou iontu oeninu (i jeho fragmentu) a soucasné velice
vyrazn€ potlacuje signal matrice i adukti. Na zdklad¢ velikosti chybovych usecek k celkové
velikosti signalu lze také fici, ze se vyznacuje také nejlepsi opakovatelnosti. U spekter, ktera
byla ziskana pfi téchto experimentech, byla sice naméfena nizSi intenzita neZ v piipadé
pouziti napolymerované vrstvy (postup 1), zato jsou ¢istsi, vyskytuje se v nich mén¢ dalSich
pikd a prakticky neni patrny pik matrice (napi viz obrazek 14). K tomuto jevu muze prispivat
1 lepidlo, ale vliv jeho sloZzeni na charakter spektra (snizeni ionizace nékterych latek) bude

jesté vhodné detailn€é prozkoumat, mimo jiné i1 z pohledu obecného vyuziti tohoto lepidla pro

imobilizaci pevnych vzorki na LDI desticce.
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Obrazek 14:MS spektrum vzorku oeninu analyzovaného za pfitomnosti matrice z platku methakrylatového

monolitu ptilepeného na LDI desti¢ku, odezva nejvyssiho piku ve spektru je 7,11.10*
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Graf 7: Srovnani velikosti intenzit sledovanych iontll ze vzorku oeninu analyzovaného z povrchu pfilepenych
platkd monolitu s pridavkem matrice. Velikost TIC se byla v rozmezi cca od 3.10° (lepidlo+oenin+COOH-
STDVB) do 8.10° (lepidlo + THAP-+oenin).

4.6.2.3. Vysledky meéreni z povrchu rozdrceného monolitu

K MALDI/MS méteni byly ve form¢ prasku pouzity vSechny druhy pfipravenych monolita,
tzn. BMA-EDMA, ST-DVB, OH-STDVB a COOH-STDVB (s 5, 10, 20 a 30% obsahem
VBA). Jiz bylo uvedeno, Ze rozdrceni monolitti bylo provedeno dvéma zplisoby (viz postup
6a a 6b). Pravdépodobné nejvyraznéjsi rozdil je ten, Ze v piipadé séric méfeni s monolitem
nanesenym postupem 6a se vyrazné projevoval signdl matrice a to 1 v piipadé pouziti
standardni metody (oenin smichany s THAP na nerezovém povrchu LDI desticky). Analyzou
vzorku z monoliti nanesenych na desticku spolu s matrici jsou ziskdna spektra, v nichz
nejvyssi nebo jeden z nejvyssich signall patii matrici. To je zcela nezddouci Uc€inek, nebot
vyuziti monolitd pifi MALDI (LDI) analyze ma vést k eliminaci signalu matrice. Intenzita
jednotlivych pikt s chybovymi tseckami je uvedena v grafu 8, z né¢hoz je rovnéz vidét

dominantni, ale nezadouci signal matrice.
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Graf 8: Srovnani velikosti intenzit sledovanych iontii ze vzorku oeninu analyzovaného z povrchii rozdrcenych
monolit pripravenych postupem 6a.

Pfi pouziti druhého postupu piipravy a nanaseni monolitu na LDI desticku (viz postup 6b) se
Jiz signal matrice projevoval méné, ve vétSin€ piipadl nepievySoval signal analytu, ptesto je
jeho hodnota vysoka jak je patrné z grafu 9. Pouziti vSech styrenovych monolitt poskytuje
horsi vysledky, nez pokud je vzorek oeninu nandsen spolu s matrici pouze na nerezovou LDI
desticku. Jinak je tomu Vv obou ptipadech u methakrylatového monolitu, ktery odezvu matrice

oproti srovnavacimu standardnimu méfeni snizil.

1.20E+05 - mTHAP + oenin
= THAP + METH +
oenin
1. 00E+05 - = THAP + PS-DVB +
oenin
mTHAP+ OH-ST-DVB
8.00E+04 | + oenin
mTHAP + KARBOXTY
(520)+ cenin
mTHAP + KARBOXY
6.00E+04 1 (10%6)+ oenin
= THAP + KARBOXY
(20%0) + oenin
4. 00E+04 = THAP + KARBOXY
{30%0)+ oenin
2.00E+04 -
0.00E+00
169 331 353 369 493 515 531

Graf 9: Srovnani velikosti intenzit sledovanych iontd ze vzorku oeninu analyzovaného z povrchti rozdrcenych

monolitl pfipravenych postupem 6b
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V obou téchto predchozich grafech (8, 9) lze také pozorovat, ze naméfené hodnoty jsou
zatizeny pomérné¢ velkou chybou méteni. K té ptispiva pravdépodobné také nestejnorodost
ptipraveného materialu a maly pocet opakovani analyz. Aby bylo mozné srovnat charakter
spektra objektivnéji, bez ohledu na absolutni velikosti odezvy, byly hodnoceny opét poméry
intenzit, které jsou znazornény v grafech 10, 11. Ty napfi. potvrzuji, Ze signal matrice sniZuje
pouze methakrylatovy monolit, ostatni (styrenové) monolity zadny kladny efekt ve srovnani
se standardni technikou analyzy (vzorek smichany s matrici analyzovany z povrchu nerezové
LDI desticky) neptindseji, ale dochazi ke staticky vyznamnému zlepseni rodicovského iontu
oproti jeho fragmentu (pomér 493/331) pii pouziti vSech druhti monoliti s vyjimkou OH-
STDVRB, jak je patrné z grafu 10
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Graf 10: Srovnani poméru intenzit molekulového iontu oeninu (m/z = 493) k iontu fragmentu (m/z = 331),
matrice (m/z = 169) a celkovému iontovému proudu (TIC) analyzovanych za pfitomnosti matrice z povrchu
nerezové LDI desticky, z methakrylatového, styren-diviylbenzenového, hydroxystyren-divinylbenzenového a

karboxystyren-divinylbenzenového monolitu pfipravenych dle postupu 6a.
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Graf 11: Srovnani poméru intenzit molekulového iontu oeninu (m/z = 493) k iontu fragmentu (m/z = 331),
matrice (m/z = 169) a celkovému iontovému proudu (TIC) analyzovanych za pfitomnosti matrice z povrchu
nerezové LDI desticky, z methakrylatového, styren-diviylbenzenového, hydroxystyren-divinylbenzenového a

karboxystyren-divinylbenzenového monolitu pfipravenych dle postupu 6b

4.6.2.4. Srovnani vysledkii ziskanych pri pouZiti uvedenych forem
monolitii

Ke vSem zminénym postupiim vytvoieni ur¢it¢ého monolitického povrchu byly pouzity pouze
ST-DVB a BMA-EDMA monolit. Proto Ize G¢innost jednotlivych zpiisob hodnotit pouze
v souvislosti s témito dvéma materialy. Grafy 12 a 13 znazorfuji intenzity sledovanych iontt
oeninu analyzovanych z povrchu styrenového a methakrylatového monolitu, které byly
piipraveny postupy 1, 5, 6a, 6b. Jak je z obou grafi vidét, nejvyssi intenzitu poskytoval
molekulovy ion (m/z 493) v pfipad€¢ pouziti monolitu ve formé vrstvy, tedy postupem 1.
Ostatni pouzité metody nevedly ke zlepSeni analyzy oproti standardni metodé, kterou
pfedstavovala béznd MALDI analyza. Pfinosem methakryldtového monolitu je navic
potlaceni signidlu matrice. Tento efekt se vSak neprojevuje, pokud je monolit nanaSen ve

formé zrnicek (postup 6a a 6b).
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Graf 12: Srovnani intenzit jednotlivych ionti/pomérti m/z vzorku analyzovaného z riiznych forem

methakrylatového monolitu.
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Graf 13: Srovnani intenzit jednotlivych iontd/poméra m/z vzorku analyzovaného z ruznych forem styren-

divinylbenzenového monolitu
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Intenzity iontl ziskanych postupem, ktery se pii analyze osveédcil nejlépe (pouziti jednolité
vrstvy) jsou kvili moznosti vzajemného porovnani zobrazeny v grafu 14. Z néj vyplyva, ze
k analyze vzorku oeninu, potazmo antokyaninl, je nejvhodnéj$i methakrylatovy monolit.
Styren-divinylbenzenovy monolit totiz poskytuje obdobné vysledky jako srovnavaci MALDI
metoda, nariist intenzity signalu, ktery je vidét u molekulového iontu lze prakticky zahrnout
do experimentalni chyby, kterou zndzorfiuje chybova usecka. Rovnéz pii pouziti ST-DVB
nedochdzi k potlaceni vlivu matrice. Graf 15 pak znovu dokazuje uziteCny vliv

methakrylatového monolitu, ktery spociva v potlaceni signalu matrice.

4,00E+05 -
3.50E+05 -
H oenin+ THAP
3,00E+05 -
2.50E+05 - )
® methakrylat+oenin+
THAP+ (postup 1)
2,00E+05 -
L S0E+05 - = PS-DVB+ THAP +
oenin (postup 1)
1.00E+05 -
5,00E+04 -
0,00E+00 -
169 331 353 369 493 515 531

Graf 14: Srovnani nejlepsich ziskanych vysledkt dosazenych pomoci souvislé vrstvy monolitu se standardni

metodou MALDI analyzy (vzorek s matrici analyzovany z povrchu nerezové LDI desticky)
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Graf 15: Srovnani poméru intenzit molekulového iontu oeninu (m/z = 493) k iontu fragmentu (m/z = 331),
matrice (m/z = 169) a celkovému iontovému proudu (TIC) analyzovanych za pfitomnosti matrice z povrchu

nerezové LDI desticky, z methakrylatového a styren-diviylbenzenového monolitu.

4.6.2.5. Analyza realného vzorku vina

Na BMA-EDMA a ST-DVB monolitech byly provadény i prvotni experimenty s redlnym
vzorkem vina. Tento vzorek nebyl upraven zadnou piecistovaci technikou, byl pouze
okyselen kyselinou mravenci a nanesen spolu s matrici na dany podklad. Pfi pouziti monoliti
byl, v porovnani s analyzou provadénou z nerezového povrchu, pozorovan zajimavy efekt,
spocivajici ve zjednoduseni (,,procisténi*) ziskané¢ho spektra s dominantnim pikem oeninu a
jeho aglykonu, jak je vidét pii srovnani spekter na obrazcich 15, 16 a 17. Tyto analyzy byly
provadény z monolitickych povrchi platkt (postup 5). Spektra, jichz bylo dosaZzeno pii
pouziti platkli, vykazuji v rdmci provadénych méteni dobrou opakovatelnost.

Pro tyto experimenty by bylo vhodné otestovat také monolity pfipravené ve formé
souvislé vrstvy, ktera se pii pokusech se standardem oeninu nejvice osvédcila. K tomu vSak
kvtli problematické pfipravé monolitu vV napolymerované vrstvé béhem experimentii v ramci

této prace nedoslo.
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Obrazek 15: MS spektrum vzorku ¢erveného vina smichaného s matrici naneseného na nerezovou LDI desticku.
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Obrazek 16: MS spektrum vzorku Ccerveného vina smichaného s matrici analyzovaného z platkd

methakrylatového monolitu piilepeného na LDI desticku, intenzita nejvyssiho piku ve spektru je 3,86.10°
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Obrazek 17: MS spektrum vzorku cerveného vina smichaného s matrici analyzovaného z platki ST-DVB

monolitu piilepeného na LDI desticku, intenzita nejvyssiho piku ve spektru je 3,20.10°
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5. Zavér

Monolity pifedstavuji v analytické chemii zajimavy materidl pro rtzné aplikace,
Z nichz nejCastéjsi je jejich vyuziti jako separa¢ni medium v kapalinové chromatografii a
kapilarni elektrochromatografii. Uplatiuji se také jako sorbenty pii TLC s naslednou
MALDI/MS detekci separovanych zon.

Tato prace byla zaméfena na moznost vyuziti monolitickych povrcht pfi LDI/MS
analyze antokyaninii. Bylo popsdno nékolik variant piipravy monolitického povrchu,
Z které¢ho byl vzorek analyzovan. M¢éfeni probihala jak bez ptidavku matrice, tak také za
pritomnosti matrice. Byl srovnavan charakter spekter a intenzita sledovanych iontl ziskanych
analyzou z ptipravenych monolitickych povrcht s vysledky métenych standardni metodou (t;.
vzorek analytu smichany s matrici naneseny na povrch nerezové LDI desticky). Ukazalo se,
ze monolity pfispivaji k vyssi intenzité signalu analytu, pokud jsou piipraveny ve formé
souvislé vrstvy a je-li pfitomna matrice. NejlepSich vysledkti pak bylo dosaZzeno pouzitim
BMA-EDMA monolitu, na kterém bylo dosazeno nejen nejvyssi intenzity molekulového
iontu, ale soucasné také nejvice potlaCoval nezddouci signdl matrice. Naproti tomu
k vyznamnému zvySeni odezvy v dasledku lepsi ioniza¢ni ucinnosti po zavedeni kyselych
funk¢nich skupin(-OH a COOH) do struktury ST-DVB monolitu, nedoslo.

Byly provedeny také pokusy vyuZzivajici monoliticky povrch pti analyze vina. Tyto
prvotni vysledky naznacuji, ze monolity pfispivaji ke snizeni odezvy balastnich latek a
matrice. Monolity jsou tak jednou z nadéji pro dalsi vyvoj v oblasti LDI technik. Bude v8ak
nutné zefektivnit pfipravu a optimalizovat dalsi faktory, které mohou ovliviiovat vysledky

analyz, jako napf. tloustka vrstvy, velikost energie pouzitého laseru apod.
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6. Seznam pouzitych zkratek

LDI - ionizace/ desorpce laserem (laser desorption/ionization)

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

MALDI - ionizace/ desorpce laserem ( matrix assisted laser desorption/ionization)
HPLC- vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
SPE — extrakce tuhou fazi (solid- phase extraction)

ST —styren

DVB - divinylbenzen

OH-STDVB - hydroxystyren-divinylbenzen

VBA — 4-vinylbenzoova kyselina

COOH-STDVB - karboxystyren.divinylbenzen

THF - tetrahydrofuran

BMA — butylmethakrylat

EDMA — ethyledimethakrylat

THAP — trihydroxyacetofenon

AIBN - azobisisobutyronitri

ACN —acetonitril

AMPS - kyselina 2-akrylamid-2methyl-1-propansulfonova
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