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Diserta¢ni prace Uvod

Chromatografické metody, jako velmi G¢inné separacni metody, umoziuji hodnotit jak
kvalitativné, tak kvantitativné 1 velmi slozité smeési latek, coz je upfednostiuje pied
ostatnimi  analytickymi metodami. Od 70. let 20. stoleti je nejpouzivané;si
chromatografickou metodou vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).
V dne$ni dobé je povazovana za tradi¢ni a ve farmaceutické analyze nepostradatelnou
metodu, ktera je také ve vétSiné ptipadii metodou volby. Je to pfedevsim diky schopnosti
analyzovat Siroké spektrum latek, bez limitace molekulovou hmotnosti, polaritou, ale ani
tepelnou stalosti ¢i tékavosti, jak je tomu u chromatografie plynové. HPLC nasla své misto
v mnoha védnich oborech, nicméné ve farmaceutické analyze je stézejnim ndstrojem
pouzivanym ve vSech fazich vyzkumu, vyvoje i vyroby léCiv a 1é¢ivych piipravka. Je také
nezbytnym ndastrojem pouZzivanym pii monitorovani lékovych hladin v télnich tekutinach.
Diky moznosti spojeni s mnoha typy detektorti umoziuje HPLC docilit maximalni citlivosti
a selektivity analyzy. Pfedni misto mezi detektory dlouhou dobu zaujimal detektor
spektrofotometricky, pifedevsim diky jeho jednoduchosti a robustnosti. Nicmén¢ v piipad¢,
kdy je potfeba béhem analyzy ziskat také strukturni informace o hodnoceném analytu, neni
tento typ detekce vhodny.

I z tohoto divodu se v poslednich letech dostala do popiedi detekce vyuzivajici
hmotnostni spektrometrie (MS). Hmotnostni spektrometr, jako iontové-optické zatizeni,
umoznuje separovat ionty na zakladé hodnoty pomeéru jejich hmotnosti a naboje. Spojeni
HPLC/MS tak umoziuje béhem jedné analyzy dosédhnout nejen kvalitni separace
hodnocenych latek, ale zaroven ziskat informace o molekulové hmotnosti latky i o jeji
struktufe. Mezi dal$i nesporné vyhody tohoto spojeni patii pfedevSim vysokd citlivost,
rychlost analyzy a také Siroké spektrum moznych aplikaci.

Piedkladana diserta¢ni prace je koncipovana jako komentovany soubor étyt pivodnich
védeckych praci, publikovanych v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech. Experimentalni
Cast je rozdélena do dvou tematickych celku. Prvni celek se zabyva analytickym
hodnocenim noveho akcelerantu transdermalni penetrace — transkarbamu 12 (T 12)
a tvoti hlavni ¢ast experimentalni prace. T 12 byl nasyntetizovan na Katedie anorganické
a organické chemie, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, a v roce 2001 byl patentovan.
V dob¢, kdy zacala byt tato problematika studovana, nebyla k dispozici Zadna
chromatografickd metoda, ktera by se hodnocenim toto nového akcelerantu zabyvala.
Pfitom pravé popsani nové latky pomoci modernich analytickych metod, je jednou
z nezbytnych podminek pro jeji zavedeni do farmaceutické praxe. Experimentalni préce
proto zahrnuje vyvoj a validaci chromatografickych metod vhodnych pro hodnoceni ¢istoty
a stability substance T 12. Pilotni studie se zabyvala vyvojem metod TLC a HPLC/UV
pro hodnoceni T 12. Dalsi prace byla zaméfena na vyvoj HPLC/UV metody, kterd
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by umoznila hodnoceni T 12 a jeho dvou rozkladnych hydrolytickych produktd — kyseliny
6-aminohexanové (AH) a dodekanolu (D). Vzhledem k absenci chromoforu ve struktuie
T 12, i jeho potencialnich rozkladnych produktt, musela byt pted vlastni analyzou vzorku
vzdy provedena casové naro¢na derivatizace. Ztohoto divodu byla pouzita metoda
HPLC/MS, ktera umoznila tento krok pfipravy vzorku eliminovat. Vyvinutd metoda byla
validovana a nasledné pouzita v primyslové vyrobé k hodnoceni substance T 12.

Druhy tematicky celek se zabyva analytickym hodnocenim antiretrovirotika
efavirenz v biologickém materialu. Experimentalni prace byla vypracovana na Ruprecht —
Karls — Universitat, Heidelberg, Analytisch - Chemisches Labor (Némecko), v ramci
programu Erasmus. Jednalo se o spolupraci na rozsahlém mezinarodnim projektu,
na kterém kooperuje Némecko, Svédsko, Etiopie a Tanzanie. Tento projekt se zabyvé
hodnocenim antiretrovirotika efavirenz a antituberkulotika rifampicin, vzhledem k jejich
moznym interakcim. Pravé ¢asta koinfekce HIV a TBC piedstavuje velky problém zejména
v rozvojovych zemich, a proto byla vlastni klinicka studie provadéna u africkych pacienti.
Efavirenz je doporuc¢en Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) k1é¢bé HIV praveé
v africkych zemich. Experimentalni prace uvedena v této disertacni praci byla soucasti
prvni faze tohoto projektu. Jednalo se nejprve o vyvoj metody HPLC/MS/MS vhodné
pro hodnoceni efavirenzu v plazmé, jeho volné frakce v ultrafiltratu, ataké monocytech
periferni krve. Vyvinutd metoda byla nasledné pouzita pti hodnoceni vzorka 14 zdravych

dobrovolniku.
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Cilem predkladané disertacni prace bylo vyvinout a zvalidovat vhodné
chromatografické metody, které by umoznily hodnoceni vybranych biologicky aktivnich
latek. Prvni tematicky celek se zabyval analytickym hodnocenim akcelerantu transdermalni
penetrace transkarmbamu 12 (T 12) a druhy, analytickym hodnocenim antiretrovirotika
efavirenz (EFV).

Cile prvniho tematického celku:

e V pilotni studii vyvinout chromatograficke metody TLC a HPLC/UV, vhodné
pro analytické hodnoceni T 12.

e Vyvinout novy derivatiza¢ni postup a metodu HPLC/UV pro hodnoceni T 12 a jeho
dvou potencialnich hydrolytickych rozkladnych produkta AH a D.

e Vyvinout a zvalidovat metodu HPLC/MS vhodnou pro hodnoceni tii moznych necistot
v substanci T 12. Nasledn¢ tuto metodu pouzit pii kontrole Cistoty substance T 12
unové nasyntetizovanych vzorkii béhem optimalizace syntetického postupu

V primyslové vyrobg.

Cil druhého tematického celku:

e Vyvinout vhodné postupy pro izolaci antiretrovirotika EFV z biologického materialu.
Nasledné¢ vyvinout a zvalidovat HPLC/MS/MS metodu pro hodnoceni tohoto 1é¢iva
v plasmé, jejim ultrafiltratu a monocytech periferni krve. Tuto metodu nasledné pouzit

pii hodnoceni realnych vzorka.

12
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3.1 PREHLED A VYUZITI CHROMATOGRAFICKYCH
METOD

Chromatografické metody hraji v soucasné dobé kli¢ovou roli nejen pii analytickém
hodnoceni 1é¢iv. Jedna se o vysoce ucinné separacni metody, které umoziuji separovat
smési latek a nasledné jednotlivé sloZky identifikovat i kvantifikovat. Pravé moznost
hodnoceni i velmi slozitych smési latek upfednostiiuje chromatografické metody pied
ostatnimi analytickymi metodami. Nachazi proto uplatnéni nejen v laboratofich
analytickych, ale i chemickych, biochemickych, toxikologickych ¢&i biologickych
a v pramyslovych odvétvich [1, 2, 3].

Za zakladatele chromatografie je povaZzovan rusky chemik a botanik M. S. Cvét,
ktery v roce 1903 zveiejnil praci, popisujici separaci listovych barviv za pouZiti sloupcoveé
adsorpéni chromatografie. Na tuto problematiku navazal rakousky chemik R. Kuhn a jeho
kolegove, ktefi v roce 1931 publikovali praci o separaci alfa a beta karotenu, ktera je
povazovana za zaklad moderni chromatografie. Adsorpéni chromatografie se tak stala
bézné pouzivanou a nepostradatelnou metodu chemickych i biochemickych laboratofi.
DalSim vyznamnym obdobim vyvoje chromatografie byl konec 40. let 20. stoleti, kdy
A. Martin a R. Synge objevili rozdélovaci chromatografii. Jejich prace pfispéla
k rychlému vyvoji dalSich chromatografickych metod, jako je papirova, plynova ¢i pozdé&ji
I vysokoucinna kapalinova chromatografie [1, 4, 5, 6].

Jednotlivé typy chromatografickych metod maji sva specifika, nicméné vSechny
pracuji na spoleéném principu mnohonasobného ustanovovani rovnovahy
jednotlivych souéasti analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi.
Prvni faze - nepohybliva neboli stacionarni - je schopna riznou mérou zadrZovat
jednotlivé slozky analyzované smési. Muze se jednat o pevnou latku nebo kapalinu,
nanesenou na tuhy nosi¢, gel nebo naplnénou do kolony. Druha faze, pohybliva neboli
mobilni, umoznuje eluci jednotlivych sloZzek analyzované smési ze stacionarni faze
a riiznou rychlosti je unasi ve sméru toku faze. Mobilni faze muze byt plynna, kapalna nebo
kapalina v superkritickém stavu. K separaci latek tedy dochazi béhem vzajemnych interakci
délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Na zakladé sorpéni rovnovahy je uréena
rychlost postupu latky, tj. ¢im pevnéji se latka sorbuje na stacionarni fazi, tim pomaleji
chromatografickym systémem postupuje [2, 3, 7].

14
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Chromatografické metody lze v soucasné dobé délit na zaklade riznych kritérii [3, 8]:

e povaha mobilni faze: chromatografie plynova (GC) a kapalinova (LC)
e zpusob provedeni: chromatografie sloupcova - kolonova, papirova, tenkovrstva
e zpusobu vyvijeni: chromatografie eluéni, vytésiovaci, frontalni analyza

e typ skupenstvi mobilni a stacionarni faze: chromatografie v systému kapalina-tuha
latka, kapalina-kapalina, plyn-kapalina, plyn-tuha latka, viz tab. 1

o typ separacniho procesu: chromatografie adsorp¢ni, rozdélovaci, iontovyménna,
gelova, afinitni

e ucel: preparativni, analyticka

Tab. 1 Pfehled moznych kombinaci mobilnich a stacionarnich fazi a od nich
odvozenych chromatografickych metod:

Mobilni Stacionarni L
) ] Chromatografickd metoda Zkratka
faze faze
plyn kapalina plynova rozdélovaci chromatografie GLC
(GC) tuha latka plynova adsorp¢ni chromatografie GSC
kapalinova rozdélovaci chromatografie LLC
gelova permeacni chromatografie GPC
kapalina
papirova rozdélovaci chromatografie PC
kapalina
tenkovrstva rozdélovaci chromatografie TLC
(LC)
kapalinova adsorp¢ni chromatografie LSC
tuha latka iontovyménna chromatografie IEC
tenkovrstva adsorpéni chromatografie TLC

15
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Z uvedenych metod byly dlouhou dobu v popiedi zajmu piedevsim chromatografie
plynovd a papirova resp. pozd&i tenkovrstva. Klasicka kolonova (sloupcova)
chromatografie byla mnoho let na pokraji zajmu, vzhledem k nizkému tlaku na kolong,
ktery znemozioval rychlé analyzy s dostatecnym rozlisSenim. Na konci 70. let 20. stoleti
véak nastal vyrazny obrat diky zavedeni vysokoucinnych Kkolon a rozvoji
chromatografické instrumentace. Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
se tak stala jednou z kli¢ovych modernich analytickych metod. V soucasné dob¢
se rozvoj chromatografickych metod odehrava zejména v oblasti vysokoucinné kapalinové
chromatografie a plynové chromatografie. Své wuplatnéni vSak stale nachazi
| chromatografie tenkovrstva jako metoda, kterd neni naro¢na na instrumentaci, je rychla

a zaroven levna [8, 9].

16
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3.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Jak jiz bylo zminéno, HPLC je vdnesni dobé jednou =z nejpouzivanéjSich
analytickych metod, a ve farmaceutické analyze patii také ve vétSiné piipadt k metodé
prvni volby. Je to pfedevsim diky Sirokému spektru analyzovatelnych latek, které nejsou
limitovany molekulovou hmotnosti, polaritou, ale ani teplotni stalosti ¢i tékavosti, jak je
tomu u chromatografie plynové. Diky kombinaci s mnoha typy detektorti umozniuje docilit
maximalni citlivosti a selektivity metody.

Dalsi piednosti je relativné snadné kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
analyzovanych latek 1 vpomémé slozitych smésich. Zakladni kvalitativni
charakteristikou HPLC je reten¢ni ¢as. Na zakladé shody reten¢nich ¢astu hodnocené
latky a ptislusného standardu, za piesné definovanych podminek, lze potvrdit totoZnost
latky. Zaroven se vSak pouziva dalSi, nezavislé, metody pro potvrzeni - nejcastéji
porovnanim namétenych UV/VIS spekter ziskanych pomoci detektoru diodoveho pole
nebo na zakladé IC & MS spekter. Kvantitativni charakteristikou HPLC je plocha
(pop¥. vySka) chromatografického piku. Nejcastéji se vyuzZiva metody vnitiniho nebo
vné&jsiho standardu, kalibra¢ni zavislosti popt. metody normalizace [3, 7, 10, 11].

HPLC piedstavuje ve farmaceutické analyze stéZejni analyticky nastroj
pouzivany ve vSech fazich vyzkumu, vyvoje i vyroby. Béhem vyzkumu novych latek
se vyuziva preparativni HPLC, ktera umoznuje latky izolovat a purifikovat, a poté je
pomoci analytické HPLC identifikovat. K tomu se vyuziva nejcastéji spojeni HPLC
s modernimi, vysoce citlivymi, detek¢nimi technikami MS a NMR. V rdmci preklinického
hodnoceni 1é¢iva je nezbytné vyvinout vhodné chromatografické metody, které umozni
hodnotit ¢istotu a stabilitu substance, popsat jeji farmakokinetiku a metabolismus
v organismu. V prubéhu vyrobniho procesu pak HPLC zajistuje nepietrzitou kontrolu
kvality a jakosti 1éCivého piipravku, nejcastéji pomoci UV, DAD a MS detektoru.
Nepostradatelna je také v ramci bioekvivalenénich studiich [11, 12, 13, 14].

Zaroven je nedilnou soucasti pri monitorovani lékovych hladin v télnich
tekutinach (TDM). Po podani 1é¢iva pacientovi umozni HPLC monitorovat hladiny téchto
1é¢iv nebo jejich metabolitd nejéastéji v krevni plazmé, séru ¢i moéi. TDM je nutné
zejména u léC¢iv s uzkym terapeutickym indexem a velkou inter a intra - individualni
farmakokinetickou a farmakodynamickou variabilitou. Cilem je tedy zoptimalizovat
davkovani 1é¢iva u kazdého pacienta tak, aby bylo dosazeno odpovidajiciho 1é¢ebného
u¢inku a piedeslo se vyskytu nezadoucich ucinku ¢i dokonce toxického efektu. Na rozdil
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od imunochemickych metod je HPLC selektivni metodou, kterd umozni kvantifikovat jak
puavodni 1é¢ivo, tak jeho vzniklé metabolity [3, 15].

3.2.1 INSTRUMENTACE HPLC

HPLC systémy jsou Vv dne$ni dobé nejcastéji tzv. stavebnicového typu a tvoii je
nasledujici zakladni ¢asti: zasobniky mobilni faze (A), degasser (B), pumpy (C), davkovaci
zarizeni (D), chromatograficka kolona (E), detektor (F) a pocitac s prislusnym softwarem
pro sbér a vyhodnoceni dat (G). Jednotlivé casti jsou spojeny kapildrami o vnitinim
pruméru 0,05 aZz 0,32 mm, které jsou nejcastéji vyrobeny z nerezové oceli nebo
polyether - ether - ketonu (tzv. PEEK kapilary) popf. titanu. VSechny ¢asti chromatografu
musi spliiovat piisné parametry tak, aby bylo docileno efektivni, vysoce citlivé
a reprodukovatelné analyzy pro identifikaci i kvantifikaci latek. [16, 17]

Obr. 1 Schéma kapalinového chromatografu, prevzato z ref.18.
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A) ZASOBNIKY MOBILNI FAZE

Nejcastéji pouzivanymi zasobniky mobilni faze jsou sklenéné ldhve o rtizném
objemu, vétSinou opatiené specidlnimi uzavéry, které maji zabranit odpafovani mobilni
faze. Mobilni faze, ktera prochazi celym HPLC systémem, musi byt piipravena z vysoce
¢istych rozpoustédel a chemikalii, ur€enych pro tyto Gcely. PocCet zasobnikl miize byt riizny
(1-4), nicméné vyssi pocet zasobnich lahvi je nezbytnou nutnosti u gradientovych eluci,
kdy se pomér slozek mobilni faze béhem analyzy méni, a je tedy potieba Cerpat kazdou
slozku ze samostatné lahve. V piipadé eluce isokratické, zistava pomér slozek mobilni
faze po celou dobu analyzy stejny. [2, 17].

B) DEGASSER

Pied vstupem mobilni faze do systému musi byt zajisténo jeji dostatecné odplynéni.
Spatné odplynéna mobilni faze zhorduje reprodukovatelnost retenénich ¢asti a objemil
nastiiku, zhorSuje plynulost pritoku mobilni faze, zvysuje Sum zakladni linie a sniZuje
citlivost. Dtive pouzivané metody odplynéni za pomoci ultrazvukové lazng, vyveévy
¢i probublani heliem jiz ztratily na vyznamu. Zavedeni on-line degassert, které jsou
umistény mezi zasobniky mobilni faze a pumpu, znamenalo vyznamny ptinos pro kvalitu
analyz. Zakladem je trubice, kterad je propustna pro plyny, nikoli vSak pro kapaliny a je
umisténa ve vakuu. V tomto prostoru tak dojde k pfechodu plynu z trubice s mobilni fazi
do okolniho prostoru a do systému pokra¢uje odplynéna mobilni faze [17, 19].

C) PUMPY

vvvvvv

na ni z tohoto divodu kladeny vysoké pozadavky. Idealni pumpa musi zajistit konstantni
a reprodukovatelny pritok mobilni faze celym systémem a umoZnit pouZiti pritokia
v $irokém rozmezi p¥i zachovani dostate¢né piesnosti a Spravnosti.

Moderni pumpy jsou schopny zajistit prutok mobilni faze v rozmezi od 0,01 ml/min
do 10 ml/min, pti tlaku aZz do cca 50 MPa. Pravé moznost dosahnout vysokych tlaka je
V soucasnosti nezbytnd. Trendem pii vyrobé stacionarnich fazi je totiz zmensovani ¢astic,
coz umoziuje dosdhnout vyssiho rozliSeni a rychlejsi analyzy, avSak za zvySeni zpétného
tlaku. DalSim dulezitym parametrem je u pumpy také schopnost zajistit konstantni pritok
mobilni faze systémem. Nejcastéji se v dnesni dob€ pouzivaji pumpy pistové. Jejich hlavni
vyhodou je maly vnitini objem davkovace, moznost dodavat mobilni fazi po neomezenou
dobu a pouzivat gradientovou eluci. Ur¢itou nevyhodou jsou vznikajici tlakove pulsy.
Tento problém se vSak podaftilo vyfesit zafazenim dalSiho Cerpadla, které pracuje v opacné
fazi, ¢imz pulsy kompenzuje. Miize se pouzit také vice Cerpacich hlav s koordinovanym
sanim a vytlakem a také ¢erpadla s programovanym pohybem pistu [6 10,] 20].
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D) DAVKOVACI ZARIZENI

Tato ¢ast HPLC systému umoZiiuje davkovani kapalného vzorku do proudu
mobilni fize v prostfedi vysokého tlaku. Objem davkovaného vzorku se obvykle
pohybuje v rozmezi 0,1 - 100 pl.

Davkovaci systém by mél byt schopen pracovat s vysokou reprodukovatelnosti
nastfikld. IV této oblasti vyvoje je snaha dosdhnout automatizace, a proto se v podstaté
upustilo od pouzivani ruéniho nastiiku jednotlivych analyz pomoci Sesticestného ventilu
(Rheodyne). Moderni HPLC systémy jsou jiz vybaveny automatickym davkovaem -
autosamplerem, ktery umoznuje nastfiknuti fady vzorkGi bez pfitomnosti analytika.
Autosamplery umoznuji naprogramovat dopiedu potradi i nasttikovy objem jednotlivych
vzorkl,, které jsou umistény v zasobniku vzorkd. Tento prostor umoznuje vzorky
temperovat a zaroven je chrani pred svétlem. Aby nedoslo ke kontaminaci vzorku vzorkem
predeslym, dochazi k pravidelnému vnitinimu i vnéjS§imu oplachu jehly, kterou je vzorek
aplikovéan [10, 19].

E) CHROMATOGRAFICKA KOLONA

Chromatograficka kolona je jedina ¢ast systému, kde dochazi ke kontaktu stacionarni
a mobilni faze, a tim kvlastni separaci analyti. Vhodné¢ vybrana stacionarni faze
a optimalni pomér a sloZzeni mobilni faze je tedy rozhodujici pro dosazeni tspésné separace
latek. Chromatografick& kolona je v podstaté trubice o délce 5 az 30 cm, vyrobena

z nerezavéjici oceli (popF. plastu, skla) naplnéna stacionarni fazi neboli sorbentem.

Kolony musi byt mechanicky stabilni, vzhledem k vysokym pracovnim tlakiim, dale
chemicky odolné, vuci Sirokému rozsahu pH a polarit mobilnich fazi, mé¢ly by byt také
odolné vaci vysokym pracovnim teplotam. Neméné podstatna je kvalita (tvar a velikost)
jednotlivych ¢astic sorbentu a velikost jejich porta. Na chromatografické kolony jsou
v soucasnosti  kladeny vysoké naroky, predev§im zdivodu zajiSténi
reprodukovatelnosti a robustnosti analytickych metod. Jistym probléemem je variabilita
pii vyrobé stejné stacionarni faze riznymi vyrobci, nicméné rozdily lze najit i mezi
riznymi Sarzemi vyrobenymi stejnym vyrobcem. Z tohoto divodu byly ureny parametry,
ve kterych se musi jednotlivé kolony shodovat (reten¢ni faktor, selektivita, pocet
teoretickych pater ¢i Géinnost separace pii analyze modelové smési latek) [10, 21]

V soucasné dobé je komer¢né vyrabéno velké mnozstvi nejriznéjSich casticovych
kolon, které se 1isi na zakladé¢ jejich délky, vnitiniho praméru, velikosti pérd, architektury
kolony ¢i dle polarity a typu stacionarni faze nebo navazanych funkénich skupin. Tyto
parametry kolony pak ovliviiuji kvalitu separace, rychlost a citlivost metody ¢i tvar

a rozliseni pik.
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¢ Délka kolony je u komeréné dostupnych kolon 5 - 30 cm. Se zkracujici se délkou
kolony se také zkracuje doba analyzy, snizuje se Siika piku a zvySuje citlivost, nicméné

klesa uc¢innost kolony, a tim i rozliseni pika [19].

¢ Vnitini primér kolony (nejcastéji 1 - 5 mm) je dulezitym parametrem, ktery
ovliviiuje citlivost detektoru, mez stanovitelnosti, tlakovy spad na koloné, objemovy prutok
mobilni faze ¢i objem vzorku, ktery mize byt na kolonu aplikovan. Kolony s vétsim
vnitinim primérem (nad 10 mm) tzv. semipreparativni ¢i preparativni jsou vzhledem
K moznému vysokému nastfiku vzorku obvykle vyuzivany hlavné v industrialnich
aplikacich pti purifikaci produkti. ZmenSenim priméru kolony se zvySuje citlivost
a zaroven se snizuje spotieba rozpoustédel 1 vzorku pii nastiiku. Kolony s vnitfnim
prumérem 2 - 3 mm tzv. ,narrow-bore” se pouZivaji pro zvyseni citlivosti pro UV/VIS,
fluorescenéni detektory a ve spojeni s hmotnostnim detektorem, kde zlep3uji schopnost
ionizace latky elektrosprejem. Kolony o vnitinim praméru 1 mm, tzv. ,micro-bore”
a pod 1 mm, tzv. ,kapilarni* maji své uplatnéni spiSe u specifickych piipadu [17, 19, 22].

¢ Velikost ¢astic ovliviiuje pfedevSim rychlost separace - ¢im mensi ¢astice jsou, tim
je rychlost analyzy vyssi, zaroven se vSak zvysSuje tlak na koloné. Optimalni velikost ¢astic
pro klasické HPLC separace s dostate¢nou ucinnosti, zpétnym tlakem a Zivotnosti je
cca 5 um. Mensi Castice o velikosti 3 um se vyuzivaji pro rychlé separace a Céstice
o0 velikosti 1,5 um jsou pouzitelné pouze pro extrémné rychlé separace makromolekul, jako
napf. proteint [11].

e Velikost périi ovlivituje naopak separaci na zakladé velikosti molekul. Malé pory
(7 - 12 nm) jsou typicky pouZivany na malé molekuly, zatimco pory o velikosti nad 15 nm
(15 - 100 nm) umoznuji separaci velkych molekul s Mr nad 10 000 Da [11].

¢ Architektura kolony - klasické stacionarni faze, jak jiz bylo uvedeno vyse, jsou
naplnény jednotlivymi ¢asticemi sorbentu o definované velikosti. Tento typ kolon vykazuje
sice dostateCnou separa¢ni ucinnost, nicméné jejich nevyhodou je omezena maximalni
rychlost pritoku mobilni faze (snizovani velikosti Castic sorbentu zvySuje zpétny tlak
na kolong). Tento problém pieklenuji tzv. monolitické kolony, které jsou tvofeny jedinym
kusem porovitého materidlu a veSkera mobilni faze tak musi protékat jeho pory.
Monolitické kolony obsahuji dva typy port — prvnim typem jsou velké pory (makropory),
které zajistuji rychly konvektivni tok mobilni faze skrz monolit a vyznamné zrychluji
pienos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi. Druhym typem jsou stfedné velké pory

(mesopory), které poskytuji monolitu dostatecné velky povrch, a tim vysokou separacni
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kapacitu. Tato struktura umoziuje zatizit kolonu i znacné vysokymi rychlostmi pratoka
mobilnich fazi bez ptiliSného zvyseni tlaku a ztraty separacni G¢innosti. Monolity se diky
témto svym vyhoddm staly v urcitych oblastech analyzy nezastupitelnymi. Oproti
klasickym kolondm napfiklad umoziuji znacné zrychleni separaci zejména velkych
molekul, jako jsou bilkoviny, nukleové kyselin ¢i syntetické polymery [19, 21, 23, 24, 25].

e Dle polarity stacionarni faze se chromatografie déli na dvé zakladni skupiny:
prvni je chromatografie na normélnich fazich (NP-HPLC), kde stacionarni faze je
polarni a mobilni faze je nepolarni. Mezi nejcastéji pouzivané polarni stacionarni faze patii
anorganické sorbenty - ptedevsim silikagel, dale pak oxid hlinity nebo chemicky vazané
poléarni stacionarni faze na povrchu silikagelu. NP-HPLC se vyuZziva pfi separaci vysoce
hydrofobnich latek rozpustnych v nepolarnich organickych rozpoustédlech, separaci
isomertd ¢i preparativni analyze [10, 11].

V opa¢ném piipadé, kdy stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze polarni, se jedna
o chromatografii na reverznich fazich (RP-HPLC). Nepolarni stacionarni faze jsou
nejcastéji vazané na povrch silikagelu. V dnesni dobé 80 % aplikaci v HPLC vyuziva pravé
RP-HPLC, protoZze umoziuje aplikace pro analyty s Sirokym rozsahem polarit a zaroven

pouzivat vodou feditelna rozpoustédla pro piipravu mobilnich fazi [10, 11].

Jistou alternativou pro NP-HPLC a konkurentem pro RP-HPLC je relativné
novd metoda - chromatografie shydrofilnimi interakcemi (HILIC), poprve
publikovana v roce 1990 A. J. Alpertem [26]. Jednd se v podstaté o chromatografii
na normalnich fazich za moZnosti pouZiti polarnich mobilnich fazi. RP-HPLC ma Siroké
vyuZiti, nicméné jejim nedostatkem je analyza silné polarnich a hydrofilnich latek, které
jsou na kolon¢ nedostate¢né zadrzovany. V NP-HPLC jsou naopak tyto latky zadrzovany
dostatené, nicméné je potieba pouzit nepolarni mobilni faze, které jsou Casto toxické,
drahé, maji nepfiznivy vliv na Zivotni prostiedi a navic polarni a hydrofilni latky jsou
V nich $patné rozpustné. Zakladnim skeletem stacionarni faze pro HILIC je silikagel nebo
polymer, které mohou byt modifikovany navazanou polarni (napi. Diol, NH;) nebo
zwiterionickou funkénich skupinou (sulfobetaine - ZIC-HILIC). Mobilni faze pak musi
obsahovat vysoké procento organického rozpoustédla a nizsi procento vody (optimalni
obsah 60 — 97 % acetonitrilu). Vzdy vSak musi obsahovat minimalné 3 % vody, které jsou
potiebné pro dostateCnou hydrataci ¢astic stacionarni faze. Pti HILIC je stacionarni faze
hydratovana tenkou vrstvou vody, kterd zplsobuje vysSsi afinitu polarnich analyta ke
staciondrni fazi (vysoké procento organického rozpoustédla), a tim zajiStuje jejich retenci
na koloné. Vysledkem je zvySend retence poldrnich latek a zména potadi eluce v zavislosti
na jejich hydrofobité. Vysoké procento organické faze v mobilni fazi také vyrazné ptispiva

ke zlepSeni ionizace a tim i citlivosti pfi pouziti MS detektoru, zaroven se také dosahuje
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lepSiho tvaru a symetrie pikt u latek stiedné az vysoce polarnich. Nejéastéjsi aplikaci
techniky HILIC je separace vysoce polarnich latek, sacharidi, aminokyselin a peptida [27,
28, 29, 30, 31].

e Dle typu stacionérni faze:

> na bézi silikagelu

Silikagel je nejrozSifenéjsi a nejpouzivangj$i zaklad staciondrnich fazi
chromatografickych kolon. Je to ptedevsim diky jeho vyhodnym vlastnostem, jakymi jsou
velkd mechanicka odolnost a z toho plynouci dlouha stabilita za vysokych pracovnich
tlakti; moznost vyroby ruaznych velikosti ¢astic i pérd, a tim mozZnost vyuZiti
pii analytickych i preparativnich aplikacich a pro analyzu malych i velkych molekul; dalsi
vyhodou je jeho kompatibilita svodou i svétsinou organickych rozpoustédel
a v neposledni fad¢ snadna modifikace jeho povrchu, a tim moznost pfipravit mnozstvi
riznych stacionarnich fazi pouzitelnych pro NP i RP-HPLC. Nejcastéjsi modifikaci
stacionarni faze je navazani alkylového fetézce C8 a C18, pouZivanymi jsou také kratké
fetézce C4, Cl ¢&i fetézce s funkEnimi skupinami typu CN, NH,, fenolu, diolu
¢i specifickymi pentafluorofenylpropylovymi a palmitamidopropilovymi fetézci. Silikagel
muze byt také modifikovan latkami typu katexi a anexl pro pouziti v iontovyménné
chromatografii. Po modifikaci stacionarni faze vSak nedojde ze sterickych davodua
k obsazeni vSech putvodnich silanolovych skupin, €0Z zpasobuje asymetrii pika
u bazickych latek nebo, v nékterych piipadech, i jejich ireverzibilni absorpci. Tento
problém vyrazné fesi tzv. endcaping, kdy po ptislusné modifikaci stacionarni faze dojde
jesté k navazani malych molekul jako napi. trimethylchlorsiloxan ¢i dimethyldichlorsiloxan
na volné SiOH skupiny, a tim k odblokovani téchto zbytkovych skupin. Hlavni nevyhodou
pfi pouziti silikagelu je jeho nestalost v prostiedi s pH < 2 a > 8, ¢imz dochazi k limitaci pti
volbé¢ pH mobilni faze, dale je to jeho nestalost pii vysokych teplotach a pii pouziti
mobilnich fazi s vysokym obsahem vody [11, 17, 19, 21].

> na bazi oxidu zirkoniciteho - ZrO,

Stacionarni faze na bazi ZrO, byla vyvinuta pfedev§im proto, aby pickonala limitace
pH stability fazi silikagelovych. Oxid zirkoni€ity lze ptipravit ve form& monodisperznich
poréznich kulovych ¢astecek, které v mnoha piipadech vykazuji srovnatelnou Géinnost jako
Castice silikagelové stejnych rozmért. Na rozdil od silikagelu vSak poskytuje vynikajici
stabilitu p¥i pH do 14. M4 vysokou tlakovou i tepelnou odolnost a lze ho tak vyuZit
predevsim pro rychlé separace za vysokych teplot i nad 100 °C.
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Miuize byt pouzit nemodifikovany v NP-HPLC, ptedevS§im je vSak vyuzivan
v RP-HPLC, a to modifikovany C18, polybutadienem nebo polystyrenem, popi. tenkou
vrstvou pyrolyticky vylouceného uhliku. Oxid zirkonicity ma na svém povrchu adsorpéni
centra charakteru Lewisovych kyselin, ktera tvofi silné interakce s hydroxylovymi,
fosfatovymi nebo karboxylovymi skupinami analyzovanych latek. Proto se doporucuje
piidavat do mobilnich fazi pufry, které tyto interakce kompenzuji. Zirkoniové stacionarni
faze Casto umoznuji lepSi separaci stereoisomerd, silné polarnich latek (pf. steroidy),
I velmi podobnych sloucenin, které se lisi polaritou [11, 19].
Podobné vlastnosti ma i stacionarni faze na bazi Al,O3 ktera je stabilni do pH 12.
Ma velmi podobné adsorp¢ni vlastnosti jako silikagel, nicméné jeji aplikace jsou omezenég,
vzhledem ke katalytickému Stépeni a rozkladu nebo ireverzibilni adsorpci nékterych
analyzovanych latek na jeho povrchu. Primarni pouZiti této faze je v separaci nasycenych
a nenasycenych alifatickych uhlovodikti a separaci polyaromatickych uhlovodiku [11, 19,
32].

> Dale se muze vyuzivit stacionarni faze na bazi nederivatizovaného
grafitizovaného uhliku, ktera umoznuje efektivni separaci geometrickych izomert (1é¢iv)
a latek vysoce hydrofilnich. Limitaci téchto kolon je vSak nizka efektivita, vyssi fragilita
oproti SiOH, nutnost pracovat s vysoce Cistymi mobilnimi fazemi a zatim stale vysoka
cena. Jedna se o vysoce hydrofobni fazi, coz znamena, Ze ji lze bez dal$i modifikace vyuZit
v RP-HPLC. Vyuzit Ize také faze na bazi polymeru, které se stavaji vhodnou alternativnou
k iontovyménné chromatografii bazickych latek bez nutnosti pfidavani ion-parového
¢inidla do mobilni faze. Hlavni vyhodou polymert je mozZnost jejich pouziti pti pH 1-13.
Nicmén¢ i tato metoda ma své nevyhody, kterymi je predevsim niz$i G¢innost (cca 1/2
az 1/3) oproti kolonam na bazi silikagelu [10, 11].

> Specialnim druhem sorbent jsou chiralni stacionarni faze. Jedna se vétSinou
0 inertni silikagelovy nosic¢, ktery je modifikovan piirodnimi nebo syntetickymi selektory
jako napt. proteiny, cyklodextriny, polymernimi uhlovodiky, Pirklovymi fazemi nebo
makrocyklickymi antibiotiky. Alternativou muze byt pfidani chiralniho aditiva do mobilni
faze, které docasné s enantiomery vytvoii diastereoizomerni komplexy. Chiralni stacionarni
faze umoznuji separaci opticky aktivnich izomerli (enantiomeril). Jedna se o latky, které
maji stejné chemické 1 fyzikalni vlastnosti (pokud na n¢€ neplisobi opticky aktivni latky
nebo prostiedi), ale jejich biologicky ucinek muze byt rozdilny. Nevyhodou téchto fazi je
velka spotieba drahych chirdlnich selektort, problémy s detekci a nizka efektivita separace

(nesymetrické piky, nizky pocet teoretickych pater). [10, 11, 19].
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F) DETEKTORY

Detektor umoziuje rozpoznat (detekovat) a kvantifikovat jednotlivé slozky
analyzované smési, které jsou eluovany z kolony. ,,Idealni* detektor by mé&l mit néasledujici
vlastnosti [17, 19, 33]:

e univerzalnost (moznost detekce vSech pfitomnych komponent)
e vysoka citlivost a nizka aroven Sumu

e stabilita a reprodukovatelnost

e Siroky linedrn¢ dynamicky rozsah

¢ minimalni objem detekéni cely (minimalizace rozmyvani piki)
e pouzitelnost pro Siroké spektrum rozpoustédel, prutoku a teplot
e moznost pouZiti gradientoveé eluce

e snadna obsluha a spolehlivost

Vsechny vySe uvedené pozadavky nesplnuje zadny z dosud vyrdbénych detektort.
Kazdy detektor vSak ma jisté predpoklady pro optimalni detekci urcité skupiny latek.
Vhodny vybér detektoru vyznamnym zpisobem ovliviiuje citlivost a selektivitu analyzy.
VSechny typy dnes pouzivanych detektorti jsou koncentracni a lze je rozdélit do dvou
skupin: 1/ selektivni, kdy signél detektoru je tmérny pouze koncentraci detekované latky
v eluentu a 2/ univerzalni, kdy signal detektoru je umérny celkovym vlastnostem eluentu,
tj. mobilni fazi a detekované latce.

SPEKTROFOTOMETRICKY DETEKTOR (UV/VIS)

Spektrofotometricky detektor je zaloZen na schopnosti analytu absorbovat
zaieni v oblasti vinovych délek od 190 do 700 nm. V rozmezi vinovych délek
190 - 400 nm se jedna o UV zafeni a jako zdroj se vyuziva deuteriova lampa, v oblasti
400 - 700 nm se jedna o viditelnou oblast (VIS) a zdrojem zafeni je wolframo-halogenova
lampa.

Hlavnim piedpokladem pro pouziti UV-VIS detektoru je ptfitomnost chromoforu
v molekule hodnocené latky. Citlivost u tohoto typu detektoru se pohybuje nejcastéji
od 10 do 107" g/ml, je vsak ovlivnéna molarnim absorpénim koeficientem analyzovanych
latek a také chromatografickymi podminkami. Jedna se o nejrozsifenéj$i a nejcastéji
pouZivany typ detektoru, piedevS§im diky jeho jednoduchosti, piesnosti, spravnosti,
moZnosti pouZiti gradientové eluce a schopnosti analyzovat Siroké spektrum latek. Jiné typy
detektorti se voli, predevSim pokud analyty neabsorbuji nebo jen minimalné absorbuji

25



Disertacni prace Vysokoucinna kapalinova chromatografie

v UV oblasti, koncentrace analytu je piili§ nizka pro UV detekci nebo pokud je tfeba znat
strukturni informace o analytu [11, 19, 33, 34].

UV-VIS detektory se mohou dle konstrukéniho typu rozdélit do skupin:

Detektory s fixni vinovou délkou, jako nejstarSi typ UV-VIS detektorq, jiz zcela ztratil
na vyznamu a dnes se nepouziva. Casteéné ho nahradily detektory s ménitelnou vinovou
délkou, které umoznuji zvolit libovolnou vinovou délku (nejcastéji v celé Sifi
190 - 700 nm), pii které ma piislusna latka své absorpéni maximum, a tim docilit
maximalni citlivosti. Zdrojem tohoto zafeni je deuteriova a wolframo-halogenova lampa.
Existuji také tzv. ,,scanning* UV detektory umoznuji béhem nékolika sekund sejmout
absorp¢ni spektrum v maximu hodnoceného piku. Asi nejéastéji se vSak v praxi pouZivaji
detektory diodového pole (photodiode-array, PDA, DAD), které umoznuji snimat celé
absorpéni spektrum latky vrealném cCase bez pieruSeni chromatografické separace.
Vysledkem je trojrozmérny chromatogram jako zavislost absorbance na vinové délce
ana cCase. Zarivy tok, vznikly spektralnim rozlozenim zareni ze zdroje na holografické
miizce, dopada na velké mnoZstvi ploSnych fotodiod, které jsou spojeny s piedem nabitym
kondenzatorem. Ten se tak vybije a pii nasledném nabijeni se méfi proud, ktery je potiebny
na jejich dobiti. Tento typ detektoru ve spojeni s pocitatem umoziuje detekovat latky
pii jakekoliv zvolené vinové délce, porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter
a vypocitat ¢istotu piku. Umoziuje tak splnit vSechny poZzadavky farmaceutické
analyzy - tedy identifikaci, kontrolu ¢istoty i stanoveni obsahu latky v jednom kroku
[2, 11, 20, 33, 34, 35, 36].

FLUORESCENCNI DETEKTOR (FL)

Fluorescen¢ni detektory jsou piednostné vyuzivany v ptipadé€, Ze hodnoceny analyt
vykazuje ptirozenou fluorescenci. Vzhledem k tomu, Ze se to tyka pouze pomérn¢ malé
skupiny analyt (cca 15 %), vyuZziva se u fluorescenéni detekce velmi Casto derivatizace,
kdy je do molekuly analytu zaveden fluorofor. Fluorescenéni detektory jsou proto méné
univerzalni nez napf. UV detektory, nicméné jsou vyraznd citlivjsi (10° - 10" g/ml)
a selektivnéjsi, diky ¢emuz jsou Casto vyuzivany pti stopové analyze [3, 11].

Jsou zaloZeny na principu méfeni intenzity sekundarniho zafeni (emisniho),
které latka vyda po absorpci primarniho elektromagnetického zareni (excita¢niho).
Toho se dosahuje kombinaci interferenénich filtri a nasobice, ktery je umistén kolmo
na zdroj excitacniho zafeni. Fluorimetrické detektory moderni konstrukce umoziiuji
nastavit délku excita¢niho i emitovaného zafeni pouzitim monochromatoru. Soucasné lze v
pribéhu eluce ménit tyto vinove délky primarniho i sekundarniho zafeni tak, aby bylo
dosazeno maximalni citlivosti pro vSechny separované latky. Jako zdroj pro excitaci mize
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byt pouzita deuteriova, xenonové, xenon-rtutova lampa. Nevyhodou tohoto typu detektoru
je mozna pomérné silna zavislost signalu a optimalni vinové delky pro excitaci a emisi
na separacnich podminkach jako je teplota, polarita a viskozita rozpoustédla ¢i pH. Finalni
podminky separace tak mohou vyZadovat jisty kompromis mezi kvalitni separaci a detekci
[11, 17, 19, 35].

DERIVATIZACE

Derivatizace je proces, pii kterém dochazi k chemické reakci mezi analytem
a ¢inidlem, a nasledné ke zméné fyzikalnich a chemickych vlastnosti analytu. Hlavnimi
davody pouziti derivatizace jsou piedevSim zvySeni citlivosti nebo umoznéni detekce
vibec, zlepSeni nebo modifikace parametri chromatografické separace s cilem usnadnit
hodnoceni analytu (napf. zamezeni nezadouci sorpce latek na kolong). Idealni derivatizac¢ni
reakce by méla probihat rychle, kvantitativné a za vzniku minimélniho mnozstvi vedlej$ich
produktt reakce [11, 19].

Existuji 3 typy derivatizace dle mista, kde probiha: derivatizace predkolonova (béhem
ptipravy vzorku), postkolonova (po vystupu analytu z kolony a pied vstupem do detektoru)
a derivatizace kolonova (ptimo na kolon&). Vsechny zpusoby derivatizace maji vliv
na elucni charakteristiky separovanych latek (ucinnost separace a dobu analyzy),
ale pozadavky na derivaty a derivatiza¢ni reakce jsou pro jednotlivé typy specifikované.
Naptiklad pii pouziti nadbytku derivatiza¢niho ¢inidla u ptedkolonové derivatizace je
potieba =zajistit dostateCnou separaci Cinidla a vzniklého produktu. Co se tyka
experimentalni naro¢nosti a narokti na zkuSenost operatora, jsou nejvétsi pozadavky
kladeny pravé na zminovanou derivatizaci predkolonovou, kde musi byt zajiSténa
dostate¢na reprodukovatelnost vysledkd.

Nejcastéji se derivatizace vyuziva v ptipadé absence chromoforu resp. fluoroforu
ve struktufe analytu pii vyuziti UV resp. fluorimetrické¢ detekce. Vhodnou alternativou
muze byt 1 v ptipad¢€, kdy analyt nema ve své struktufe elektrochemicky aktivni skupinu
pro hodnoceni elektrochemickym detektorem. Pfed pouzitim derivatizace v HPLC analyze,
je tfeba nejprve rozhodnout, jaké derivatiza¢ni ¢inidlo je pro analyt nejvhodnéjsi a nasledné
vybrat typ detekce. Derivatizovano muze byt Siroké spektrum latek jako napf. kyseliny,
alkaloidy, aminy, antibiotika, barbituraty a jim piibuzné latky, hydroxy-slouceniny
nebo steroidy. Stejné tak Siroka je i nabidka derivatizacnich Cinidel a vybér nejvhodnéjsiho

zalezi predevsim na funkéni skuping analytu a na zptsobu detekce [11, 19, 34, 37, 38].
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ELEKTROCHEMICKY DETEKTOR (EC)

Elektrochemické detektory se uplatiiuji pfi hodnoceni latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovém rozhrani elektroda - eluent.
Schopnosti latek se oxidovat ¢i redukovat vyuZiva voltametricky, amperometricky
a polarograficky detektor [3]. Mnozstvi aplikaci pro elektrochemickou detekci neni pfilis
velké, ale latky, na které se tento typ detekce aplikuje, reprezentuji velké mnoZstvi
dulezitych 1éCiv, polutanti a piirodnich produktt. Citlivost tohoto typu detektoru je
srovnatelnd &i spiSe vy$si v porovnani s detektorem fluorescenénim (10° — 1072 g/ml),
nicméné mezi jisté limitace patii jeho niz$i selektivita a nemoznost vyuZziti gradientové
eluce [11, 19].

V ptipadé tohoto typu detekce jsou vysoké pozadavky kladeny na Cistotu a odplynéni
mobilni faze, protoze jakékoli znecisténi kovy, halogenidy ¢i kyslikem miize zplsobit
vyrazné zhorSeni pozadi (Sum a drift zékladni linie). Mobilni faze musi byt vodiva,
coZ témé&f vylucuje pouziti tohoto typu detektoru v systému normalnich fazi. V pfipadé
reverznich fazi jsou kladeny poZadavky na maximalni moZny obsah organické slozky
v mobilni fazi [17].

REFRAKTOMETRICKY DETEKTOR (RI)

Princip refraktometrického detektoru je zaloZzen na méfeni rozdilného indexu lomu
Cist¢é mobilni faze a eluentu sanalytem, vytekajicim z kolony. Jedna se o nejstarSi
univerzalni typ detektoru, ktery se vSak pii analytickém hodnoceni 1é¢iv pouziva
jen ojedin&le. Jeho hlavnimi nevyhodami jsou mala citlivost (10° g/ml) a nutnost
neustalého a peclivého termostatovani, vzhledem k znaéné zavislosti odezvy detektoru
na teploté. Pfi tomto typu detekce také nelze vyuzit gradientové eluce [3, 11].

EVAPORATIVE LIGHT SCATTERING DETEKTOR (ELSD)

Druhym typem univerzélniho detektoru je ELSD, u kterého, na rozdil od RI
detektoru, je mozné vyuzit gradientové eluce. Slouzi predevsim k detekci latek o vysSi
molekulové hmotnosti, které neobsahuji chromofor ¢i fluorofor (napt. fosfolipidy, lipidy,
mastne kyseliny, aminokyseliny, dextriny, maltodextriny, cukry,
oligo/polyethyleneglykoly, polyvinylchlorid ¢i polymethylmethakrylat). Eluent vychazejici
Z kolony je ptiveden do detektoru, kde je pomoci inertniho plynu zmlzen. Néasledné
Vv evaporacni komurce dochazi k odpaieni mobilni faze a vytvoreni ¢asteCek méné te¢kavého
analytu. Ztohoto divodu je pouziti detektoru omezeno pouze na t€kavé mobilni faze
(podobné jako v technice HPLC/MS) a méné¢ tékavé ¢i netékavé analyty. Vzniklé ¢astecky
analytu pak vstupuji do optické komurky, kde projdou svételnym paprskem ze zdroje
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zateni, a dojde Krozptylu svétla. Urcité mnozstvi takto rozptyleného svétla dopadne
na fotodetektor (umistén v Uhlu 90° od piivodniho sméru paprsku) a odpovida tak mnoZstvi
latky ve vzorku. V dnesni dobé existuje i tzv. Liquid light scattering detektor (LLSD),
u kterého jiz neni tfeba mobilni fazi odpafovat. Pouzivd se predev§im pro hodnoceni
polymernich latek a makromolekularni slou¢enin [11, 17, 19, 27, 39].

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE (MS)

Vysoce citlivym a perspektivnim typem detekce je hmotnostni spektrometrie, jejiz
problematika je podrobn¢ popsana v kapitole 3.3.

G) SOFTWARE PRO SBER A VYHODNOCENI DAT

Kazdy chromatograficky systém je v dnesni dob¢ jiz plné automatizovan a pfisluSny
software umoZziuje takeé sbér a vyhodnoceni dat. Jednotlivé softwary se lisi dle vyrobce,
nicméné zakladni parametry jsou identické.
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3.3 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie se stala ptedni analytickou metodou piedevsim diky své
vysoké citlivosti, detekénim limitim, rychlosti a riznorodosti moznych aplikaci. Jedna
se o0 nejcitlivéjsi  metodu molekularni analyzy, ktera umozinuje ziskat informace
o molekulové hmotnosti latky i o jeji struktufe. Hmotnostni spektrometrie umoziuje
prevést molekuly anmalytd na ionty, rozliSit je podle poméru m/z a nasledné
zaznamenat relativni intenzity jednotlivych ionta. Jedna se o metodu destruktivni, kterd
vSak vyZaduje minimalni mnozstvi vzorku [40, 41].

Nejvétsiho rozmachu MS dosahla béhem poslednich cca 20 let a v soucasné dob¢ je
nepostradatelnou analytickou metodou uZivanou v mnoha oblastech napf. farmacie,
medicina fyzika, chemie, biologie, forenzni toxikologie, antidopingové kontroly,
monitorovani kvality Zivotniho prostiedi, archeologie (geochronologie), ale i kriminalistika,
atomova fyzika, astronomie a mnoha dal3ich [40, 42]. | v ramci Ceské republiky doslo
béhem poslednich let k vyraznému narastu HPLC/MS systémd, jak doklada nize uvedeny
obr. 2. Na zakladé¢ dostupnych informaci [43, 44] mulzeme vidét prudky narGst
z 82 systému k srpnu 2005 na 146 systému k zaii 2008 (kde navic nejsou zahrnuty systémy
firmy Shimadzu).
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Obr. 2 Zastoupeni jednotlivych typii analyzatori v CR. Q — Kvadrupdl, 1T — lontova past,
QqQ - Trojity kvadrupol, QqTOF — kombinace QqQ a TOF, LIT — Linearni
iontovéa past, TOF - Analyzator doby letu, ICR — lontova cyklotronova rezonance,
prevzato z ref. 43, 44,

Za zakladatele MS je povaZzovan J. J. Thomson, objevitel elektronu, ktery v roce
1913 rozdélil izotopy neonu “’Ne a *Ne pomoci tzv. parabolového spektrografu. Jests pied
nim, v roce 1898 objevil W. Wien zakftiveni drahy letu urychlenych iontt v elektrickém
a magnetickém poli. V roce 1924 pak J. J. Thomson spoleéné¢ s F. W. Astonem
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charakterizovali izotopické zastoupeni asi 50-ti prvka. Oba ziskali Nobelovu
cenu - J. J. Thomson za fyziku vr. 1906 a F. W. Aston za chemii vr. 1922. K vétsimu
rozmachu MS doSlo ve 40. letech 20. stoleti, kdy se stala dulezitou metodou
Vv petrolejarském prumyslu, pouzivanou k analyzam ropnych produktt a analyze tékavych
organickych latek obecné. Nasledovalo obdobi prvnich pokusa o spojeni MS
se separa¢nimi metodami GC (Holmes, Belt, 1957) a HPLC (Baldwin, McLafferty, 1973)
a objevi novych zpisobl ionizace. Dal§im vyznamnym milnikem v historii MS je rok
1984, kdy J.B. Fenn zavedl ionizaci elektrosprejem (ESI). Ta se stala vibec
nejrozsifenéjsi ioniza¢ni technikou a umoznila vyznamné rozsiteni MS aplikaci v oblasti
biochemie a napomohla také rozlusténi lidského genomu. V roce 1989 K. Tanaka,
F. Hillenkamp a M. Karas objevili ioniza¢ni metodu MALDI (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization), kterd umoznila analyzu biopolymeri. V roce 2002 pak byla udélena
Nobelova cena za chemii pravé J. B. Fennovi za vynélez elektrospreje a K. Tanakovi
za inspiraci MALDI [40, 41].

V ptipadé Ceské republiky byl prvni MS detektor sestrojen vroce 1953

V. Cermakem, V. Hanusem, C. Jechem a J. Cabicarem, na Ustavu fyzikalni chemie CSAV.

Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru:

1) IONTOVY ZDROJ - pievadi neutralni molekuly analytu na nabité ¢astice - ionty
(pt. EI, ESI, MALDI atd.), viz kap. 3.3.1.

2) HMOTNOSTNI ANALYZATOR - slouzi k separaci ionti v plynné fazi, za vysokého
vakua, podle poméru hmotnosti a naboje - m/z (pt. Q, IT, TOF atd.), viz kap. 3.3.2.

3) DETEKTOR - slouzi k detekci iontt po jejich separaci dle m/z a k urceni relativni
intenzity jednotlivych iontd (pf. elektronovy nasobiC, fotonasobi¢, Faradayova klec),
viz kap. 3.3.3.

VSTUP
VZORKU IONTOVY ZDROJ
—]

A\ 4

VAKUUM

(VAKUUM)

Obr. 3 Schéma hmotnostniho spektrometru.
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Nezbytnou soucasti kazdého MS systému je také kvalitni vakuovy systém, ktery
musi zajistit dostate¢né vakuum v analyzatoru a iontovém zdroji (pokud neni pouZzita
ioniza¢ni technika pracujici za atmosférického tlaku). Trajektorie letu iontu nesmi byt
ovlivnéna kolizemi s neutralnimi atomy, které by mohly zptsobit zménu drahy letu
a nasledn¢ vybiti iontu na sténach instrumentu. Hodnota potfebného vakua se 1isi dle typu
analyzétoru, nejcast&ji se pohybuje cca 10 az 10° Pa, ale napk. u iontové cyklotronové
rezonance se musi dosahnout aZ cca 107 — 10 Pa. K docileni takovychto hodnot vakua
se obvykle vyuZiva dvou i vice stupniového Cerpani velmi vykonnymi vakuovymi pumpami
(rotaéni pumpy s vykonem 80 I/s, vykonnéjsi turbomolekularni a difazni pumpy s vykonem
250 I/s) [41, 40].

Dalsi casti hmotnostniho spektrometru je zaFizeni pro zavadéni vzorkia, které
se voli dle charakteru hodnoceného vzorku. Pro vzorky tékavé se vyuziva studenych
nebo vyhrivanych zasobniku, pro vzory pevné a kapalné s nizsi tékavosti je vhodna sonda
pro primy vstup a Vv ptipadé spojeni MS se separa¢nimi technikami se pouZzivaji specialni
sondy dle pouZité ionizacni techniky. Soucasti hmotnostniho spektrometru je také iontova
optika, ktera umoziuje urychleni a fokusaci iont a poéita¢ s pFisluSnym softwarem,
pomoci kterého dochazi k ovladani a ladéni piistroje, ke sbéru a ukladani dat a piipadnému
porovnani naméfenych spekter s kninovnou spekter [41].
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3.3.1 IONTOVE ZDROJE

Jak jiz Dbylo uvedeno, iontovy zdroj slouzi kpfevedeni analyzovanych
elektroneutralnich molekul do nabité formy (na ionty). Vzhledem k tomu, Ze neexistuje
univerzalni ionizacni technika, ktera by umoznila ionizovat vSechny molekuly, jsou
pro rizné typy sloucenin vhodné riizné typy ionizace. Nejvétsi vyznam maji v dnedni dobé
techniky ESI, APCI a APPI pii spojeni HPLC/MS a dale ESI a MALDI jako nejSetrnéjsi
ioniza¢ni techniky pro analyzu biomolekul. DalSi vyznamnou ioniza¢ni technikou je
elektronova ionizace (EIl), pouzivana ve spojeni s GC, ktera vykazuje vyraznou fragmentaci
a podava tak nejvice strukturnich informaci o analytu. Zaroven také umoziuje porovnani
naméfenych spekter s knihovnou spekter.

El je Casto oznaCovana jako tzv. ,,tvrda“ ionizacni technika, pravé diky vyrazne
fragmentaci molekul zpusobené nadbytkem vnitini energie, kterou molekula ziska béhem
ionizace. Mezi ,,tvrdé* ionizaéni techniky ¢aste¢né patii kromé EI také ionizace chemicka
(Cl) a ionizace polem (FI). Pro ,tvrdé* techniky plati, Zze primarné¢ vznikaji
radikalkationty M™ - ionty s lichym poétem elektronti, které podléhaji dal$i fragmentaci.
Piiblizné u 10 % organickych latek pak muze byt fragmentace tak silna, Ze zcela chybi
molekulovy ion. Opakem tvrdych technik jsou tzv. ,,mékké* ionizacni techniky, u kterych
molekula ziskd béhem ionizace mnohem mensi energii, coz se projevi znaénym
zjednodudenim hmotnostniho  spektra. Ve spektrech pak pozorujeme pievazné
(de)protonované molekuly analyzovanych latek [M-H] & [M+H]" a minimum
fragmentovych iontd. Mohou v3ak vznikat i adukty jako [M+Na]®, [M+NH4]", [M+CI]’
popi. s kovovymi ionty. V duasledku ion-molekularnich reakci vznikaji vétsinou ionty se
sudym poctem elektront. Mezi mékke ionizacni techniky patii napf. ESI, APCI, APPI
¢i MALDI. Vzhledem k tomu, ze pfi pouziti mékké ionizacni techniky ziskame pouze
omezené strukturni informace, mize byt ion dale fragmentovan kolizn¢ indukovanou
disociaci (CID) v iontovém zdroji nebo pouzitim MS/MS ¢i MS" technik.

Volba vhodné ioniza¢ni techniky je ovlivnéna t€kavosti a tepelnou stabilitou latky,
molekulovou hmotnosti, nebo povahou analytu (chemické individuum nebo smés vice
latek). Dulezitym parametrem je také volba polarity ionizace (kladna ¢i zaporna).
U vétSiny analytd jsou hodnoceny kladné ionty, protoze jsou snadno protonovatelné
¢i kationizovatelné. Pro tento typ ionizace je vhodna pfitomnost heteroatomu v molekule
latky. Zaporna polarita ionizace se voli v ptipad¢, kdy analyty snadno deprotonuji
(napt. polyhydroxylované latky, sulfonové ¢i karboxylové kyseliny atd.).
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ELEKTRONOVA IONIZACE (El)

Elektronové ionizace je nejstarsi a nejtvrdsi ionizaéni technikou, kterd byla zavedena
vroce 1918 A. J. Damsterem a pozd¢ji zdokonalena W. Bleakneym a A. O. Nierem.
Lze ji vyuzit pouze v plynné fazi za vakua. Jeji pouziti je proto limitovano tékavosti
a dostate¢nou tepelnou stabilitou latek. K ionizaci latek dochazi pfi teploté 150 — 400 °C
atlaku 10 az 10 Pa. VVzhledem k tomu, Ze EI spektra mohou byt m&fena za standardnich
podminek, existuji rozsahlé knihovny spekter, se kterymi muzeme naméfend spektra
porovnavat [40, 41].

Princip elektronové ionizace je zaloZen na Zhaveném vlaknu z wolframu ¢i rhenia,
které funguje jako katoda a emituje elektrony, které prochazi iontovym zdrojem a jsou
nasledné zachyceny na anodé. Urychlujici potencial mezi katodou a anodou urCuje energii
elektront a vyjadiuje se v elektronvoltech (eV). Kolmo na prochazejici svazek elektront
vstupuje do zdroje plynny vzorek latky. Pfiblizenim emitujiciho elektronu k valen¢nim
elektronim molekuly dojde k ovlivnéni jejich magnetickych poli a tak dochazi k uvolnéni
valenéniho elektronu, a tim ke vzniku radikalkationtu M* (M-+ & — M™ + 2 ¢).
Za urcitych podminek muze dojit také k zachytu elektronu, nicméné tento proces je malo
pravdépodobny. Vzniklé ionty jsou vytésiiovaci elektrodou vypuzeny z iontového zdroje,
svazek iontd je dale fokusovan a urychlen smérem do analyzatoru ionta. Pokud je
vysledny pik tohoto iontu viditelny ve spektru, udava molekulovou hmotnost latky.
Pii rozséhlé fragmentaci vSak dochédzi k rozpadu na mens$i nabité a nenabité castice,
coZ se projevi vyraznym poklesem ¢i absenci molekularniho iontu.

Ioniza¢ni potencialy vétSiny organickych latek se pohybuji mezi 7 — 16 eV, nicméné
Ize zvolit potencial v rozmezi az 6 - 100 eV. Zvysenim energie elektront dojde ke zvySeni
piebytku vnitini energie ionizovanych molekul, coz mize vést ke sniZeni intenzity
molekularniho iontu nebo jeho Uplnemu

. , Sy . o v Elect
vymizeni. ZvySeni energie elektroni vsak accelor@iN | casooms
B 5 .. L L. potential
zéroven zlepSuje citlivost detekce. Pravé | ﬁi‘,’,‘?;’i"
. % lonizati
proto byla zvolena standardni hodnota % =1 “epace.
Filament -
potenciali pro tvorfeni knihoven EI heater fpemgesesspe |- A0S
potential d‘ias?:?iarone
spekter 70 eV, pii které je dosazeno Catodic L 7 &
vow , cq- . fil L 5 i
dostatecné  vysoké citlivosti  a spektra eloctron | traiectory Y Extracting lens

bohatého na fragmentové ionty. Informace
ziskané z EIl spektra, pak umoznuji latky
identifikovat a objasnovat strukturu
I neznamych latek ¢i smési [40, 41, 45, 46].

emitter

Focusing lens
= Accelerating lens

To the analyser

Obr. 4 Schéma elektronové ionizace,
prevzato z ref. 40.
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CHEMICKA IONIZACE (CI)

V roce 1966 zavedl M. S. B. Munson a F. H. Field chemickou ionizaci jako mé&k¢i
alternativu k EIl. ClI produkuje ionty s menSim nadbytkem energie a umoziuje tak ziskat
spektra s mensi fragmentaci, ktera vSak stale podavaji strukturni informace. | zde dochazi
K ionizaci pouze v plynné fazi, takze latky nesmi byt termolabilni a netékavé. Chemicka
ionizace je povaZzovana za prvni mékkou ioniza¢ni techniku [40, 41].

Konstrukce i princip CI jsou v podstaté analogické k EI. Hlavni odliSnosti je
pritomnost kolizniho plynu, ktery musi byt oproti vzorku v nadbytku (aZz 1:10%.
Pro zajisténi dostate¢ného poctu srdzek mezi molekulami analytu a ionty reakéniho plynu,
je potieba zajistit také tlak kolizniho plynu cca 100 Pa. V iontovém zdroji tak dojde
nejdiive kionizaci molekul reakéniho plynu emitovanymi elektrony, a teprve poté
ion-molekularnimi reakcemi k ionizaci molekul analytu. Nejcastéjs§imi reak¢nimi plyny
jsou methan, isobutan a amoniak. Mezi méné Casté pak patii propan, methanol, voda, dusik
¢ivzacné plyny jako argon a helium. Na zakladé protonové afinity plynu je urcena
selektivita ionizace (¢im vyssi protonova afinita, tim vyssi selektivita, a tim pevnéji se
proton vaze k molekule) [41].

Vzhledem k tomu, Ze CI je jiz povazovana za mékkou ionizacni techniku, vznikaji
ve vétsing piipadu ionty se sudym pocétem elektronti. Mezi ion-molekularni reakce, které
se uplatiuji v Cl pfi pozitivnim madu, patii prrenos protonu a atomu vodiku (vznik MH"),
prrenos ,, negativnich iontii” (vznik [M-H]"), kondenzacni reakce nebo asociacni reakce
a tvorba klastrii (vznik protonem vazanych komplext). Muze dochazet také k prenosu
elektronu, coz je jediny piipad, kdy vznikaji ionty s lichym poétem elektrontt M™ (paralela
SEIl). Typ reakce, ktera ve zdroji probéhne, je zavisla na pouzitém reakénim plynu.
Pii vzniku zdpornych ionta se uplatiuji ion-molekulérni reakce typu deprotonace, adice
halogenidu, zachyt elektronu ¢i vyména naboje. Z reakénich plynii se nejcastéji pouziva
methan, isobutan, amoniak, tetrachlormethan nebo jiné halogenované latky [41, 47].

IONIZACE POLEM (FI)

Aplikaci intenzivniho elektrického pole vznikaji z analyzovanych molekul ionty.
Stejn¢ jako elektronovd a chemickd ionizace je i ionizace polem pouzitelna pouze
pro molekuly v plynné fazi. FI pracuje na principu vloZeni vysokého napéti (5 — 20 kV)
na anodu (emitor), kterym muize byt tenky dratek nebo ostry btit z wolframu. Zde vznikne
vysoky potencialovy gradient, ktery umozni ,,protunelovani nejméné vazaného elektronu

ven z molekuly a nasledné jeho zachyt na anod¢. Katodou je vystupni Stérbina. Béhem
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ionizace dochéazi ke vzniku jak radikalkationti M™ s malym zbytkem vnitini vibradni
energie, tak i ion-molekularnimi reakcemi ke vzniku (de)protonovanych molekul - [M+H]",
[M-H]" nebo [M+Na]® atd. Vzhledem k malé citlivosti metody, tvorbé el. oblouki

a krehkosti anody se tato metoda pouziva jen vyjimeéné [40, 41].

Analogii FI je desorpce polem (FD), kterou zavedl v roce 1969 H. D. Beckey. Oproti
FI dochazi kionizaci analytu v kapalné fazi. FD byla vyvinuta jako prvni technika
kombinujici desorpci a ionizaci analytu, kterd umoziuje analyzu bioorganickych molekul.
Jedna se o Setrnou ionizaéni techniku, ktera produkuje ionty s velmi nizkou vnitini energii
(cca desetiny eV). VdneSni dobé je tato technika nahrazena jinymi desorpénimi
technikami, predevsim MALDI [40, 41, 48, 49].

IONIZACE URYCHLENYMI ATOMY (FAB) NEBO IONTY (FIB)

Vzhledem k tomu, Ze ionizace FAB i FIB pracuji na velice podobném principu, maji
podobnou ptipravu vzorkd, pouziti, ale i ziskané vysledky, budou dale popsany spole¢né.
Pii ionizaci FAB dochazi k interakci vysokoenergetickych neutralnich molekul vzacnych
plyna (nejcastéji Xe, nékdy Ar) se vzorkem ve viskdzni matrici. V piipadé FIB se misto
neutralnich molekul k bombardovani vzorku pouZivaji urychlené ionty (nejéastsji Cs").
lonizace FIB je n&kdy oznaCovana také diive pouzivanym nazvem - hmotnostni
spektrometrie sekundarnich iontti — SIMS [41].

V ptipadé FAB dochazi ke vzniku urychlenych atomi s definovanou energii
za pouziti tzv. iontového dé&la. Ke vzniku urychlenych iont Cs* s definovanou energii
pro ionizaci FIB, dochazi za pouziti tzv. zdroje ionti Cs* s povrchovou ionizaci. Vlastni
pribéh ionizace u FAB i FIB je slozity d¢j, pfi kterém se uskutec¢iiuje cela fada reakci
pfi interakci bombardujicich ¢astic s kapalnou matrici, a také reakci v plynné fazi v tésné
blizkosti u povrchu matrice. Velmi dalezitym parametrem pii FAB/FIB ionizaci je volba
matrice. Pouziva se viskdzni prostiedi, které umoznuje delsi Zivotnost vzniklych iontu.
Nejcastéji pouzivanou matrici je glycerol. DalSimi mozZnymi matricemi jsou
m-nitrobenzylalkohol, vhodny pro nepolarni latky a di- a triethanolamin, které jsou diky
své bazicit¢ vhodné k produkci negativnich iontd. Thioglycerol a eutekticka smés
dithiothreitolu a dithioerythritolu (5:1, w/w) jsou pouZivanou alternativou ke glycerolu.
Do matrice se také ¢asto pridavaji latky k podpoieni ionizace (napi. HCIl, CF3COOH,
HCOOH k podpofteni protonace) [40, 41, 49].
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DESORPCE PLAZMOU KALIFORNIA 252 ( *°*Cf PD)

Desorpci plasmou predstavil R. D. MacFarlane a D. F. Torgessone v roce 1976 [50].
Pii tomto typu ionizace je hodnocend latka pfevedena do roztoku, nanesena na tenkou
hlinikovou folii a odpafena. Nasledn¢ je v iontovém zdroji vystavena fragmentim 232Cf,
kterymi jsou radioaktivni izotopy (napf. Cs, I a dalsi) o vysoké energii az 80 MeV.
Po jejich dopadu na folii se vzorkem dojde k desorbci molekularnich ionti napt. [M+Na]",
[M+Cs]*, [M+H]" ¢i v zadznamu zipornych ionti [M+CI1], M™. Tato metoda umozZnila
analyzu velkych molekul (cca 10 000 Da), nicméné v dne$ni dobé je jiz jeji vyuziti
limitované a Casté&ji se V téchto piipadech vyuZziva ionizace MALDI [38, 40, 41].

DESORPCE LASEREM (LD)

Jedna se o pulzni techniku, ktera je zaloZena na kratkém a intenzinim laserovem
pulzu, ktery je fokusovan na malou plochu pevného vzorku. Tim dojde k desorpci ¢asti
vzorku z povrchu a vznikd mikroplasma iontli a neutralnich molekul, které mohou mezi
sebou reagovat vplynné fazi povrchové wvrstvy vzorku. Dochazi k cetnym
ion-molekularnim reakcim, nejéastéji (de)protonaci a kationizaci riznymi kovy z povrchu.
Laserové pulzy tedy uskute¢nuji jak odpafeni, tak ionizaci vzorku. LD vSak predstavuje
slozity proces, pii kterém je obtizné dosahnout dostate¢né reprodukovatelnosti. Spektra
pii pouziti LD jsou siln¢ zavisld na fyzikéalnich vlastnostech analytu a produkované ionty
jsou pievazné fragmenty analytu. Tato situace se vSak dramaticky zménila pfi objeveni
ionizace MALDI. | kdyz LD jiz ztratila svij vyznamu, je stale povazovana za techniku,
kterd byla zasadni pro objeveni MALDI [40, 41].

IONIZACE LASEREM ZA UCASTI MATRICE (MALDI)

Jak bylo uvedeno vySe, MALDI byla vyvinuta z ioniza¢ni techniky LD, avSak jisty
podil pii jejim vyvoji mély také ostatni, dnes jiz vyjimecné pouzivané, techniky (FI, FAB,
FIB & 2%2CfPD) [48]. MALDI byla predstavena vroce 1988 M. Karasem
a F. Hillenkampem [51, 52, 53]. Do této doby bylo mozné analyzovat pouze molekuly
s molekulovou hmotnosti do 10 000 resp. 34 000 [54].

MALDI, spolecné s ESI, patfi mezi mékké ionizacni techniky, které umoznily
detekci velkych, netékavych a termolabilnich molekul pomoci MS s dostate¢nou
citlivosti. Tato technika umoziiuje hodnotit analyty s molekulovou hmotnosti v rozmezi

nékolika tisic az n¢kolika set-tisich Daltont (biopolymery, syntetické polymery,
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aleivelké anorganické molekuly), coz znamenalo obrovsky piinos piedev§im
pro biochemii. Mezi hlavni vyhody MALDI patii pfedev§im rychla piiprava a analyza
vzorku, jednoducha spektra a relativné velkd tolerance ke kontaminaci vzorku solemi,
pufry, detergenty atd. [40, 41, 55].

Analyt se nejdfive rozpusti, smisi svhodnou matrici a nasledné je nanesen
na MALDI ter¢ik, kde dojde k jeho vysuSeni. Alternativou pro nanaSeni vzorku je metoda
»quick-and-dirty*, kdy dojde ke smiseni analytu a matrice ptimo na ter¢iku. Vlastni
ionizace analytu probiha v iontovém zdroji za vakua. Nejprve dojde Kk vyslani velmi
kratkého pulsu laseru, trvajiciho nanosekundy, max. mikrosekundy, ktery je matrici
absorbovan, a ktery matrici excituje. Matrice poté pieda energii molekule analytu, ktera
se desorbuje do plynné faze v podobé molekulového iontu. Béhem tohoto procesu
ion-molekularnimi reakcemi vznikaji nejcastgji kladné ionty [M+H]", [M+2H]**, [M+Na]",
[M+K]" nebo zaporné ionty [M-H]". U nepolarnich analytt se mohou tvofit adukty, napt.
[M+Ag]”, [M+Li]". Jednd se o pulzni ionizacni techniku, kterd se pouziva zasadné
ve spojeni s analyzatorem doby letu [40, 41, 47].

Kvalitu vysledkii ovliviiuje
predev§im spravna volba matrice,
rozpoustédla, povrchu a metoda nanaseni
vzorku. Zvolend matrice musi byt
dostatecné fotostabilni V ptitomnosti

laseroveho pulzu, inertni vuéi analytu,

stabilni ve vakuu, schopna ionizovat analyt

° a vytvorit s nim Zadouci krystal. Nezbytna je

© _ bienos protom také schopnost absorbovat zafeni pii vinové
délce pouzitého laseru [47].

©_, Z mairix na analyt

Impuls laseru

Elekirostatické pole

Obvykle se pouzivaji UV lasery
dusikové (UV 337 nm) nebo Nd: YAG
(355 nm). Je mozné vyuzit také IC lasert,
které¢ sice poskytuji méné fragmentovych
iontt, avS8ak nevyhodami jsou kratSi
MALDI teréik zivotnost vzorku a vétsi finanéni naro¢nost

. instrumentace [47].
Obr. 5 Schéma ionizace MALDI
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Nejcastéjsimi matricemi pro UV lasery jsou aromatické karboxylové kyseliny,
priemz kyselina 2,5 — dihydroxybenzoova (DHB) je povaZovana za ,,univerzalni*
matrici. Jinak pro peptidy je vhodna kyselina a.kyano-4-hydroxyskoticova, pro proteiny
kyselina 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskotficovda a DHB, pro oligonukleotidy kyselina
3-hydroxypikolinova, pro syntetické polymery dithranol a pro polysacharidy DBH [47].
Jako matrice pro IC lasery miize byt pouZita jakakoli latka, ktera absorbuje IC zafeni.

Pro zvySeni rozliseni u MALDI se Casto pouZiva tzv. zpozdéna extrakce, kdy jsou
ionty extrahovany opozdéné - az cca za 10 — 100 ns po aplikaci laserového pulsu, coz vede
k ¢astenému vyrovnani jejich kinetickych energii. DalSi moznosti pro zlepSeni rozliseni je
pouZiti reflektronu (iontové zrcadlo) v TOF analyzatoru. V ném dochazi k fokusaci
Kinetickych energii jednotlivych iontd, a tim ke zvySeni rozliseni [41].

V soucasné¢ dobé se zacinaji jako alternativa k MALDI vyuzivat nové ionizacni
metody které neobsahuji matrici - LDI — laser desorption ionization. Jako matrice je zde
pouzit piimo analyt, ktery intenzivné¢ absorbuje zafeni pii vlnové délce laseru
(napft. polyaromatické slouceniny). Dal§i moznosti je pouziti povrcht, které imituji matrici
(napt. porézni kiemik, silikon, sol-gel, mikrostruktury na bazi uhliku). Hlavni vyhodou
téchto metod je eliminace interferenci matrice v oblasti nizsich m/z, coz umozinuje dobie
hodnotit i latky s nizkou molekulovou hmotnosti. [41, 56]. Takovou metodou je DIOS -
Desorption/lonization on Porous Silicon, u které je instrumentace stejné jako u MALDI,
k desorpci vSak dochdzi z porézniho kfemiku. Ten imituje funkci MALDI matrice -
absorbuje zéfeni laseru a vibracnim (tepelnym) pfenosem ji piedd molekule analytu.
Pouzivané lasery i vinové délky jsou shodné s MALDI. Pti pouziti DIOS nedochazi
k Zadné nebo jen minimalni fragmentaci. Co se tyka citlivosti, je DIOS srovnatelna
S MALDI, nicméné hlavnimi vyhodami DIOS jsou absence matrice, a tim malé pozadi
v oblasti nizkych m/z, rovnomérmé nanaseni vodnych vzorkt a zjednoduSené zachazeni
se vzorkem. Pouziti DIOS je tedy vyhodné ptedevSim u vzorkd s nizkou molekulovou
hmotnosti, 1ze vSak pouZit i pro biomolekuly [47, 56].

IONIZACE TERMOSPREJEM (TSI)

lonizaci termosprejem popsali v roce 1983 C. R. Blakney a M. L. Vestal jako prvni
sprejovou ionizacni techniku vyvinutou specialné pro spojeni HPLC s MS [57]. Jedna
se 0 Setrnou ionizacni techniku, pii které vznikaji pfevazné ionty se sudym poctem
elektronti. V dnesni dobé se TSI pouziva vyjimecné, protoze ji pln¢ nahradily techniky
vyuZivajici ionizaci za atmosfeckeho tlaku - API (piedevsim ESI, ktera z TSI vychazi).

Termosprej je povazovan za prvni ionizacni techniku, kterd umoznila bez vaznéjSich

39



Diserta¢ni prace Hmotnostni spektrometrie

komplikaci, a za bé&znych HPLC podminek, rutinni spojeni HPLC/MS. V systémech
S obracenymi fazemi umoziluje pouziti béznych rozpousStédel 1 pritokd mobilni faze
do 1 ml/min. Jedinym omezenim je nezbytny pfidavek elektrolytu (nejcastéji 10 — 100 mM
octan amonny) a minimalné¢ 10% vody v mobilni fazi pro podpofeni a fadny pribéh
ionizace [40, 41].

Kapalny vzorek je pfivadén do iontového zdroje kovovou kapilarou, ktera je na konci
v termostatovaném, médéném bloku vyhiivana na teplotu 150 — 300 °C. Tim dochazi
k ¢astenému odpaieni rozpoustédla jiz v kapilafe a vzniku nadzvukového proudu par
¢astecné odpafeného rozpoustédla a zbylych malych kapi¢ek obsahujicich analyzované
latky. Takto vzniklé kapi¢ky nesou na svém povrchu naboj, ktery se zvySuje tumérné
se zmenSujici se velikosti i povrchem kapicky — dochéazi ktzv. ,vypafovani ionti“.
Povrchova hustota ndboje tak neustale stoupa a pii piekro¢eni uréité kritické hodnoty dojde
k tzv. Coulombické explozi, kdy dojde krozpadu na mens$i kapi¢ky. Tento proces
odpatfovani a explozi z povrchu kapicek se opakuje do doby, kdy kapicka dosdhne tak malé
velikosti, Ze muze dojit k uvolnéni protonované ¢i deprotonované molekuly z jejiho
povrchu. Probihajici ionizacni proces lze podpofit pouzitim piidavné ionizace
s urychlenymi elektrony nebo elektrickym vybojem, coz zvysi ioniza¢ni u€innost a umozni
pouZiti bezvodych mobilnich fazi. Vzhledem k tomu, ze TSI patii mezi Setrné ionizaéni
techniky, dochazi jen vyjimeéné k fragmentacim. Stupen fragmentace Ize ovlivnit vloZenim
rizného napéti na vypuzovaci elektrodu. ZvySenim napéti se podpofi fragmentace
molekularnich aduktd kolizemi s pfitomnymi neutralnimi molekulami ve zdroji. Jedna
se 0 tzv. kolizn¢ indukovanou disociaci ve zdroji neboli ,,in-source CID* [41, 57].

v v

Tlak v iontovém zdroji TSI je vysSi nez u El, nicméné stdle neni atmosfericky jako
u technik API, které jsou uvedeny niZe.
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IONIZACE ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU (API)

Nezbytnou podminkou umoziujici ionizaci u vSech vySe popsanych ioniza¢nich
technik bylo prostfedi vakua. Tento pozadavek vSak pfinasel jisté limitace predevsim
pii snaze ospojeni s HPLC. Zavedenim ioniza¢nich technik, které mohou pracovat
za atmosférického tlaku, tak nastal prulom v feseni problematiky tohoto spojeni. Mezi API
techniky se iadi ionizace elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace za atmosférického
tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI). NejsirSiho uplatnéni
dosahly techniky ESI a APCI, které jsou v soucasnosti také standardn¢ dodavany
ke komerénim HPLC/MS systémum. ESI umoznuje analyzu latek stfedné polarni
az iontové povahy s molekulovou hmotnosti od stovek do nékolika set tisic Da.
APCI se vyuZivé pro latky méné polarni aZ polarni, ne viak iontové povahy, s molekulovou
hmotnosti nejcastéji do 1500 Da. APPI, jako nejnovéjsi API technika, také naSla své
uplatnéni a je vhodnad piedevsim pro latky zcela nepolarni i latky labilni, viz obr. 6.
U vsech tii ionizacnich technik vznikaji téméf vyhradné ionty se sudym poctem elektron
s vysokou relativni intenzitou molekularnich aduktia. Nékdy mohou vznikat také adukty
s mobilni fazi nebo molekularni adukty typu [2M+H]", [3M+H]" [41].

biopolymery,
nekovalentni komplexy,
organokovy,
vysokomolekularni
synthetické polymery
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Obr. 6 MozZnosti vyuziti jednotlivych API technik v zavislosti na molekulové hmotnosti
a polaritée latky, prevzato z ref. 41.
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| kdyZ k ionizaci vzorku u API technik dochazi za atmosférického tlaku, analyzator
musi stale pracovat v prostiedi vysokého vakua. Dochazi tak ke spojeni dvou casti
s vyrazné rozdilnymi tlaky. Pro udrZeni dostate¢ného vakua v analyzatoru se nejcastéji
vyuziva dvou prechodnych usekil, které jsou velmi malé, a tak umoziuji pomoci
vicestupiiového Cerpani vysokokapacitnimi pumpami dostate¢né odcerpani vzduchu.
Jednotlivé Useky jsou navzajem spojeny malymi vstupnimi otvory (skimmery) a iontovou
optikou. Tyto vstupni otvory pak musi byt dostatecné $iroké, aby umoznily zachyt vSech
vzniklych iontt, a na druhou stranu musi byt co nejuzsi, aby nedochazelo ke zbyte¢nym
ztratam tlaku v analyzatoru.

V soucasnosti se staly API techniky prakticky univerzalnim rozhranim pro spojeni
HPLC/MS i dal$ich separa¢nich technik v kapalné fazi. Jedna se o velmi citlivé techniky,
jejichz aplikace pokryvaji prakticky cely rozsah organickych, bioorganickych

a organokovovych sloucenin [40, 47].

IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)

Poprvé predstavil ionizaci elektrosprejem v roce 1984 J. Fenn a v nasledujicim roce
popsal pouZiti ESI jako vhodného rozhrani pro HPLC/MS. Hned na pocatku 90. let se diky
objeveni ESI vyrazné rozsifily bioanalytické aplikace MS. Jeho hlavni pfednost spoc¢iva
V moznosti mnohonasobného nabiti iontd, coz umoziiuje hodnotit latky 0 vysoké
molekulové hmotnosti. Stejné jako v ptipadé MALDI i zavedeni ESI znamenalo prilom
piedevs§im pro oblast biochemie. Na pocatku byly aplikace ESI cileny pouze na proteiny,
pozdéji vsak bylo pouziti rozsifeno na dal§i polymery, biopolymery, ale také na malé
polarni molekuly. ESI je povazovéana za nejSetrnéjsi ionizacni techniku viibec a v soucasné
dobé je spoleéne¢ s APCI nejrozsifenéj$im iontovym zdrojem pro HPLC/MS. Pouziva
se vSak i pro piimé zavadéni kapalnych vzorka do MS [43, 47, 58].

Mechanismus ionizace ESI lze v podstaté shrnout do tfech zakladnich krokii:
1) zmlZeni vzorku na malé, elektricky nabité, kapi¢ky, 2) uvolnéni iontd z kapic¢ek
a 3) transport iontu zatmosférické oblasti zdroje do vakua a hmotnostniho
analyzatoru [47].

Analyt tedy musi byt nejprve rozpustén ve vhodném rozpoustédle a pomoci kovove
kapilary nasledné piiveden do iontového zdroje. Na koncovou c¢ast této kapilary je vloZzeno
vysoké napéti (3 - 5 kV) a koaxialné je privadén zmlzujici plyn (N2). Pravé v tomto misté
tedy dochézi ke zmlzZeni vzorku a vzniku kapicek, které nesou na svém povrchu velké
mnozstvi naboji. Zatimco jsou takto vzniklé kapicky vypuzeny z kapilary a unéSeny
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smérem ke vstupu do analyzatoru, dochazi k odpafovani rozpoustédla z jejich povrchu,
a tim ke zvySovani hustoty povrchového naboje. Pii dosazeni kritické hodnoty (Rayleightiv
limit) dojde k tzv. Coulombické explozi, tedy rozpadu ptivodni kapky na mensi kapicky
s rozd€lenim ptivodnich naboju. Tento proces se opakuje aZ do chvile, kdy dojde k uvolnéni
kvazimolekularnich iontd, které nasledné postupuji do analyzatoru, viz obr. [40, 41, 44].
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Spray Needle/Capillary droplets (spray) capillary
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the "Rayleigh”
limitis reached anah’E
mu l””’ ions
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Obr. 7 Schéma ESI a mechanismus vzniku iontz, prevzato z ref .59

Vzhledem ktomu, Ze ionizace elektrosprejem vV podstaté vychazi zionizace
termosprejem, je princip ESI v mnoha bodech analogicky. Hlavni rozdil je vSak v kovové
kapilare, ktera je v piipadé TSI vyhiivana na teplotu 150 — 300 °C, zatimco u ESI je na ni
vkladano vysoké napéti. Zakladni mechanismus vzniku iontl je v obou piipadech podobny,
jde o tzv. postupné ,,vypafovani ionti“, avSak zptsob vzniku primarnich nabitych kapicek
je rozdilny. V ESI tak nesou kapi¢ky na svém povrchu mnohonasobné vice naboju,

a mohou zde proto vznikat mnohonasobné nabité ionty, coz u TSI mozné neni [41].
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Pii optimalizaci podminek ESI mé vyrazny vliv na vyslednou analyzu [43, 44]:
e slozeni roztoku vzorku (pouzita rozpoustédla, pfitomnost aditiv) a jeho prutok
¢ vlastnosti analytu (koncentrace, struktura, pocet protonovatelnych mist v molekule)
e napéti vloZené na sprejovaci kapilaru
e pritok a teplota zmlzujiciho plynu

e napéti na vstupu do Casti pristroje se snizenym tlakem (popf. vyuziti kolizi
indukované disociace ve zdroji)

o teplota vstupni kapilary resp. teplota plynu proudiciho proti spreji

e sprejovaci rezim (nutnost stabilniho spreje bez pulzace — kuZelova tryska — Tayloruv
kuzel)

e geometrie iontového zdroje (ma vliv na intenzitu odezvy)
- nejoptimalng;jsi Z-sprej > ortogonalni > linearni

e pH ecluentu (pfidavek kyselin — nejéastéji HCOOH, CH3COOH k podpoieni
protonace pii zdznamu kladnych iontd, popt. piidavek NHsz pro podpoteni

deprotonace pfi zdznamu zapornych iontl1)

Kvalitu  analyzy  biologickych  vzorki  pak muze vyrazn¢  ovlivnit
tzv. ,,ion-suppression®. Jedna se o potlaceni signalu, které je zptsobeno piitomnosti
netékavych nebo mén¢ tékavych latek, které meéni U¢innost vzniku kapicek a jejich
odpafovéani, coz vyznamné ovliviluje pocet nabitych iontii. Jedna se nejCastéji o vlivy
Z matrice, jako je pfitomnost soli, endogennich latek, ale i 1é¢iv ¢i jejich metabolitd.
V takovém piipad€ je nutné zoptimalizovat retencni Cas analytu tak, aby byl od efektu
matrice separovan. Vhodna je také tprava extrakéniho postupu. Vzhledem k rozdilnému
zpusobu ionizace se tedy ,,ion suppression® projevuje vyraznéji u ESI nez u APCI [60, 61,
62, 63].

Vroce 1994 predstavili M. Wilm a M. Mann alternativu k elektrospreji —
NANOELEKTROSPREJ. Hlavni odlisnosti jsou v rozmérech komponent a moznych
prutocich mobilni faze. Pro dosaZeni stabilniho spreje musi byt pouZita speciélni kovova
Spicka kapilary, ktera je vytazena do velmi uzkého konce (primér cca 1 — 10 pm).
Sprejovaci napéti se pohybuje mezi 0,5 — 1 kV a pratoky okolo 20 — 50 nl/min (pIné
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kompatibilni s kapilarni HPLC ¢i CZE). Lze pouZzit také uspoiadani off-line, kdy dochazi
K pfimému Cerpani rozpusténého vzorku infazni pumpou. Oproti ESI se zde nepouZziva
zmlZujici plyn a je nastavena niZsi teplota susiciho plynu. P#i pouZiti nanoelektrospreje je
velmi nizka spotieba vzorku a vysokd koncentraéni citlivost (Ize analyzovat attomoly
az zeptomoly analytu). Vyhodou je také vyssi tolerance viic¢i obsahu soli v roztoku, coz je
zpusobeno mensim pramérem primarné vzniklych nabitych kapicek, ve srovnani
s elektrosprejem. Z tohoto duvodu je potieba mensi pocet cykli Coulombickych explozi,
a proto odpafovanim rozpoustédla dojde k menSimu zakoncentrovani soli v jednotlivych
kapickach. Tento fakt vyrazné snizuje naroky na upravu vzorki pied analyzou. Ve srovnani
s konven¢nim ESI umoznuje nanoelektrosprej zlepSeni desolvatace, ionizace i transferu

24

64].

Dalsi alternativou ESI je Electrosonic Spray lonization (ESSI), coZ je relativné
nova, mékka ioniza¢ni technika, pracujici za atmosférického tlaku. VyuZziva proudu plynu
o rychlosti blizici se rychlosti zvuku. Eluent vychézejici z kapilary je timto plynem
koaxialn¢ nebulizovan, ¢imz dochazi k efektivnimu sprejovani nabitych kapicek vzorku.
VlozZzenim ruzného elektrostatického potencialu pak muze byt docileno efektivni a jemné
ionizace. Tato metoda byla pouzita u vodnych roztoki riiznych proteind pii neutralnim pH.
Vysledky citlivosti byly s nanoelektrosprejem srovnatelné, s ohledem

na reprodukovatelnost a robustnost bylo dosazeno u ESSI lepsich vysledki [65].

CHEMICKA IONIZACE ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU (APCI)

APCI je v podstaté analogii chemické ionizace, ktera vSak probiha za atmosférického
tlaku. Prvni informace o principu a aplikacich APCI publikoval jiz v roce 1974
E. C. Horning a kolektiv, nicméné komeré¢né dostupna a vyuzZivana zacala byt az na zacatku
90. let 20. stoleti. Tento typ ionizace umoznuje hodnotit méné polarni az polarni latky
s molekulovou hmotnosti do 1500 Da, neni vSak zcela vhodna pro latky s velmi nizkou
tekavosti. Stejné jako ESI, i APCI byla vyvinuta pfedev$im pro spojeni HPLC/MS. Jedna
se o pomérn¢ Setrnou ioniza¢ni techniku, pii které je vétSinou pozorovan intenzivni
molekularni ion. Ve srovnani s ESI se pfi tomto typu ionizace tvofi méné aduktu s ionty
alkalickych kovi, tedy pro ESI typické [M+Na]" ¢i [M+K]", coz usnadiuje interpretaci.
Naopak Ccastéji se objevuji fragmentové ionty, jejichZz intenzita siln¢ zavisi na typu
analyzovane latky [41, 43].
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I u APCI miiZe byt mechanismus ionizace shrnut, tentokrat do ¢tyr bodii:
1) odpai‘eni roztoku, 2) ionizace reak¢éniho plynu, 3) ionizace analytu a 4) transport
ionti z atmosferické oblasti zdroje do vakua a hmotnostniho analyzatoru.

Roztok vzorku je bud’ piimo ze stfika¢ky nebo spole¢né s mobilni fazi z LC piiveden
sprejovaci kapilarou do rozprasovace, kde dojde pomoci proudu dusiku k jeho zmlZeni.
Vzniklé kapicky jsou poté undSeny proudem dusiku vyhtivanym blokem, kde dochazi
k ¢astenému odpatfovani rozpoustédla, smérem k vybojové (jehlové) elektrodé. Na tuto
elektrodu je vlozeno vysoké napéti (3 — 4 kV) a vznika koronovy vyboj. Vzhledem k tomu,
Ze molekuly mobilni faze a dusiku jsou v obrovském piebytku viac¢i analytu, jsou timto
vybojem ionizovany nejdiive tyto molekuly a teprve poté jsou ion-molekularnimi reakcemi
tohoto reak¢éniho plynu ionizovany molekuly analytu. Takto vzniklé ionty jsou nasledné
elektrodami usmérnény a urychleny do analyzatoru. Kolem vstupni kapilary do analyzatoru
je pak protiproud suSiciho plynu (dusiku), ktery slouZi k rozbiti piipadnych nekovalentnich
klastra (viz obr. 8) [40, 43, 59].
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Obr. 8 Schéma APCI, prevzato z ref. 59.

Pii tvorbé kladnych iontt tedy dochdzi nejdiive ke vzniku primdrnich iontii ze
zmlzujiciho plynu (N2™, N4¥), nasledn& vznikaji reakcni ionty z mobilni faze a aditiv
(H,0™, H30%, (H,0),H" atd.) a teprve poté probihaji hlavni mechanismy ionizace analytu
jako je protonace, ptenos (vymena) naboje, tvorba aduktii, adice rozpoustédla nebo tvorba
polymernich klastri. Analogicky vznikaji ionty zaporné, kde vsSak nejcastéjSimi hlavni
mechanismy ionizace analytu je pfenos protonu z analytu, zachyt elektronu, vyména

(pfenos) naboje nebo tvorba duktd [43]. Mechanismus vzniku iontti je uveden na obr. 9.
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Obr. 9 Detailni mechanismus ionizace APCI, prevzato z ref.59.

Stejné jako v ptipadé ionizace ESI nejvétsi vliv na pribéh ionizace maji vlastnosti
analyzované latky, sloZeni a vlastnosti roztoku (pouzita rozpoustédla, aditiva, atd.), priutok
vzorku, napéti na vstupu do casti pristroje se snizenym tlakem (popf. vyuziti kolizi
indukované disociace ve zdroji), teplota vstupni kapilary resp. teplota plynu proudiciho
proti spreji, pratoky pomocnych plynti a geometrie iontového zdroje. U APCI navic hraje

vyznamnou roli také napéti vloZené na vybojovou elektrodu a teplota vyhievného
bloku [43].

FOTOIONIZACE ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU (APPI)

APPI je nejnovejsi API technikou, kterou publikovali B. Robb, T. R. Covey
a A. P. Bruins teprve v roce 2000 [66]. UmozZnila vysoce citlivé analyzy Sirokého spektra
latek, pfedevsim ale latek nepolarnich, které jsou pro ESI a APCI problematické. RozSituje
tak spektrum molekul, které mohou byt hodnoceny pomoci HPLC/MS. Piedevs§im
Vv negativnim modu pak produkuje jen velmi nizky Sum pozadi a umoziluje tak ionizovat

§irsi spektrum latek nez obé zbyvajici API techniky v tomto médu [67, 68].
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Mechanismus ionizace je velice podobny vyse uvedené metodé APCI. Roztok vzorku
je spole¢né s mobilni fazi piiveden kapilarou do vyhiivaného bloku s rozprasova¢em, kde
dojde k jeho zmlZeni dusikem. Misto koronarniho vyboje je vsak v piipadé APPI pouZito
UV zafeni (viz obr. 10). Jeho nejbéznéjsim zdrojem je kryptonova vybojka, kterd emituje
fotony pfi 10,0 a 10,6 eV. Tato energie je vétsi nez ionizaéni energie vétSiny nepolarnich
organickych molekul, které mivaji 7 — 10 eV. Na druhé strané, je mensi neZ ionizaéni
energie béznych sloZzek mobilni faze (methanol, acetonitril, voda) nebo sloZzek vzduchu
(dusik, kyslik). Jedna se tedy o selektivni ionizaci analytu, nikoli mobilni faze [41, 43].

Dochéazi tak k primé ionizaci analytu, ktera je vSak casto charakterizovana nizkou
efektivitou. To miZe byt ¢astecné vysvétleno schopnosti roztoku absorbovat vzniklé fotony
bez ionizace, ¢imz dojde k redukci poctu fotonti schopnych pfimé ionizace analytu. Proto
se vyuZziva druhé varianty - ionizace za pouziti ,,dopantu*, tedy piidavku vhodné latky,
ktera zprostiedkuje ionizaci. Nejbéznéji se pouziva toluen a aceton, pouZit ale mize byt
také benzen, anisol nebo tetrahydrofuran. Pro RP-HPLC nepolarnich latek se doporucuje
methoxybenzen. K ionizaci analytu tedy dochazi ion-molekularnimi reakcemi s dopantem,
nikoliv s mobilni fazi, jak se tomu u APCI. Na rozdil od ESI a APCI mohou pii tomto typu
ionizace vznikat i ionty s lichym poc¢tem elektronti, které mohou komplikovat interpretaci
[41, 43, 67].

HPLE inlet

Nebulizer (sprayer)
-

Nibuliring gas
g

(_-___,'l.l':|||-;jr|:u' {heatar)

U lamp _:' Drying gas

= e \\
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Obr. 10 Schéma APPI, prevzato z ref. 41.

Zakladni faktory, které¢ ovliviiuji prabéh APPI jsou v podstaté velmi podobné jako
v piipadech ESI a APCI, které byly uvedeny vySe a liSi se pouze v parametrech
charakteristickych pro tento typ ionizace, tj, intenzita zafeni vybojky a volba dopantu
a jeho pritok [43].
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3.3.2 HMOTNOSTNI ANALYZATORY

Hmotnostni analyzator je zafizeni, které vyuziva elektromagnetickych poli k separaci
ionta v plynné fazi podle jejich poméru hmotnost/naboj (m/z). Je umistén mezi iontovy
zdroj a detektor.

MS analyzatory lze rozdélit na zakladé fyzikalnich principi: [40, 41, 43]

e zakiiveni drdhy letu iontd v magnetickém a/nebo elektrickém poli (magnetické
analyzatory)

e rizna stabilita oscilaci iontdi v dvoj- nebo trojrozmérne kombinaci stejnosmérného
a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti (Q, QQQ, IT)

e rlzna doba letu iontil v oblasti bez pole (TOF)

e rluzné absorpce energie pii cykloidalnim pohybu iontli v kombinovaném magnetickém
a elektrickémpoli (ICR)

Pii srovnavani jednotlivych typu analyzatord se nejcastéji hodnoti parametry:
hmotnostni limit, rozliSeni, pfesnost a moznost tandenodé¢ analyzy (viz tab 2). Tyto
parametry pak urcuji jak kvalitu ziskanych hmotnostnich spekter, tak cenu daného
analyzatoru.

RozliSovaci schopnost (RP): je to schopnost pfistroje poskytnout zietelné signaly
dvou iontd s malymi rozdily v m/z. Jedna se o ¢iselnou hodnotu, jejiZz pfevracena hodnota
se oznacuje jako rozliSeni. Existuji dva typy definice RP [40, 41]:

e Prvni definice je zaloZena na siFce jednoho piku

Jednd se pomér hmotnosti iontu (m) a Sitky jeho piku v poloviné vysky Am) - FWHM.
PouZziva se pro kvadrupdly, iontové pasti nebo priletové analyzatory. RP =m / Am.

e Druh4 definice je zaloZzena na prrekryvu dvou piki

Jedna se 0 pomér hmotnosti iontu m; a rozdilu hmotnosti iontd m; a m; s jednotkovym
nabojem. Zaroven plati, ze piky obou ionti jsou stejné vysoké a Udoli mezi piky je 10%, tj.
ptekryvaji se z 10 %. Pouzivaji se pouze u magnetickych analyzatord, jinak ne pfili§ Casto.
RP =mj/(m;-my).
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Dulezitym parametrem je také piesnost urcéeni hodnoty m/z: jedna se o relativni
rozdil mezi experimentalné ziskanou hodnotou a teoreticky vypoétenou hmotnosti iontu
vztazenou k teoretické hodnoté. Vyjadiuje se v ppm (parts per million).

Diky kombinaci vysokého rozliSeni a piesného urCeni hmotnosti, je mozné urdit
elementarni sloZeni iontu. Minimem, pro moznost ur¢eni elementarniho sloZeni, se uvadi
presnost 5 ppm s externi kalibraci hmotnostni stupnice. U spekter s vysokym RP (desitky
az stovky tisic) je mozné urCit elementirni slozeni iontu nebo alespon vybér
nejpravdépodobnéjSich moznosti. Spektra s nizkym rozlisenim (1 - 5000) pak umoziiuji
rozlisit ionty liSici se pouze o jednotku m/z v hmotnostnim rozsahu analyzatoru.

DalSim dualezitym parametrem analyzatort je také moznost provedeni — tandemové
hmotnostni analyzy - MS/MS = MS? nebo MS" = MS®, MS* atd. Do analyzatoru jsou
piivadény prekurzorové ionty, ze kterych kolizni reakci vznikaji ionty produktové. Muze
probihat bud’ v prostoru: analyzator — kolizni cela — analyzator (jedna se o sériovou
kombinaci stejnych nebo riznych hmotnostnich analyzator, pf. QqQ) nebo v case:
primarni analyza— kolize — sekundarni analyza (probihd ve stejném prostoru
za postupnych zmén parametrut, pi. IT) [69].

ROZLISENI y
HMOTNOST. EWHM PRESNOST | TLAK TANDEM
LIMIT (m/z 1000) (ppm) (Torr) MS
ouze u
Q 4 000 2 000 100 10° P QaQ
MS/MS
IT 6 000 4 000 100 10° MS"
TOF > 1 000 000 5000 200 10 -
TOF/TOF
TOF + 10 000 20 000 10 10
REFLEKTRON MS/MS
MAGNET 20 000 100 000 <10 10° sektor/sektor
SEKTOR MS/MS
FT-ICR 30 000 500 000 <2 101 MS"
ORBITRAP 50 000 100 000 <2 10710 Mms"

Tab. 2 Prehled zdkladnich parametrii jednotlivych analyzatori, prevzato z ref. 40
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MAGNETICKY ANALYZATOR S JEDNODUCHOU FOKUSACI IONTU

Pri pouziti magnetického analyzatoru prochazi ionty magnetickym polem, kde
dojde k zak¥iveni jejich drahy letu (viz obr. 11) Kladné ionty jsou urychleny zdpornym
potencidlem (V) a vstupuji do magnetického pole s magnetickou indukci (B), ¢imz dojde
veétsi odstfedivé sily, drdhu letu tolik nezakfivi, naopak u ionta sniz8i m/z dochazi
k zaktiveni vyrazn¢jsimu. Polomér drahy ionti e v
zavisi na m/z, B a V. Plynulou zménou B (tzv. B
magnetické skenovani) nebo V (tzv. potencialové

. i Vstupni
skenovani) pfi konstantnim  poloméru daného stérina

YA, . . v . (m/z)1
pro pouzity pristroj, projdou postupné vSechny ionty 5.0, - )
. ., Y 4 m/z)z
vystupni $térbinou na detektor a zaznamenaji se Zdr‘”’ .
intenzity iontd pro jednotlivé m/z, ¢imz ziskame us Detektor

hmotnostni spektrum. V tomto piipadé nelze provést  opr. 11 Schéma magnetického
MS/MS analyzu [41, 69]. analyzatoru, prevzato z ref. 69.

SEKTOROVY ANALYZATOR S DVOJI FOKUSACI

U tohoto typu analyzatoru je kromé magnetické fokusace iontii pouZita také
elektrostaticka fokusace, neboli zaostieni ionti (viz obr. 12). Tim se docili vyrazného
zvyseni RP z jednotek aZz na 30 000 - 100 000. Jestlize do elektrického pole vstoupi ionty
s riznou Kinetickou energii (Ex) a m/z, dojde k zakiiveni jejich drahy pouze v zavislosti na
jejich Ey, hodnota m/z vliv nema. lonty vznikajici v iontovém zdroji maji urcitou distribuci
energii, coz ovliviiuje $ifku pikt pii detekei. Pro dosazeni vyssiho rozliSeni je proto nutné
ionty energeticky sjednotit do monoenergetického svazku iontd, k cemuz slouZi elektricky
analyzator, kde dojde k fokusaci iontd. Tyto pfistroje umoznuji MS/MS analyzu.
Pii zapojeni vice nez dvou sektordi je pak mozné docilit i MS". Vyhodou sektorovych
analyzatori je moznost vysokoenergeticke ' B ' e
aktivace a predev§im mozZnost méfeni -
| tzv. metastabilnich iontti, coz jsou ionty,
jejichz doba Zivota je asi 10 — 10° s a
rozpadaji se tak na cesté mezi iontovym  Ysueni | Vistuon
zdrojem a detektorem. Jejich detekce je lontox i — Detemr'.
dulezita predevsim z hlediska moznosti studia o
fragmentaénich cest [40, 41, 69]. Obr. 12 Schéma sektorového analyzatoru,

prevzato z ref. 69.
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KVADRUPOL (Q)

Princip kvadrupdlu popsali jako prvni W. Paul a H. S. Steinwegen v roce 1953. Prvni
komer¢né dostupny kvadrupdlovy analyzator pak v roce 1968 ptedstavila firma Finnigan.
Jednalo se o velmi jednoduchy a relativné levny analyzator, ktery se rozsifil piedev§im
ve spojeni MS a GC [40].

Detector

resonant ion

Source

| dc and ac voltages

Obr. 13 Schéma kvadrupdlu, prevzato z ref. 70.

Konstrukéné se jednd o Ctyii stejné kovové tyCe kruhového prufezu o délce
20 - 30 cm, které jsou umistény dokonale rovnobézné. V idealnim piipadé, pro ziskani
vysSiho rozliSeni, by mé¢ly mit prafez hyperbolicky. Na dvé protilehlé je vZdy vloZzeno
kladné stejnosmérné napéti (U), na zbyvajici dvé pak zaporné stejnosmérné napéti (U).

Zaroven s tim, je na vSechny ¢tyfi superponovano vysokofrekvenéni stiidavé napéti (V).

Po ionizaci ve zdroji je ion p¥iveden do stiedu osy kvadrupdlu, kde zaéne
oscilovat. V dany ¢asovy okamzik, pii uréitém poméru U/V, jsou oscilace stabilni
pouze pro ion s urditou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupolem a dostane
se az na detektor (viz obr. 13). VSechny ostatni ionty jsou zachyceny na tycich
kvadrup6lu. Plynulou zménou neboli skenovadnim hodnot stejnosmérného napéti
U aamplitudy V, pfi zachovani jejich poméru, jsou postupné propustény na detektor
vSechny ionty. Jedna se tak v podstaté o hmotnostni filtr, ktery je zavisly pouze na m/z
iontt, kinetickd energie iontt pii vstupu do analyzatoru nehraje roli. V soucasné dobé
ptredstavuje kvadrupdl nejlevnéjsi verzi MS, ktera umoziuje citlivou detekce v relativné
Sirokém rozsahu m/z. Hlavni nevyhodou je viak absence moznosti MS/MS analyzy [40, 41,
71].
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TROJITY KVADRUPOL (QqQ)

Alternativou Q, ktery fesi problém MS/MS analyzy, je trojity kvadrupdl, ktery
sestavili R. A. Yost a C. G. Enke v roce 1978. Jedna se o hybridni analyzator, ktery je
v dnesni dob¢ jednim z nejcastéji pouzivanych, predevsim pii kvantitativni analyze [40, 72,
73].

CID
l m o 2 o
QD... - * >

Obr. 14 Schéma trojitého kvadrupdlu, prevzato z ref. 74.

V podstaté se jedna o tri kvadrupdly razené za sebou, které se oznacuji QqQ.
Velké Q znamend kvadrupolovy analyzator a malé q ptedstavuje kolizni celu, tedy
kvadrupol, na ktery je vlozeno pouze stfidavé napéti a do n¢j zaveden kolizni plyn kvuli
srazkédm s privadénymi ionty. V prvnim kvadrupdlu dochdzi k izolaci iontii, ve druhém
k jejich disociaci a tieti slouZi k analyze vzniklych fragmenta (viz obr. 14). Zavedenim
kolizniho plynu do druhého kvadrupdlu zptisobime kolizni aktivaci iontd vybranych
prvnim kvadrupolem a jejich néslednou fragmentaci. Na rozdil od iontové pasti mize
dochazet k opakovanym koliznim aktivacim, coZz znamend, Ze pozorujeme vice
fragmentovanych iontdi nez uMS/MS méfeni provadénych iontovou pasti. Trojity
kvadrupdl také umoznuje méfeni skenu prekurzoru a skenu neutrdlnich ztrat. Pro méfeni
MS® by bylo nutné zapojit za sebe 5 kvadrupéli (QqQgQ), &ehoz se vyuziva spise
vyjimeéné. Pro MS méfeni do vyssiho stupné je vhodnéjsi zapojit iontovou past nebo
iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci [40, 41].

IONTOVA PAST — SFERICKA (IT)

Sferickd neboli 3D iontova past piedstavuje v podstaté trojrozmérny kvadrupol.
V roce 1960 ji piedstavili, stejné jako kvadrupol, W. Paul a H. S. Steinwegen. Hlavni
vyhodou IT je moZnost MS" analyzy. Teoreticky lze provést az MS™, ale prakticky,
vzhledem K Zivotnosti iontli a omezené citlivosti detekce, se b&zné pouziva MS® - MS>.
Oproti QgQ obsahuje MS/MS spektrum méné fragmentovych iontd, ¢imz je jednodussi

na interpretaci, zaroven je ale méné informativni, z ¢ehoZ plyne astéjsi potfeba MS".
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Urcitou nevyhodou mize byt absence fragmentovych ionta v nizkomolekularni oblasti,
tzv. ,,cut-off“ v 1/3 m/z iontu prekurzoru, a také pamétové efekty pasti [40].

' Auxiliary RF
Lenses ] ! (143 Frequency
of Main RF)
Octopoles
—— = Conversion
— P Dynode
|
|
@ Electron
Multiplier
Endcap

Optimized Asymptote Ahgle Ring Electrode

Obr. 15 Schéma iontové pasti, prevzato z ref. 75.

IT se sklada z jedné stiedové prstencové elektrody a dvou koncovych kuZelovitych
elektrod. lonty jsou pulzné privedeny do pasti, kde jsou vhodnymi poméry
stejnosmérného a stiidavého napéti vlezenych na elektrody zadrZzeny a postupnou
zménou téchto napéti jsou podle jejich m/z vypuzovany na detektor vystupnim
otvorem koncové elektrody (viz obr. 15). Pfi MS/MS analyze jsou ionty nejdiive v pasti
zachyceny, ale nasledné vSechny ionty, krom iontd s poZadovanym m/z, vypuzeny.
Vybrané ionty jsou podrobeny excitaci a fragmentaci a nasledné detekovany fragmenty -
produktové ionty. Pro vyrazné zvyseni RP a zlepSeni zachytu ionti se do pasti zavadi He
jako tzv. tlumici plyn o tlaku asi 5107 Pa, ktery tlumi oscilace v ose z. Akumulaéni &asy
pro zachyt iontti se pohybuji v zavislosti na mnozstvi ptivadénych ionti mezi 0,01 - 200 ms
a doba excitace a kolize v pasti je cca 20 — 60 ms. Efektivita zachytu iontt je do 5 %
a efektivita detekce iontii cca 50 % [40, 41, 43].

Mnozstvi iontli piivadénych do pasti musi byt regulovéno, protoze v piipadé
pieplnéni pasti muze dojit ke vzniku prostorového naboje. To se projevi horSim
rozliSenim a citlivosti, rozdilem mezi izotopickymi piky mirn¢ niz§im nez 1 (v krajnim
ptipadé posun m/z k vy3§im hodnotam) a dochazi také k rozsifeni piku (rezonance iontd
kazdé hodnoty m/z pies $ir$i rozsah frekvenci). Resenim tohoto problému je fizeni intervalu
napousténi iontd. Jedna se bud’ o velmi kratky piedsken - podle mnoZstvi naboja v tomto
pfedskenu se nasledné automaticky ur¢i doba nadavkovani iontll v hlavnim skenu tak, aby
nedoSlo k jejimu pteplnéni (feSeni firmy Finnigan) nebo se doba déavkovani do pasti
automaticky upravi podle mnozstvi naboji v pfedchozim skenu (feSeni firmy Bruker)
[41,40].
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K ionizaci hodnocenych latek mtze dochazet za pouziti externi ionizace, kdy dojde
k ionizaci mimo iontovou past a ionty jsou kratkym napét'ovym pulzem piivedeny do pasti
vstupnim otvorem koncovée elektrody. Tento zplsob je obvykly zejména pii spojeni
HPLC/MS (ESI, APCI). Druhym zpusobem je interni ionizace ptimo v iontové pasti, coz je
bézné u GC/MS s El, kdy dochazi ke kolizni aktivaci srazkami s inertnim plynem [43].

LINEARNI IONTOVA PAST (LIT)

Linearni neboli 2D iontova past v sobé spojuje vyhody iontové pasti a kvadrupdlu.
V roce 2002 ji predstavili J. C. Schwartz, M. W. Senko a J. E. P. Syka [76]. Vzhledem
k vysoké kapacité pasti dochazi k vyraznému snizeni problémi s prostorovym nébojem.
LIT poskytuje SirSi linedrni dynamicky rozsah a vysSi reprodukovatelnost oproti IT i Q
a umoznuje MS" analyzu [40].

Obr. 16 Schéma linearni iontoveé pasti, prevzato z ref. 77.

Stejné jako v pripadé sférické iontové pasti i LIT tvoii dvé koncové kuZelovité
elektrody a stfedova elektroda, kterou viak v tomto pripadé tvori hyperbolické tyce
kvadrupdlu. Ionty tak jsou uvnité pasti udrzovany v radidlnim rozméru na zakladé
kvadrupoloveho pole a podélné pomoci elektrického pole koncovych elektrod iontové pasti.
| zde dochazi K pulznimu ptivedeni ionti do pasti vstupni kuzelovitou elektrodou
a naslednému udrzovani v pasti na zakladé riznych kombinaci stfidavych a stejnosmérnych
slozek napéti na elektrodach. Nachazi se ve stabilnim stavu a kmitaji po danych
trajektoriich. Pokud se v3ak zacne jeden nebo vice parametrii vkladaného napéti ménit,
, Ztraci stabilitu a vylétavaji ven

stabilni oblast iontd se posune a ty, které byly "na pomezi"
z pasti. Existuji dva zpisoby detekce iontl - bud’ podélné vypuzeni ionta z pasti, kdy ionty
pokracuji v draze letu nebo druhym zptusobem, radialnim vypuzenim ionti z pasti. Druhy
zpusob byl zaveden v roce 2002 firmou Finnigan (viz obr. 16). Jedn& se o dva detektory,
které jsou umistény po stranach stiedové elektrody a ionty tak vylétavaji z pasti stérbinami

ve dvou kvadrupolech. Toto uspofadani vede k vyraznému zvyseni citlivosti. Oproti 3D
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pasti se vyznacuje lepsi efektivitou davkovani a zachytem iontd (30 - 90 %), naopak niZsi
efektivitou extrakce iontt (15 - 20 %). Pravé vysoka ucinnost zachytu, stabilizace a detekce
iontd vede k vysoké citlivosti a moznosti namé&fit kvalitni prekurzorova spektra i u malo
intenzivnich prekurzort. Umoziuje také dostatecné rozliSeni pti vysoké rychlosti skenovani
[40, 41, 43].

Alternativou LIT je jeji spojeni s trojitym kvadrupélem — QTRAP, kdy misto
tietiho kvadrupodlu je zatazena LIT. Navic je zaveden Qg, ktery slouZi k akumulaci iontd,
nasleduje Qi, kde dochazi k vybéru prekurzoru, Q, (q) - kolizni cela, kde dochazi
k fragmentaci a posledni casti je Qs -tomto piipadé¢ tedy LIT, dochazi k zachyceni
a skenovani produktu fragmentace. Tato kombinace umoziiuje v Q, provést MS/MS
analyzu a v LIT poté MS®. Spojuje v sob& vyhody QqQ a LIT, kterymi jsou piedeviim
vysoka citlivost, moznost tandemové analyzy, vysoké rozliSeni a pfesné uréeni hmot. Je tak
ucinnym nastrojem pro vyzkum a vyvoj novych lé¢iv. Velmi ¢asto se pouziva pro analyzu
a identifikaci metabolit 1é¢iv a v oblasti proteomiky [78, 79, 80].

ANALYZATOR DOBY LETU (TOF)

Prvni koncept analyzatoru doby letu popsal jiZz v roce 1946 W. Stephansem. V roce
1955 piedstavili W. L. Wiley a 1. H. McLaren linedrni TOF analyzator, ktery se i tfi roky
pozdg&ji stal prvnim komeréné dostupnym od firmy Bendix. TOF analyzator s reflektronem
pak predstavil vroce 1972 V. I. Karatev, B. A. Mamyrin a D. V. Smikk. Tento typ
analyzatoru se vyrazné rozsitil po zavedeni ionizace MALDI, piedevs$im diky, v podstaté
neomezenému, hmotnostnimu rozsahu. ZaleZi pouze na dobé&, po kterou se bude ¢ekat (Ize
hodnotit i m/z 10°). Je proto vhodny pravé pro hodnoceni biomolekul nebo syntetickych
polymera velkych molekulovych hmotnosti ionizovanych ¢asto pomoci MALDI. Diky jeho
vysoké citlivosti a pfesnosti [40, 43, 81].
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