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Vyuziti UHPLC s raznymi typy detekce v oblasti
environmentalni a potravinové analyzy

Abstrakt

Cilem prace bylo sezndmeni s moznostmi vyuziti UHPLC instrumentace ve
spojeni s riznymi typy detekce pii chromatografickych separacich latek v oblasti
environmentalni a potravinové analyzy. Dalsim cilem bylo vyhledat a prostudovat vétsi
pocet odbornych ¢lanka tykajicich se UHPLC metodiky, které jsou v soucasnosti
dostupné v internetovych databédzich ScienceDirect a Web of Science. Na zaklade
informaci z odbornych ¢lanka je v praci uveden graficky piehled tykajici se poctu

vyhledanych ¢lanki a skupin analyzovanych latek v jednotlivych letech.

V Gvodu prace jsou zminény van Deemterova, Giddingsova a Knoxova teorie
pro ucinnost chromatografického systému. Jedna se o teorie, které jsou podstatné pro
pochopeni principu uUc€innosti chromatografické separace. Nasledujici kapitoly se
zabyvaji problematikou vyvoje chromatografie v poslednich desetiletich pfedev§im
Vv oblasti délky a typu analytickych kolon, velikosti ndpliiovych castic ¢i teploty a tlaku
v chromatografickém systému. Vyvoj dospél v dnesni dob¢ az ke kolonam o rozmérech
50 x 1 mm, které jsou plnény Casticemi mensimi nez 2 um a jsou schopny pracovat za
tlakii kolem 100 MPa. V dalSich kapitolach je zmin€na problematika tykajici se
hmotnostni spektrometrie, konvencnich a novych ionizac¢nich technik, hmotnostnich
analyzatori a detektord. Dulezitou Casti prace je kapitola, kterd pojednava o vyse
zminénych odbornych ¢lancich vyhledanych v internetovych databazich ScienceDirect a
Web of Science. Z uvedeného grafického piehledu vyplyva, ze v poslednich letech se
stale zvySuje pocet odbornych ¢lanki tykajicich se UHPLC metodiky a ze moznost
jejiho vyuziti se stale rozSifuje. DalSi ¢ast prace obsahuje tabulkové piehledy, které
popisuji riizné aplikace UHPLC metodiky v oblasti environmentdlni a potravinové
analyzy. V zéavérecnych kapitolach je rozebrano nékolik zajimavych ¢lanktl, které
popisuji konkrétni UHPLC analyzy vybranych druht latek v oblasti environmentalni a
potravinové analyzy. Ve vSech typech analyz se potvrdilo, Z2 UHPLC metodika

poskytuje celou fadu vyhod v porovnani s konvenénimi separacnimi technikami.



The use of UHPLC with various types of detection in
the field of environmental and food analysis

Abstract

The aim of this work was to inform about possible use of UHPLC
instrumentation in connection with various types of detection when chromatographic
separating of substances in the field of environmental and food analysis is performed.
The next aim was to search and study a number of articles referring to UHPLC
methodology, which are at present available in the internet databases ScienceDirect and
Web of Science. On the basis of the information from the articles there is a graphic
summary in this work relating to the number of found articles and the groups of

analysed substances within years.

In the introduction of the work van Deemter’s, Gidding’s and Knox's theories
about the efficiency of the chromatographic system are mentioned. These theories are
substantial for understanding the principle of chromatographic separation. Following
chapters deal with the problems of the development of chromatography in the last
decades, especially concerning the length and type of analytical columns, the size of
filling particles or the temperature and pressure in the chromatographic system. Now
thanks to the development, the columns dimensions are 50 x 1 mm and are filled with
particles less than 2 um in diameter and are able to work under the pressure of around
100 MPa. In the next chapters the problems concerning mass spectrometry,
conventional and new ionization techniques, mass analyzers and detectors are
mentioned. An important part of the work is a chapter dealing with the articles, found in
the internet databases ScienceDirect and Web of Science. From the stated graphic
summary results it follows that in the last years there have been more and more articles
referring to UHPLC methodology and that the field of its use has been widening. The
next part of the work contains table charts describing various applications of UHPLC
methodology in environmental and food analysis. In final chapters we deal with several
articles of interest, where particular UHPLC analyses of selected kinds of substances are
described. In all the types of analyses it was confirmed that UHPLC methodology
provides a number of advantages in comparison with conventional separation

techniques.
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Seznam pouzitych zkratek

APCI - Atmospheric pressure chemical ionization - chemicka ionizace za
atmosferickeho tlaku

APTDI — Atmospheric pressure thermal desorption ionization”

ASAP — Ambient solid analysis probe*

BEH — Bridged ethylsiloxane/silica hybrid — hybridni technologie silikagelu a polymeru

CI — Chemical ionization — chemicka ionizace

DAD - Diode array detector — detektor s diodovym polem

DAPCI — Desorption atmospheric pressure chemical ionization*

DAPPI — Desorption atmospheric pressure photo ionization*

DART - Direct analysis in real time — pfima analyza v realném Case

DBDI — Dielectric discharge barrier ionization*

DESI - Desorption electrospray ionization — desorpéni ionizace elektrosprejem

DESSI — Desorption sonic spray ionization*

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

El — Electron ionization — elektronova ionizace

EESI — Extractive electrospray ionization*

ELDI — Electrospray laser desorption ionization*

ESI — Electrospray ionization — ionizace elektrosprejem

FAB — Fast atom bombardment — ionizace urychlenymi atomy

FD — Field desorption — desorpce polem

FD-ESI — Fused droplet electrospray ionization*

FI - Field ionization - ionizace polem

FIB - Fast ion bombardment - ionizace urychlenymi ionty

FT-ICR — Fourier transformation-ion cyclotron resonance - iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci

GC — Gas chromatography — plynova chromatografie

HAPGDI — Helium atmospheric pressure glow discharge ionization*

HETP — Height equivalent of theoretical plate — vySkovy ekvivalent teoretického patra

HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography*

HPLC — High Performance Liquid Chromatography — Vysokoucinna kapalinova chro-

matografie



HTLC — High Temperature Liquid Chromatography — Vysokoteplotni kapalinova
chromatografie

ICR — lon cyclotron resonance — iontova cyklotronova rezonance

IR - Infra-red - infraCervena oblast svétla, infracerveny

LAESI — Laser ablation electrospray ionization*

LC — Liquid chromatography — kapalinova chromatografie

MALDESI — MALDI assisted electrospray ionization*

MALDI — Matrix assisted laser desorption ionization — laserem indukovana ionizace za

ucasti matrice

MRM — Multiple reaction monitoring*

MS — Mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

MS-MS — Tandem mass spectrometry — tandemové spojeni hmotnostnich analyzatort

ND-EESI — Neutral desorption extractive electrospray ionization*

PADI — Plasma assisted desorption ionization*

PDA — Photo-diode array — fotodiodové pole

Q - Quadrupole - kvadrupolovy analyzator

QqQ - Triple quadrupole - trojity kvadrupol

RP — Reversed phase — obracena faze, reverzni faze

SIMS - Secondary-ion bombardment mass spectrometry*

SPE - Solid phase extraction - extrakce na pevnou fazi

SSP — Surface sampling probe*

TOF — Time of flight — analyzator doby letu

TOF-TOF - Tandemové spojeni dvou analyzatorii doby letu

TSI — Thermospray ionization — ionizace termosprejem

UHPLC (UPLC) - Ultra High Performance Liquid Chromatography — Ultra
vysokoucinna kapilarni kapalinova chromatografie (Ultra
Performance Liquid Chromatography — Ultra vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie)

UV — Ultra-violet — ultrafialovy/a

* Cesky preklad neni k dispozici
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1.1. Uvod

UHPLC - Ultra High Performance Liquid Chromatography je zkratka, ktera je
obdobou jiz od pocatku pouzivané zkratky UPLC - Ultra Performance Liquid
Chromatography. Pod obéma zkratkami se nachéazi slovni spojeni, které charakterizuje
stejné analytické systémy, které pracuji na naprosto stejnych principech. BohuZzel rizné
oznaceni stejnych systémut vnasi do této problematiky urcitou nepiehlednost. OdliSnost
oznaceni je dana tim, ze zkratka UPLC je registrovanou znackou firmy Waters.

V dnes$ni dobé se miizeme setkat s obéma typy zkratek.

Metodika UHPLC pfedstavuje pomérné¢ novy trend v oblasti kapalinové
chromatografie. Béhem poslednich nékolika let dochédzi k velikému rozvoji této
techniky a kjejimu pronikani do nejriznéjSich oblasti tykajicich se analyzy latek
popularitou  UHPLC jsou vysoka ucinnost, rychlost, citlivost, nizka spotieba
rozpoustédel a nizky objem davkovaného vzorku. Neni tedy divu, Ze v posledni dobé
za¢ind metodika UHPLC postupné nahrazovat konven¢ni HPLC — High Performance
Liquid Chromatography. K nespornym vyhodam v oblasti uplatnéni UHPLC patii i jeji
spojeni s hmotnostni spektrometrii. Naopak jednou z nevyhod UHPLC instrumentace

muze byt vyssi pofizovaci cena v porovnani s HPLC.

UHPLC instrumentace pied n€kolika lety jiz nasla, ¢i v brzké budoucnosti najde
zna¢né uplatnéni pfedev§im na pracovistich, ktera se zabyvaji analyzou latek v oblasti
toxikologie, farmaceutickych, potravinovych €1 klinickych analyz. JiZ zminénych vyhod
UHPLC instrumentace patrn€ nejvice vyuziji takové laboratote, pro které je typicka

vysoka produktivita a vytiZenost.

V této dobé se na svété klade stale vysSi diraz na ekologické aspekty, které
mohou Vv budoucnu znaéné ovlivnit Zivot na celé planeté. Proto dnes zaziva uplatnéni
UHPLC velikého rozmachu v oblasti environmentalni analyzy. Vyborné vyuziti
UHPLC instrumentace v této oblasti je podminéno jiz zminénymi vyhodami této

metodiky v porovnani s konvencnimi instrumentacemi.
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1.2. Cil prace

Jednim z hlavnich cili diplomové prace je podat zakladni informace o metodice
UHPLC, které se tykaji ptfedevsim zakladnich principti separace latek a také strucného
historického vyvoje této dnes stale vice vyuzivané a moderni techniky. Prace pojednava
také o ruznych vyhodach, kter¢ UHPLC metodika pifindsi nejen do oblasti
environmentalni a potravinové analyzy. Diplomova prace ma mimo jiné za cil piiblizit i
problematiku hmotnostni spektrometrie, ktera Vv dne$ni dobé vyznamné dopliiuje
UHPLC instrumentaci.

Hlavnim cilem této reSerSni prace je zmapovani vyuziti UHPLC metodiky
V oblasti environmentdlni a potravinové analyzy na zdkladé¢ zpracovani odbornych
¢lankl z internetovych databédzi. Prace obsahuje ptfehledné grafické znazornéni poctu
UHPLC analyz riznych skupin latek za poslednich nékolik let. Jednim z dilezitych
aspektl, které si dava tato prace za cil, je zpracovani nazorného tabulkového piehledu,
ktery se tykd konkrétnich aplikaci UHPLC metodiky v oblasti environmentalni a
potravinové analyzy. V zavéru prace je podrobnégji popsano nékolik vybranych aplikaci

UHPLC techniky pravé v oblasti environmentalni a potravinové analyzy.
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2.1. Van Deemterova, Giddingsova a Knoxova teorie
pro ucinnost chromatografického systému

2.1.1. Van Deemterova a Giddingsova teorie’

Byly prokazéany kinetické déje, které rliznou mirou ovliviiuji déleni latek na
chromatografické kolon€¢ a zptisobuji takzvané rozmyvéani zon. Diky témto d&jam
ziskavaji chromatografické piky typicky Gaussovsky tvar. Kdyby nemély tyto déje
zadny vliv na separaci latek, piky by byly ostré ohrani¢ené zony. Toto je ale pouze

teoreticky jev, ktery by se projevil jen v ptipad¢ idealni chromatografie.

Od roku 1956 existuje tzv. Dynamick4 van Deemterova teorie, kterd je schopna
popsat vySe zminéné d¢je piispivajici k rozmyvani zon separovanych latek. Tato teorie
je charakterizovana rovnicemi popisujicimi vztahy pro jednotlivé procesy
zpusobujicimi rozSifovani chromatografickych zén. Pavodné byly tyto rovnice
odvozeny pro plynovou chromatografii, ale po n¢kolika letech bylo prokazano, ze jsou

vhodné 1 pro chromatografii kapalinovou.

Van Deemterova teorie respektuje neidedlni chovani slozek v chromatografické
koloné¢ a pfipisuje projevy tohoto chovani tfem hlavnim vlivim: vifivé difazi v
mobilni fazi (Ht), molekularni difézi v mobilni fazi (Hy) a odporu vici pievodu
hmoty na fazovém rozhrani (Ho). Tyto vlivy jsou nezavislé a podili se na tzv.
vySkovém ekvivalentu teoretického patra (HETP). Teoretické patro je mirou G¢innosti
chromatografického systému. Vlivy difize béhem chromatografickych pochodl se
projevuji rozsifovanim chromatografickych zén. Je-li zndma celkova délka kolony (L),
je mozno vypocitat vySkovy ekvivalent teoretického patra znaceny téz H, na jehoz
zakladé se porovnavaji Gc¢innosti jednotlivych chromatografickych kolon. Vyskovy

ekvivalent teoretického patra lze vyjadrit jako soucet dil¢ich ptispévk:

H=HT+H|\/|+HO

! Kapitola 2.1.1. byla vypracovana ze zdroji [1], [2], [3], [4], [5].
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H ... vyskovy ekvivalent teoretického patra
Hr ... ptispévek vitivé difaze analytu v mobilni fazi k HETP
Hwm ... ptispévek molekularni diftze analytu v mobilni fazi kK HETP

Ho ... pfispévek odporu proti pfevodu hmoty na fazovém rozhrani kK HETP

Viriva difuze analytu v mobilni fazi

Tento ptispévek souvisi stim, Ze mobilni faze proudi v SirSich kanalcich
stacionarni faze rychleji a v uzSich kanalcich zase pomaleji. Molekuly analytu tedy
postupuji rozdilnou rychlosti v zavislosti na rizné velikosti kanalkii. Pfispévek vifivé
difuze k rozmyti zon je zavisly jen na velikosti ¢astic a na pravidelnosti usporadani

naplné kolony. Toto tvrzeni je mozné vyjadiit nésledovné:

HT:A:}\,.dp

A ... konstantni ¢len van Deemterovy rovnice
A ... koeficient nerovnomérného plnéni chromatografické kolony

dp ... velikost ¢astic napIné kolony

Se zvétSovanim castic naplné stoupa hodnota dp, avsak klesa hodnota A. U
napliovych kolon neni mozné ¢len A van Deemterovy rovnice eliminovat, naopak u

kapilarnich kolon tento ¢len odpada.
Molekularni difize v mobilni fazi

Pro molekularni difazi je dulezité to, ze se uplatiluje zejména pii malych
pritokovych rychlostech, Ze molekuly analytu difunduji z mista s vyssi koncentraci do
mista s koncentraci niz$i, a ze se molekuly takto pohybuji ve sméru toku mobilni faze 1

proti sméru jejiho toku. Tento prispévek je dan nasledujicim vztahem:

Hu=vy.Dmn/u=B/u

15



v ... korekéni faktor charakterizujici tvar kanalkll v naplni kolony
Dy, ...difuzni koeficient

u ... pratokova rychlost mobilni faze

Z vyse uvedené rovnice vyplyva, Ze s vys$simi pratoky mobilni faze se vliv difuze

snizuje. Difuzni koeficient Dy, nejvice ovliviiuje molekularni difuzi.
Odpor vii€i prevodu hmoty na fazovém rozhrani

Rychlost pievodu hmoty na fazovém rozhrani je urCovana téméf zcela difuzi
analytu ve stacionarni nebo stagnantni mobilni fazi v pérech nosice a je rovnéz zavisla

na tvaru a velikosti zrn napln¢ a na tloust’ce vrstvy stacionarni faze. Odpor vici prevodu

hmoty na fdzovém rozhrani je dan nésledujicim vztahem:
Ho = (Cm + Cs).u
Cw ... konstanta zavisla na difiznim koeficientu analytu v mobilni fazi
Cs ... konstanta z4visla na difiznim koeficientu analytu ve staciondrni fazi
u ... rychlost pritoku mobilni faze

Z vyse uvedenych vztahi lze sestavit souhrnnou rovnici pro celkové rozmyti zon:

H=Ady, + y.Dn/u +(Cu+Cs)u =A+B/u+C.u

Hmin

Hap = u
Obr. 1: Zavislost vySskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linearni pratokové

rychlosti mobilni faze (u). Vysledna kiivka je souctem prispévki ¢lentt A, B a C [1].
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V roce 1964 piedstavil Ameri¢an J. Calvin Giddings svoji novou teorii, ktera
svym zpusobem navazuje na Dynamickou van Deemterovu teorii. Jednoznacnou
vyhodou jeho teorie vzhledem k Deemterové teorii je fakt, ze 1épe specifikuje vztahy
pro kapalinovou chromatografii. Giddingsova teorie je modifikaci Dynamické van
Deemterovy teorie, ktera Iépe vystihuje vztahy v kapalinové chromatografii. Podle
Giddingsovy teorie je rozmyvani chromatografickych zon zpiisobeno nasledujicimi,
prakticky stejnymi, kinetickymi déji, které uvazuje i Deemterova teorie: viriva diftize
analytu v mobilni fazi, odpor proti pievodu hmoty v mobilni fazi, molekularni
diftize v mobilni fazi, odpor proti prevodu hmoty ve stacionarni fazi a odpor proti

prevodu hmoty ve stagnujici mobilni fazi.
Giddingsova rovnice pro u¢innost chromatografického systému je nasledujici:

H = 2/[(.dp) + D/ (@.dp>u)] + y.Dm/u + (0.0,°/Diy + @sm.dp?/Diy) . U
vitiva difaze odpor proti pitevodu  molekularni odpor proti pievodu hmoty ve

hmoty v mobil. fazi difuze staciondrni a stagnujici mobilni f.

o ... koeficient zavisly na distribuci tvaru ¢astic, velikosti Castic a také distribuci pori

Jednotlivé ¢leny véetné jejich charakterizace vychazeji z van Deemterovych rovnic.
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2.1.2. Knoxova teorie?

Podle Knoxovy teorie lze fici, ze malé castice, které¢ tvoii stacionarni fazi
v chromatografické kolon¢, umoziuji zvysit u¢innost chromatografického procesu,
umoziuji 1épe pracovat piioptimalni pratokové rychlosti mobilni faze a zlepSuji
vlastnosti systému ve smyslu pienosu hmoty. Cim mensi &astice jsou pouzity (5, 3,5,
1,7 um), tim lepsi jsou vlastnosti dan¢ho systému. Malé Castice zptsobuji v systému
zvySeni tlaku, a proto musi byt systém vcetné kolon tomuto tlaku pfizptisoben.
S pouzitim sub-2 pm ¢astic je mozno dosahnout vysoké ucinnosti separace pii kratsi

dobé¢ analyzy. Knoxovu teorii dobie vystihuje nasledujici graf:

30.00
25.004 5pum (HETP = 12.3 pm, u = 0,72 mm/s)
3 20.00-
= 3.5 =8,3 um, u = 0,8¢
= 15.00. um (HETP = 8.3 um, u 89 mm/s)
10.00
s'm‘ M
1.7 pm (HETP =39 um, u = 2,11 mm/s)
0.00 . . . T ,
0.00 1.00 200 3.00 400 §.00 6.00 7.00
u (mm/s)

Obr. 2: Vyse uvedeny graf znazoriuje zavislost HETP (u¢innosti chromatografického
systému) na linearni pratokové rychlosti mobilni faze. Jedna se o vliv velikosti Castic na

prubéh tzv. Knoxovych kiivek pfi stejnych rozmérech kolony [6].

Z grafu je patrné, Ze se snizujici se velikosti Castic stoupa hodnota optima
pritokové rychlosti mobilni fdze a potazmo 1 rychlost celé analyzy. Je dokonce mozné
pracovat pii vysSich pratokovych rychlostech, nez jsou optimalni, bez vyznamné ztraty
ucinnosti, protoze prevod hmoty je u 1,7 um c¢astic usnadnén a Knoxova kiivka ma

v

plossi tvar.

Stejné Knoxovy kiivky 1ze znazornit za pouziti tzv. redukovanych parametri h

a v, které jsou zahrnuty do tzv. Knoxovy rovnice ve tvaru:

? Kapitola 2.1.2. byla vypracovéna ze zdroje [6].
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B
h=Av1/3+—+Cv
v

kde A, B a C jsou systémové konstanty, h je hodnota redukovaného HETP a v je

hodnota redukované rychlosti pritoku mobilni faze.

Ve vySe uvedené rovnici jsou parametry A, B a C systémové konstanty
vychazejici z van Deemterovy teorie a jsou uréené velikosti rozSifujici se zoény
zpiisobené vifivou diftizi, molekularni difuzi a odporem proti pfevodu hmoty. Parametr
A je zavisly jednak na kvalit€¢ plnéni kolony a také na pfispévku pomalého pievodu
hmoty pies nosny proud mobilni faze. V ptipadé Spatné¢ plnéné kolony bude mit
parametr A vyssi hodnotu (2-5) a v ptipadé dobic naplnéné kolony bude nabyvat
parametr A hodnot nizsich (0,5-1). V pfipadé nizkych hodnot parametru v druhy
ptispévek (B/v) je prevladajici, zatimco tfeti ¢len Cv se stava prevladajicim v ptipadé
vysSich hodnot parametru v. Parametr B je zavisly na retenci analytu a je ovlivnén
molekularni difuzi. Parametr B mtize dosahovat hodnot vysSich nez 5, ale obvykle mu
autofi pfipisuji hodnotu 2. Parametr C vyjadiuje efekt odporu proti pfevodu hmoty
jednak ve stagnujici mobilni fazi, ale také ve stacionarni fazi a je kriticky pro dobrou
ucinnost obzvlast' pii vysokych redukovanych linedrnich rychlostech. Uspokojiva

hodnota parametru C pro kvalitni napln kolony je zhruba 0,1.

Nasledujici graf znazoriuje tfi Knoxovy kiivky, které se témeét piekryvaji
nezévisle na velikosti ¢astic stacionarni faze. Tyto prekryvajici se kiivky ukazuji, Ze

naplnovy material v kolon¢ a chromatografické podminky jsou si podobné.

10.004
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2.001

0.00 v - - - - - -
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Obr. 3: Efekt 5, 3,5 a 1,7 um ¢astic na redukované Knoxovy kiivky [6].
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2.2. Chromatografické metody

2.2.1. Vyvoj chromatografie v poslednich desetiletich®

V poslednich desetiletich byl vyvoj chromatografickych metod podminovan
piedevsim vzrustajicimi naroky na rychlost analyzy diky neustale se zvySujicim poc¢tiim
vzorkt. Bylo nutno analyzovat velky pocet vzorkll za co nejkrat§i dobu s co nejvyssim
rozliSenim, ucinnosti a citlivosti. Jest¢ v nedavné dobé byla standardni doba analyzy
kolem 10 minut, coZ je na vzrustajici naroky pomérné dlouhd doba. Bylo tedy nutné
vyvinout rychlejsi metody, které by byly ¢asové méné naro¢né a doba analyzy by se

pohybovala v rozmezi od 1 do 5 minut.

V devadesatych letech bylo zjisténo, ze jednim z nejjednodussich zpisobd, jak
dosédhnout kratSich analytickych c¢ast, je pouziti kratSich kolon o délce 3 - 5 cm a
vysokych prutokovych rychlosti mobilni faze. Kolony byly naplnény casticemi o
priméru 3 - 3,5 pum a umoziovaly kromé zkraceni doby analyzy i generovani nizSich
zpétnych tlaki, které byly kompatibilni s vysokymi pratokovymi rychlostmi mobilni
faze. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze krat§i délka kolony negativné plsobi na ucinnost
separace a tudiz i na u¢innost chromatografického procesu. V roce 1998 provedi
Mutton separaci smési latek v gradientovém modu na dvou kolonach o riizné délce.
Prvni separaci provedl na konven¢ni kolon¢ (4,6 x 150 mm) a druhou provedl na
kolon¢ kratsi (4,6 x 33 mm). Obé kolony byly naplnény ¢asticovou stacionarni fazi o
priméru 3 pm. Doba analyzy na delsi kolon€ byla 40 minut, zatimco u kratsi kolony
bylo dosazeno Casu pouze 3,5 minuty a rychlost pritoku mobilni faze vzrostla z 1 na
2,5 ml/min. Bohuzel bylo prokazano, ze kratSi kolona poskytuje niz§i rozliSovaci
schopnosti nez kolona konvenéni. Pozdé&ji se ukazalo, Ze piipojeni hmotnostniho
spektrometru jako detektoru a chromatografického systému s krats$i kolonou je feSenim
problémd s nizkym rozlisenim. Takto byla Gispé$né provedena analyza pesticidi v 0vOCi

a zelening za pouziti 10 mm kolony ve spojeni s ESI/MS/MS.

¥ Kapitola 2.2.1. byla vypracovéna ze zdroje [7].
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Dalsi moznosti, jak zlepSit chromatografické podminky, bylo pouziti
monolitickych kolon misto kolon plnénych poréznimi casticemi. Monolity na
silikagelovém nebo polymernim zaklad¢é, vyvinuté v minulém desetileti, mohly
akceptovat 3 az 10krat vys$si pratokové rychlosti pii zachovani konven¢ni délky kolony
bez generovani vysokych zpétnych tlaki. Navic byla jejich ucinnost a rozliSovaci
schopnost srovnatelné s kolonami, které byly plnény kiemikovymi ¢asticemi o priiméru
3 um. Jejich dobré vlastnosti byly dany pfitomnosti tzv. makro a mezopéra ve struktuie
stacionarni faze. Monolity vyrobené z kiemiku poskytovaly lepsi chromatografickou
uc¢innost nez monolity z organickych polymert. Za pouziti téchto kolon byly analyzy
provedeny béhem néckolika minut a nékdy i béhem par sekund. Nekteré typy
monolitickych kolon mohly byt spojeny za sebou do série, coz umoznilo jeSté zvysit
ucinnost chromatografického procesu. Téchto vyhod se i dnes hojné vyuziva v oblasti
proteomickych a metabolomickych analyz. Nicméné monolitické kolony mély a maji
své nevyhody. Jistym omezujicim faktorem je nedostatek komeréné dodavanych
staciondrnich fazi pro rizné typy analyz, coz v dusledku znamend omezené pouziti
monolitickych kolon. Silikagelové monolity jsou pouzitelné pouze v rozmezi pH od 2
do 8, coz muze pii urCitych typech analyz pulsobit jisté problémy. Nevyhodou jsou
veliké vnitini priméry n€kterych monolitickych kolon, které¢ nejsou plné kompatibilni
SMS a zpusobuji zvySenou spotiebu organickych rozpoustédel. Nicméné kapilarni

monolitické kolony vySe uvedené problémy eliminovaly.

Jednou 1z dalsich alternativ, ktera umoznila zkratit dobu analyzy byla
Vysokoteplotni kapalinova chromatogratie (HTLC), kde je teplota pti analyze vysSsi nez
60 °C. Metodika HTLC vyuZivala kolony o konven¢ni délce a umoZiiovala pracovat za
nizkych zpétnych tlaki. Pro HTLC byla typicka snizend viskozita mobilni faze. Se
vzristajici teplotou stoupa i G¢innost a prutokova rychlost mobilni faze. V roce 2000
Yang a kol. provedli separaci péti alkylfenonii pii teploté 150 °C. Analyza trvala pouze
20 sekund. V piipadé konvenéni HPLC tato analyza trvala 20 minut. Velkou vyhodou
HTLC bylo to, Ze se vzrustajici teplotou klesala hodnota dielektrické konstanty vody,
coz umoziovalo nahradit vodou velkou ¢ast ekologicky neSetrnych organickych
rozpoustédel v mobilni fazi. V dnesni dobé se technika HTLC bézné nepouziva diky
nekterym nevyhodam. Prvnim problémem byla omezena pouzitelnost napliiovych

materiald, které by byly stabilni pfi vysokych teplotach. Dalsi nevyhodou bylo to, Ze se
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Spatné¢ analyzovaly tepeln¢ nestalé latky a navic bylo pro tuto metodiku zapotiebi

specialniho zafizeni, které prudce zahtiva a ochlazuje mobilni fazi.

Jiz od pocatku vyvoje kapalinové chromatografie byla snaha stale zlepSovat
separaci latek na kolon€ ve smyslu vyssi rozliSovaci schopnosti, produktivity, i¢innosti
a krat$i doby analyzy. Uz v padesatych letech se ukazalo, ze na tyto chromatografické
parametry ma zasadni vliv velikost népliiovych &astic v koloné. Cim byl mensi primér
Castic, tim lepSich vlastnosti separace bylo dosazeno. V historii vyvoje kapalinové
chromatografie hraje diilezitou tlohu postupné snizovani priméru ¢astic, a to od téch
prvnich, které mély velké priméry (100 — 200 pm) a byly vyvinuty uz v padesatych

letech, az k tém, které byly vyvinuty pomérn¢ nedavno a nazyvaji se sub-2 um castice.

Na pocatku 70. let dospél vyvoj velikosti ¢astic az k hodnotdam kolem 10 pm
(viz. tab. 1). Jedna se o silikagelové Castice, které nahradily nékteré nedostatky diive
pouzivanych vétsich ¢astic. V 80. letech byly standardné pouzivany ¢astice o praméru 5
pum a na pocatku 90. let byly vyvinuty ¢éstice o velikosti 3 — 3,5 pum. Pozdéji se
ukézalo, ze za pouziti 3 um castic doSlo ke zkraceni Casu analyzy o 30 — 50 %
vzhledem k5 um c¢asticim. Vroce 1996 byly piedstaveny neporézni silikagelové
¢astice o priméru 1,5 pm. Kolony plnéné timto materidlem mohly pracovat v $irSich
rozmezich pritokovych rychlosti mobilni faze, byly vice stabilni pti vysSich teplotach a
odolavaly vy$§im tlakiim. Kviili mensi ploSe neporéznich ¢astic v koloné dochézelo ke
zkraceni retencnich €asii v porovnani s poréznimi ¢asticemi. Proto se dnes tyto Castice
vyuzivaji zejména pii separaci makromolekuldrnich smési, které pomaleji difunduji

V mobilni fazi.

History of particles size in LC.

Years Particle size Plates/15 cm
1950s 100 pm 200

1967 50 pm 1000

1972 10 pm 6000

1985 5um 12 000

1992 3-3.5 um 22 000

1996 1.5 pm 30 000

2000 2.5 pum 25000

2004 1.7 pym 30 000

Tab.1: Historie vyvoje velikosti ¢astic [7].
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V roce 2004 piedstavila firma Waters prvni kolonu plnénou poréznimi
silikagelovymi ¢asticemi o praméru 1,7 pm, ktera dosahovala lepsich rozliSovacich
schopnosti, nez kolony plnéné¢ 5 nebo 3,5 um casticemi. Tyto kolony jsou dnes
vyuzivany v Chromatografickém systému UPLC od firmy Waters, ktery je dobfie
uzpusoben vysokym tlaktim, které diky malym primértim c¢astic v systému vznikaji.

V dnesni dobé¢ existuje mnoho vyrobcl kolon se sub-2 um ¢asticemi (viz. tab. 2).

Sub-2 pm supports commercially available

Manufacturers Column name Particle size
(um)
Agilent Zorbax RRHT 1.8
Alltech Alltima, Platinum, ProSphere 1.5
Bischoff ProntoPEARL sub-2 TPPAce 1.8
Interchim TSKgel Super-ODS 2.0
Macherey Nagel Nucleodur 1.8
Sepax GP Series 2.0
Shimadzu Pathfinder 1.5
ThermoElectron Hypersil GOLD 1.9
Waters ACQUITY BEH 1.7
YMC YMC ultra-Fast 2.0

Tab. 2: Pfehled vyrobcl a nazvi sub-2 pm kolon [7].

2.2.2. Ultra High Performance Liquid Chromatography*

Ultra High Performance Liquid Chromatography je relativné novou separa¢ni
technikou v oblasti kapalinové chromatografie. Separacni proces vyuziva sorbenti
pfipravenych patentovanou technologii, které¢ vynikaji svoji mechanickou pevnosti a
mimofadnou separacni Uc¢innosti. Cely separacni proces probihd za velmi vysokych
tlak® (1000 bar, 100 MPa). UHPLC piinasi celou fadu piednosti vii¢i konvenéni HPLC
technice. Jedna se o krat§i dobu analyzy, coz ma za nasledek zvySeni poctu
analyzovanych vzorkii za jednotku casu. Jednou z vyhod je i snizeni spoticby
organickych rozpoustédel, coZz znamend jednak nizsi ekologickou zatéz a také snizeni
finan¢nich ndkladi na danou analyzu. DalSim vyznamnym aspektem je zvySeni
separacni U€innosti, rozliSeni a zvyseni citlivosti. Diky moZnosti spojeni s MS a jinymi
typy detekce je mozné ziskat i velké mnozstvi kvalitativnich informaci o analyzovaném

vzorku. Kolony vyuzivané v UHPLC metodice jsou plnény ¢asticemi za ultra vysokého

* Kapitola 2.2.2. byla vypracovéna ze zdrojt [7], [8], [9].
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tlaku, ktery zarucuje optimalni uchovani castic sorbentu v téle kolony a jejich stabilitu.
Koncové spoje kolon jsou prizptisobeny dosahovanému vysokému tlaku. Velikost
sub-2 um ¢astic poskytuje vyssi rozliSeni z divodu vyssi ucinnosti kolony. Pro UPLC
kolony od firmy Waters jsou v souc¢asné dobé k dispozici nasledujici stacionarni faze:
C18, C8, Shield RP18 (C18 se zabudovanou polarni skupinou - karbamat), HILIC
stacionarni faze atd. Kazda stacionarni faze poskytuje rozdilné kombinace
hydrofobicity, silanolové aktivity, hydrolytické stability a chemické interakce s

analytem.

Obr. 4: UHPLC analyticky systém doplnény o MS/MS typ detekce [9].

Moderni technika UHPLC je charakteristickd tim, ze pracuje za velmi vysokych
tlakii v rozmezi od 400 do 1000 bar, protoze za béznych hodnot tlakd pfi pouziti
sub-2 um c¢astic by dochazelo k poklesu ucinnosti chromatografického procesu a
nebylo by plné vyuzito vyhod téchto ¢astic. Uz od 60. let byla snaha vyvinout praveé
takovou techniku, kterd je schopna generovat vysoké tlaky a zéaroven jim dobie
odolavat. Teprve pfed nékolika lety Desmet a kol. pfi porovnavani Gc¢innosti 4 kolon
S riznymi napliovymi Casticemi jasné prokazali, ze nejlepSich vlastnosti separace je
dosazeno pii pouziti sub-2 um ¢astic za velmi vysokych tlaki (kolem 1000 bar). Prave

téchto poznatkll vyuziva metodika UHPLC.
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2.2.2.1. UHPLC analyzy provadéné za velmi vysokych tlak

V roce 1997 byly provedeny prvni vyznamné separace za tlaka vyssich nez 4100
bar. Analyzy byly provedeny na kapilarnich kolonach o rozmérech 52 cm x 30 um,
které byly plnény neporéznimi Casticemi o praméru 1,5 um. Bylo dosazeno poctu
teoretickych pater v rozmezi od 140 do 190 tisic. Analyza byla provedena béhem 10
minut.

30+

25+

current (nA)

minutes

Obr. 5: UHPLC chromatogram z analyzy nékolika organickych latek pii tlaku 4100 bar

na kapilarni kolon¢ (52 cm x 30 um) plnéné 1,5 pm neporéznimi ¢asticemi [7].

V roce 2003 byla provedena prvni separace za tlaku 7000 bar, kterd probihala na
koloné o rozmérech 43 cm x 30 pum. Byly pouZity neporézni 1,0 pm &astice. Cas

potiebny pro analyzu byl zredukovan na méné nez 4 minuty s poctem teoretickych pater
mezi 190 a 300 000.
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Obr. 6: Chromatograficky zaznam analyzy pfi tlaku 7000 bar [7].
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V pozdé&jsi dobé Lee a kol. provedli UHPLC analyzu na kapilarnich kolonach o
rozmérech 12,5 cm x 29 um plnénych 1,5 pm neporéznimi ¢asticemi. Vyvinuli systém
schopny pracovat za tlakl vyssich nez 3600 bar a separaci benzodiazepinu provedli za
mén¢ nez 60 sekund. UHPLC systém byl navic doplnén o ESI-TOF detekci. Kolony o
ruznych rozmérech (13 — 15 cm X 29 — 100 pum) plnéné 1,5 pm neporéznimi casticemi
byly pouzity pro separace, které trvaly méné nez 100 sekund s G€innosti vV rozmezi od
20 do 30000 teoretickych pater. Jedna se tedy o kolony, které umoznuji vysokou
rychlost analyzy za ponékud nizsi, ale stale dostacujici t¢innosti. Bylo prokéazéano, ze
vysoka teplota snizuje viskozitu mobilni faze, ¢imz se redukuje pokles tlaku a diky
tomuto jevu je mozno pouzit del§i kolony a mensi ¢astice. Téchto vlastnosti vysoké
teploty vyuzil Lee a kol. pfi separaci benzodiazepind. Pfi analyze byla pouzita kapilarni
kolona o rozmérech 14,5 cm x 50 um plnéna 1,0 pm neporéznimi zirkoniovymi
Casticemi, které jsou stabilni za vysokych teplot. Separace byla provedena za méné nez

1,2 minuty pfi teploté 100 °C a tlaku 1480 bar.

25

20

Absorbance (mAU)
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Obr. 7: Chromatograficky zaznam analyzy benzodiazepint pfi teploté 100 °C a tlaku
1480 bar [7].

Dulezitym aspektem pro provedeni uspéSné separace pii vysokém tlaku je
kvalita a stabilita stacionarni faze. V minulosti mohly byt pouzity v UHPLC technice
pouze neporézni Castice, které byly stabilni pfi vysokych tlacich. V pozdé€jsi dobé
Mellors a Jorgenson porovnavali 1,5 um porézni hybridni ¢astice naplnéné v 30 pm
kapilarni koloné od firmy Waters s 1,0 um neporéznimi silikagelovymi casticemi.
Chromatografickd uc¢innost byla hodnocena pii tlacich vysSich nez 4500 bar. Bylo

prokdzéano, ze porézni hybridni Castice jsou stejné stabilni pti vysokych tlacich jako
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Castice neporézni. Tohoto poznatku vyuzila firma Waters a v roce 2004 uvedla na trh
jako prvni novou generaci kolon plnénych 1,7 pm hybridnimi ¢asticemi, které byly
stabilni pfi tlacich vys$Sich nez 1000 bar. Hybridni ¢astice jsou vyrabény tzv. BEH
technologii (bridged ethyl/siloxane silica hybrid technology). Tyto ¢astice jsou
mechanicky a chemicky odolné pfi extrémnich hodnotach tlaku, teploty a pH (1 — 12).
Uzka $ite distribuce velikosti ¢astic prispiva k vy$si u¢innosti kolony. Kolony plnéné
témito ¢asticemi maji delsi zivotnost vzhledem k ménicim se fyzikalnim a chemickym
podminkam a vydrzi 1000 az 4000 nastiik. Nicmén¢ u téchto kolon byly pozorovany i
obCasné problémy, které se tykaly jejich ucpavani. V dusledku toho se
v chromatografickych zdznamech objevovaly rozdvojené piky. Uvazuje se o tom, ze
tyto problémy mohou byt zplisobeny plnicim procesem, kdy jsou do kolony vpravovany
napliiové Castice pod vysokym tlakem ptesahujicim 2000 bar. Jednou z pficin problému

mohou byt i frity s porozitou mensi nez 1 um.

2.2.2.2. Davkovéani vzorkli za vysokych tlakd, moderni UHPLC

instrumentace a jeji vyuZiti

Jednim z nejvice problematickych aspekti v UHPLC technice bylo davkovani
vzorkil za vysokych tlakt. Pii pouziti tzv. ,.static split“ davkovaciho modu bylo sice
dosazeno vysoké chromatografické Uc€innosti za pouziti kapilarnich kolon pfi tlacich
v rozmezi od 2700 do 5000 bar, nicméné se S timto davkovacim modem pojily i jisté
problémy. Prvnim nedostatkem byla nutnost davkovani vysokého objemu vzorku (100
— 1500 pl). Dalsim problémem bylo to, ze davkovaci proces trval 2 az 3 minuty a staval
se nereprodukovatelnym. V neddvné dobé byl testovan novy davkovaci madd, ktery
vyuziva tlaku odolny pist. Tato davkovaci technika je spolehlivéjsi, ale vytvari vEtsi

disperzi vzorku, coz ¢astecné snizuje u¢innost chromatografického systému.

Ve snaze vyhnout se vySe jmenovanym problémlim tykajicich se predevSim
vysokych tlakti v chromatografickém systému, byla vyvinuta nové technika UHPLC,
kterd pracuje za tlak kolem 1000 bar. V roce 2004 uvedla firma Waters jako prvni na
trh Acquity UPLC systém a v pozdéjsi dobé se na trhu objevily i dalsi systémy od
ruznych firem. V dnesni dobé vyzaduji UHPLC separace ne pouze systémy, které jsou

odolné vici vysokym tlakiim, ale i systémy, které jsou schopné pracovat v rychlych a
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ultra-rychlych médech za sniZzenych objema analyti a rozpoustédel. Ve spojeni s t€émito
technikami jsou dnes pouzivany kolony o priméru 1 nebo 2,1 mm, které¢ limituji
zahtivani mobilni faze v dasledku tfeni a umoziuji sniZzeni spotfeby organickych
rozpoustédel. Pro provedeni u¢inné a rychlé separace za pouziti modernich technik
musi byt splnény urcité pozadavky. Ve spojeni s UHPLC metodikou je nutné pouZzivat
takové detektory, které jsou schopné béhem velmi kratkého Casu zaznamenat velky
pocet bodt nutnych K vytvoreni chromatografického piku. Vzhledem k vysoké rychlosti
analyz musi byt injikovani vzorku provadéno rychlymi dévkovacimi cykly. Kazdé
UHPLC zafizeni musi byt vybaveno vysokotlakou binarni pumpou, ktera je schopna
dokonale a reprodukovatelné pracovat za velmi vysokych tlakti az do hodnoty 1000 bar
stejné jako autosampler. Dalsim pozadavkem je pouziti nizkoobjemové detekéni cely

s dlouhou drahou pro svételny paprsek ¢i minimalizovani systémovych objemt.

V dnesni dobé se UHPLC technika vyuziva pro rizné typy analyz. Jednd se
napiiklad o farmaceutickou, environmentalni, potravinovou ¢i forenzni analyzu. Za
vyuziti UHPLC se analyzuji drogy, metabolity a jiné biologicky aktivni latky. Metodika
UHPLC je dnes predevsim diky své vysoké citlivosti pouzivana i v modernich oborech
jako je naptiklad genomika ¢i proteomika. Ve vSech typech analyz jsou vyuzity vyhody
UHPLC metodiky, které se tykaji predevsim vysoké rychlosti a ucinnosti separace
Vv porovnani s konvenéni HPLC technikou. Typicka rychl4 separace za vyuziti UHPLC
techniky byla napiiklad provedena v oblasti forenzni analyzy, kde kratky cas analyzy
hraje dulezitou roli. Jednalo se o analyzu 15 analogli anabolickych steroidli. Separace

byla provedena za 2,5 minuty za pouziti 30 mm kolony plnéné 1,7 pm ¢asticemi.
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Obr. 8: UHPLC chromatogram z analyzy15 analogli anabolickych steroidl pfi tlaku
500 bar [7].
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V posledni dobé se stale vice uplatiuje technika UHPLC i v oblasti
environmentalni a potravinové analyzy. UHPLC — MS/MS metodiky jsou dnes bézné
pouzivany pro analyzu pesticidi. Pred nékolika lety byla naptiklad vyvinuta technika
pro screening 16 riznych pesticidi v détskych potravinach, které jsou vyrobeny ze
zeleniny, ovoce a ceredlii. Metoda je schopna stanovit koncentrace pesticidi od
hodnoty 1 pg/kg. Chromatograficka separace je provedena 2,5 krat rychleji v porovnani
s konven¢ni HPLC technikou. V pozdéjsi dobé byla provedena analyza pesticida
V podzemnich vodéach v koncentraénim rozmezi od 0,11 do 7,8 ng/l za mén¢ nez 5
minut. UHPLC technika se v dne$ni dobé pouziva také pro analyzu kosmetickych

produktti, barviv nebo i vybusnin.

2.2.3. Hmotnostni spektrometrie5

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemickd metoda, kterd vyuziva
elektrickd a magnetickd pole. UrCuje hmotnosti atomti, molekul a molekulovych
fragmentll po jejich prevedeni na ionty. V pfistroji, ktery se nazyva hmotnostni
spektrometr, probiha separace plynnych ionti ve vakuu podle poméru jejich hmotnosti
a naboje. Kazdy pfistroj obsahuje iontovy zdroj, ktery pfevadi neutralni i nabité latky na
ionty v plynné fazi. Hmotnostni analyzator provadi separaci iontll podle poméru m/z a
detektor detekuje vznikajici ionty. MS vypovida o primarni struktufe analyzované
latky, ale neposkytuje informace o sekundéarni ¢i tercialni struktufe proteini. MS
odhaluje posttranslac¢ni a chemické modifikace proteint, napt. fosforylace, glykosylace
¢i oxidace a muze urcit i misto modifikace. Mtze urcit izotopovy pomér prvki ve
vzorku napf. Befe, 3Mgp2g Bo/8o — kvantifikace. Hmotnostni spektrometrie
umoznuje analyzu komplexnich smési, nekovalentnich komplexti ¢i identifikaci
proteinll a pouZiva se téZ ve stopové analyze. Pomoci této techniky se také odhaluji
mutace a sekvenacni chyby na molekule DNA. Nespornymi vyhodami hmotnostni
spektrometrie jsou citlivost, specificita, rychlost, malé mnozstvi davkovaného vzorku a

jednoduchd interpretace dat.

5 Kapitola 2.2.3. byla vypracovana ze zdroju [10], [11], [12], [13], [14], [15], [16], [17], [18], [19], [20].
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V soucasnosti Se hmotnostni spektrometr pouziva predevsim jako velmi citlivy
detektor ve spojeni sruznymi separa¢nimi technikami jako jsou naptiklad
vysokou¢innd  kapalinovd chromatografie, kapilarni elektroforéza, plynova
chromatografie a dnes také UHPLC. UHPLC — MS metodika vynika piedevs$im

vysokou citlivosti a rychlosti analyzy.

Atmosphere Yaeuim

Sysizis)

Data
System

Sample Ionisation Mass

Inlet Method Analyser Detector

Obr. 9: Schéma hmotnostniho spektrometru [10].

Hmotnostni spektrum je grafické znazornéni zavislosti intenzity iontd na jejich
poméru hmotnosti ku ndboji (m/z). Takzvané kontinualni (profilové) spektrum je
zdznamem piimo z detektoru a umoziuje odecist Sitku piku (A). Centroidové spektrum
je spektrum, které je ptfevedeno na sloupcovy graf, kde poloha m/z signalu je odectena

v tézisti piku a intenzita odpovida plose nebo vysce piku (B). Centroidové spektrum je

prehlednéjsi. Spektra jsou vétSinou normalizovana a intenzity (osa y) jsou 0 — 100%.
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Obr. 10: Kontinualni (A) a centroidové (B) hmotnostni spektrum [13].
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2.2.3.1. Piehled konvenc¢nich ioniza¢nich technik

Vzhledem ke skutecnosti, ze Vhmotnostni spektrometrii je provadéna
manipulace s latkami pomoci elektrického nebo magnetického pole, je potieba z
neutralnich molekul vytvofit ionty. Existuje cela fada ioniza¢nich technik, které toto
umoznuji. Rozdéluji se na mékké a tvrdé ionizacni techniky. U mékkych technik je
nizké ioniza¢ni energie a tedy energeticky prebytek dodany molekule je maly. U téchto
technik dochazi k vytvareni pirevazné molekularnich nebo quasimolekularnich ionti.
Vytéznost ionizace a tvorba adukti velmi zavisi na zvolenych podminkach (slozky
mobilni faze, matrice, pH atd.) Mezi konvenéni mé&kké ionizacni techniky patii ESI,
APCI, FAB, SIMS, MALDI, ClI, Fl, FD, TSI aj.(zkratky jsou vysvétleny v seznamu
pouzité literatury). Pfi pouziti tvrdych ionizacnich technik obsahuji spektra ve vétsi
mife fragmenty a tvofi se maximalné molekularni ionty. U téchto technik je dodana
energie vyS$i nez u technik meékkych. Pii zvolené ionizacni energii vznikaji
reprodukovatelna spektra, ze kterych se vytvareji tzv. knihovny, které nasledné

umoznuji snadngj$i identifikaci latek. Mezi konvenéni tvrdé ionizacni techniky patii

piedevsim EL
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Obr. 11: Moznosti uplatnéni ioniza¢nich technik vzhledem K polarité analyzovanych

latek a jejich molekulové hmotnosti [17].
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Technika ESI (electrospray ionization) je jednou z nejvice vyuzivanych
ionizacnich technik ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Jednd se o mékkou
ioniza¢ni techniku v kapalné fazi za atmosférického tlaku. V ionizacni technice ESI
dochazi ke sprejovani vzorku rozpusSténého v kapalné fazi kapilarou, na kterou je
vlozeno vysoké napéti (kV). Postupnymi coulombickymi explozemi a odparovanim
rozpoustédla vznikaji nabité kapky a dochézi k desorpci iontt. ESI umoziiuje ionizaci
semipolarnich a polarnich analytd v Siroké Skéle molekulovych hmotnosti. Vyzaduje
alespon castecné polarni rozpoustédla jako donory protont. UmozZiuje analyzy
relativné velkych molekul (kDa) i pfi pouziti analyzatoru s omezenym rozsahem

hmotnosti.
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Obr. 12: Schéma ioniza¢ni techniky ESI [10].

V méekké ioniza¢ni technice APCI (chemicka ionizace za atmosférického tlaku)
je vzorek pifiveden do vyhtivané ¢asti iontového zdroje (300-600 °C), kde je odpaien
spole¢né s rozpoustédlem. Ionizace probihda diky koronovému vyboji, ktery vznika
pomoci jehly, na kterou je vloZeno vysoké napéti. Ionizace analytu probiha
prostrednictvim ionizace nosného plynu, slozek mobilni faze a nasledné analytu. Jedna
se 0 vyse energetickou ionizaci oproti elektrospreji, kde ziskana spektra obsahuji vice
fragmentd. APCI umozfiuje ionizaci nepolarnich latek v méné polarnich

rozpoustédlech.

FAB (ionizace urychlenymi atomy) je mekka ionizacni technika, kde je vzorek
nanesen spole¢n¢ s matrici (glycerin, thioglycerin, 2-nitrobenzylalkohol, triethylamin,..)

na vzorkovaci teré¢ik. Vzorek je ionizovan proudem urychlenych atomt Xe nebo Ar, v
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iontovém zdroji vznikaji xenonové ionty, které jsou urychleny a sraZkami s neutralnimi
molekulami Xe jim predaji kinetickou energii. P¥i pouziti ionti Cs* misto neutralnich

Xe (Ar) se technika nazyva ionizace urychlenymi ionty FIB.

Tvrda ionizaéni technika El (elektronova ionizace) piedstavuje ionizaci svazkem
elektrond emitovanych z wolframového nebo rheniového vlakna. Pouziva se ionizacni
energie 5-100eV. Je to ionizacni technika, ktera je velmi ¢asto vyuzivana ve spojeni S
plynovou chromatografii. EI se pouziva predevsim pro zjisténi strukturnich informaci o

malych molekuléch.

V m¢kké ionizaéni technice Cl (chemicka ionizace) je vzorek ionizovan ionty
reakéniho plynu, které jsou vytvoteny ionizaci EI v iontovém zdroji. Jako reakéni plyn
se pouziva methan, propan, dusik, methanol, acetonitril nebo amoniak. Diky relativné
vysoké energii ionti reakéniho plynu se mohou ve spektru nachazet i fragmentové

ionty. Citlivost a miru fragmentace 1ze vyrazné ovlivnit volbou podminek.

Ionizace laserem za ucasti matrice MALDI je mé&kkd ionizacni technika, kde
jsou latky nanaseny spole¢né s matrici na ter¢ik. Zde dochazi ke kokrystalizaci analytu
a matrice. Jako matrice je volena latka, ktera absorbuje energii laseru a nasledné
ionizuje analyt. Jedna se naptiklad o kyselinu a-hydroxyskoficovou ¢i o kyselinu
sinapovou. MALDI technika umoziuje ionizovat latky velkého rozsahu molekulovych

hmotnosti, a proto umoziuje analyzovat i velké molekuly proteini.

MALDT Laser
desticka

AH*

20 k Ground Variable
Grid Grid

Obr. 13: Schéma techniky MALDI [10].
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lonizace termosprejem TSI byla prvni ioniza¢ni technika specialné navrzena pro
spojeni HPLC/MS a dnes je piekonana technikou ESI. Je to Setrna ionizacni technika.
Molekuly analytu rozpusténé ve vhodném rozpoustédle se ptivadi kovovou kapilarou
do iontového zdroje. Na konci je kapildra vyhifivana v termostatovaném médéném
bloku na teplotu 150 — 300°C, ¢imz dojde k Casteénému odpaieni rozpoustédla jiz v
kapiléfe a tim ke vzniku nadzvukového proudu par ¢astecné odpaieného rozpoustédla a
zbylych malych kapi¢ek obsahujicich analyzované molekuly. Vzniklé malé kapicky
nesou na svém povrchu naboj, jehoz povrchova hustota postupné vzrista s dalSim
odpafovanim rozpous$tédla z povrchu kapicek. Jakmile hustota povrchového naboje
doséhne wurcité kritické hodnoty, dojde k tzv. Coulombické explozi. Proces
Coulombickych explozi a odpafovani rozpoustédla z povrchu kapicek se opakuje tak
dlouho, az je kapicka dostatecné malad a mlze dojit k uvolnéni (desorpci) protonované

¢i deprotonované molekuly z jejiho povrchu.

Pti ionizaci polem FI musi byt analyzované molekuly pied ionizaci v plynné
fazi. V iontovém zdroji je anoda (emitor) tenky dratek nebo bfit z wolframu. Vysokym
vlozenym napétim (5-20 kV) se na Spicce €i biitu vytvoii velice vysoky potencidlovy
gradient, ktery umozni protunelovani nejméné vazaného elektronu pry¢ z molekuly a
jeho zachytu na anodé¢. Dnes se tato technika nevyuziva vzhledem k malé citlivosti,
tvorbé elektrickych obloukl a kiehkosti anody a je pfekonana novéjSimi ioniza¢nimi

technikami (MALDI, APCI, atd.).

Desorpce polem FD je technika analogicka k FI, ale analyzované molekuly jsou
naadsorbovany na povrchu emitoru, nikoliv v plynné fazi. Emitor je dratek s
elektrochemicky vylou¢enym uhlikem, na ktery je nanesen vzorek v roztoku a odpaten.
Poté je emitor se vzorkem zanesen do zdroje a vysokym potencialovym spadem je

vytrzen elektron. Jedna se o Setrnou ionizacni techniku.
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2.2.3.2. Piehled novéjSich ionizaénich technik

Nov¢jsi ionizacni techniky pouzivané v oblasti MS dovoluji provadéni piimych
analyz raznych typa vzorkl za béznych laboratornich podminek. Tyto techniky jsou
typické tim, Ze vyzaduji minimalni nebo zadnou upravu vzorkl pted vlastni MS
analyzou a umoziuji tak zjednoduSeni prace se vzorky. Od roku 2004, kdy byla
predstavena technika DESI (desorption electrospray ionization) a od roku 2005, kdy
byla zavedena metodika DART (direct analysis in real time), zacal vyznamny rozvoj
téchto 1 dalSich novych ionizacnich technik. VSechny nové ioniza¢ni techniky v
podstaté umoznuji analyzovat vzorky piimo v jejich plivodnim stavu a neni nutné pro
ionizaci pouzivat vakuové prostfedi Vv iontovém zdroji. Nové ionizacni techniky se
rozd€luji na dvé zékladni skupiny podle toho, jakd ptivodni technika hraje klicovou
ulohu v celkové ionizaci vzorku. Prvni skupina zahrnuje techniky, které souviseji
s konvencni technikou ESI. Jednd se o tyto techniky: DESI, DESSI, SSP, ELDI,
MALDESI, LAESI aj. Do druhé skupiny se fadi techniky souvisejici s metodikou
APCI. Jsou to nasledujici techniky: DAPCI, ASAP, DART, DBDI, HAPGDI, PADI

aj.(vysvétleni zkratek viz. nasledujici tabulka).

r

Technique Acronym Date
Desorption Electrospray lonization DESI 2004
Surface Sampling Probe S5P 2004
Direct Analysis in Real Time DART 2005
| Ambient Solid Analysis Probe ASAP 2005
Electrospray Laser Desorption/lonization  ELDI 2005
Fused Droplet Electrospray lonization FD-ES! 2005
Desorption Atmospheric DAPCI 2005
Pressure Chemical lonization
MALDI Assisted Electrospray lonization  MALDESI 2006
Extractive Electrospray lonization EESI 2006
Desorption Sonic Spray lonization DeSSI 2006
Plasma-Assisted Desorption/lonization PADI 2007
Dielectric Discharge Barrier lonization DBDI 2007
Helium Atmospheric Pressure HAPGDI 2007
Glow Discharge lonization
Neutral Desorption Extractive ND-EESI 2007
Electrospray lonization
Laser Ablation Electrospray lonization LAESI 2007
Atmospheric Pressure Thermal APTDI 2007
Desorption lonization
Desorption Atmospheric DAPPI 2007
Pressure Photo lonization

Tab. 3: Prehled novych ioniza¢nich technik [16].
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Jednou z novych zakladnich ioniza¢nich technik je technika DESI (desorpéni
ionizace elektrosprejem). Jednd se o techniku souvisejici s metodikou ESI a rozdilem
oproti konvencni ESI technice je napfiklad to, ze kapilérou je pfivadéno, zmlzovano a
ionizovano pouze rozpous$tédlo. Vzorek je umistén ptred Spickou DESI sondy pod
vhodnym thlem ke sprejovaci kapilare a vstupu do MS. Vyhodou je to, ze lze pouzit
vzorek bez jakékoliv upravy. Naptiklad lze analyzovat kus rostlinné (napf. list ¢i jinou
Cast rostliny) nebo zivociSné tkané (napt. cast kuze clovéka nebo vyfezy orgdni
pokusnych zvitat). Typickymi aplikacemi DESI techniky jsou rychlé monitorovani
vybusnin, drog, sledovani biologickych markert ¢i prostorové zobrazeni vybranych

iontl (tzv. MS imaging).

Obr. 14: Schéma DESI techniky [15].

Ionizaéni techniky ELDI a LAESI kombinuji laserovou desorpci s konvencni
technikou ESI. Technika MALDESI vyzaduje pfidani matrice ke vzorku pfed vlastni
analyzou. V technice ELDI a MALDESI je vyuzivan UV laser k desorpci analytu
Z povrchu vzorku, zatimco v technice LAESI je pouZit IR laser. Tyto techniky umoZzuji
produkovat spektra, kterd jsou podobnd ESI technice. V prvnim kroku je pouzit laser
k produkci iontit a volnych neutralnich pevnych ¢astic z povrchu vzorku diky procesu
zvaném ,.energy-sudden activation. V druhém kroku je heterogenni shluk Ccastic
zachycen elektrosprejem. Neutrdlni molekuly a castice, které jsou dominantni frakci
desorbovaného shluku, jsou pohlceny nabitymi kapénkami stejné tak, jak se tomu déje 1

v technikach EESI a FD-ESI.
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Jednou z novych technik souvisejicich s konvenéni APCI je technika DART
(pfima analyza v redlném case). Je to technika podobna DESI, kterou lze vyuzit
k analyze pevného, kapalného ¢i plynného vzorku bez jakékoliv tpravy. DART
technika ma podobné aplikace jako DESI. Principem techniky DART je to, Ze reakcni
plyn helium nebo dusik jsou excitovany vybojem za vzniku metastabilnich iontl a
castic. lonty jsou zachyceny na protielektrod¢ a s analytem interaguji pouze excitované
&astice reakéniho plynu helia podle nasledujici rovnice: He* + M = M*- + He + e, ktera
vyjadiuje mechanismus tzv. Penningovy ionizace. Kromé Penningovy ionizace dochazi
k dalsim ion-molekuldrnim interakcim za vzniku obvyklych iontd se sudym poctem

elektronu.
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Obr. 15: Schéma techniky DART [15].

V technikach PADI, HAPGDI, DAPCI, DBDI a ASAP jsou formovany
neutralni metastabilni Castice pomoci elektrického vyboje v plynu. Tyto ¢astice reaguji
s molekulami vody a vzduchu a vznikaji tak reaktivni ionty. V technice DAPPI vznikaji
primarni metastabilni Castice v disledku fotoionizace. Elektricky vyboj mize mit
podobu koronového vyboje, jako je tomu v technikach DART, DAPCI a ASAP nebo
podobu doutnavého vyboje v technikdch HAPGDI a PADI ¢i podobu dielektrického
bariérového vyboje v technice DBDI. Koronové vyboje jsou vytvareny aplikaci
stejnosmérnych napéti na elektricky vodivé jehly. V technikach HAPGDI a PADI jsou
stabilni doutnavé vyboje generovany za atmosférického tlaku pomoci aplikace
stejnosmérnych nebo stfidavych proudi vkladanych na elektrody, které jsou umistény v
kontinualnim proudu plynu, nejcastéji hélia. V technice DBDI je aplikovano stfidavé

napéti mezi dvé elektrody, které jsou od sebe navzdjem oddéleny dielektrickou vrstvou.
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2.2.3.3. Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi k rozdéleni iontd podle jejich poméru m/z.
Kvalitu rozdéleni iontli vyjadiuje rozliSovaci schopnost. Hmotnostni analyzator je vzdy
umistén za iontovym zdrojem a pied detektorem. Separace iontli podle poméru m/z lze
naptiklad dosahnout zakfivenim drahy letu iontl v magnetickém nebo elektrickém poli
(magnetické analyzatory). Kvadrupdly a iontové pasti pracuji na principu rizné
stability oscilaci iontd v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného a
vysokofrekvenc¢niho stiidavého napéti. Analyzatory doby letu (TOF) vyuzivaji riiznou
dobu letu iontd v oblasti bez pole. Iontova cyklotronova rezonance (ICR) pracuje na
principu riizné absorpce energie pfi cykloiddlnim pohybu ionti v kombinovaném

magnetickém a elektrickém poli.

Magneticky analyzator s jednoduchou fokusaci iontd ve svém principu
vyuziva toho, ze pii prichodu magnetickym polem dojde k vétSimu zaktiveni drahy
iontl s niz§i hodnotou m/z. Drahy téz§ich iontl se tolik nezakiivi kvili vétsi odstiedivé
sile téz§iho iontu. Kladné ionty s uréitou hodnotou m/z urychlené zapornym
potencidlem V vstupuji do magnetického pole s magnetickou indukei B, ¢imz dojde k
zakiiveni pohybu iontii na trajektorii o poloméru r. Pti vstupu do magnetického pole
ionty maji kinetickou energii Ex odpovidajici z.V ziskanou v urychlujicim elektrickém

poli bez ohledu na hodnotu m, takze plati:
Ek =2V =12 m.V,

kde v je rychlost urychleného iontu. V magnetickém poli pusobi na ion dostiediva sila

B.z.v, ktera musi byt v rovnovaze s odstfedivou silou m.v?/ r, takze plati:
B.zv =m.vir
Z vyse uvedeného vztahu lze odvodit tzv. rovnici pro magneticky analyzator:

m/z = B2 r?/ 2.V
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Magneticky analyzator s dvoji fokusaci ionti vyuzivd mimo magnetické
fokusace jesSté elektrostatickou fokusaci iontl, ¢imz dojde k vyraznému zvyseni
maximalni rozliSovaci schopnosti z jednotek na desitky tisic. Jestlize do elektrického
pole v analyzatoru vstoupi ionty s riznou Ex a m/z, dojde k zakiiveni jejich drahy v

zavislosti na jejich Ex bez ohledu na hodnotu m/z.

Kvadrupdlovy analyzator je tvofen Ctyfmi stejnymi kovovymi tyCemi
kruhového prifezu délky 20 - 30 cm. Na dvé protilehlé tyCe je vlozeno kladné
stejnosmérné napéti a na zbyvajici dvé zaporné stejnosmérné napéti. Na vSechny je
superponovano vysokofrekvencni stiidavé napéti. Kvadrupol je velmi jednoduchy a
relativné levny hmotnostni analyzator, ktery se velice rozsitil zejména u tzv. stolnich
(“bench-top”) hmotnostnich spektrometri pro spojeni se separacnimi technikami
(GC/MS, HPLC/MS). U kvadrupdlového analyzatoru je ion pfiveden do stiedu osy
kvadrupdlu a =zacne oscilovat. V dany casovy okamzik pfi uritém poméru
stejnosmérného napéti U a amplitudy V jsou oscilace stabilni pouze pro ion s urcitou
hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se na detektor. VSechny ostatni
ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrup6lu a plynulou zménou (skenovanim) hodnot
stejnosmérného napéti U a amplitudy V (jejich pomér zistava konstantni) jsou postupné

propustény na detektor vSechny ionty (jedna se vlastné o hmotnostni filtr).

_
vsechny nerezonujici iont
v rzzonnnca

— e —

z iontoviho + do detektoru

zdroje
——

Obr. 16: Schéma kvadrupolového analyzatoru [19].

Trojity kvadrupélovy analyzator je sestaven ze 3 jednotlivych kvadrupdli
fazenych za sebou, pficemz prostiedni z nich (g2) slouzi jako kolizni cela. Zavedeni

kolizniho plynu do q2 zplsobi kolizni aktivaci iontl vybranych kvadrupdlovym
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analyzatorem Q1 s koliznim plynem a jejich néaslednou fragmentaci. Mize dochazet k
opakovanym koliznim aktivacim diky opakovanym srazkam iontt (jak prekurzoru, tak i
produktového iontu) a kolizniho plynu. Trojity kvadrupol se pouziva v MS/MS
analyzach. Pro méfeni MS? by bylo nutné spojit 5 kvadrupdli za sebou QqQqQ, coz se

prakticky nepouziva. Pro MS" do vyssiho stupné neZ MS? je vyhodnéjsi iontova past

nebo iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR).

— . — . ] -
RF ‘
Fokusace Q1 _E.';f' Q3 Detekton
fonti Kolizni cela

Obr. 17: Schéma trojitého kvadrupdlu [19].

Tontova past (lon Trap) je typ hmotnostniho analyzatoru, kde jsou ionty pulzné
privadény do pasti, kde jsou zachyceny, a potom jsou postupné vypuzovany na detektor
podle jejich m/z. Jedna se v podstaté o trojrozmérny kvadrupo6l. Tontova past je sloZzena
ze 2 koncovych elektrod a jedné kruhové elektrody. Iontova past mize byt linedrni
nebo sféricka. Mnozstvi iontli davkovanych do pasti musi byt regulovano, protoze
Vv piipadé pteplnéni pasti mize dojit ke vzniku tzv. prostorového naboje, coz se projevi
hor§im rozliSenim a citlivosti. Rozdil mezi izotopickymi piky bude mirn€ nizSi nez 1 a
v meznim pfipadé miZe nastat posun m/z k vy$§im hodnotdm. Prostorovy néboj

zpusobi ovlivnéni harmonického pohybu a rezonance iontti kazdé hodnoty m/z.

40



" % ——{ring electrode
I

'
Y /
P erdcee.
1

autxi_l:ary dipalar amplitude

\

pnmaty RF arnplitude

Obr. 18: Schéma iontové pasti [17].

U analyzatoru doby letu (TOF) se ionty s mensi hodnotou m/z o stejné
kinetické energii pohybuji rychleji v oblasti bez pole, takze se rychleji dostanou na
detektor. Jedna se o typicky pulzni hmotnostni analyzator, protoze nejdiive jsou velmi
kratkym pulzem ionty urychleny na vstupu do analyzatorové trubice, a potom se piesné
m¢éfti Cas (fadoveé ns — ms), za ktery ionty ,,dolétnou” k detektoru, podle ¢ehoz se urci
jejich m/z. Skenovani je velice rychlé a hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky omezen.
Casto se vyuziva tandemové spojeni dvou analyzatori doby letu (TOF-TOF). Pii
ionizaci ziskaji ionty pfiblizn€ stejnou energii a jsou urychleny elektrickym

potencialem V, takze plati:
Ex=12mv* =2V
Doba drahy letu iontu t je vyjadiena rovnici: t = l/v, kde | je délka analyzatorové
trubice (= draha letu) a v je rychlost iontu. Resenim rovnic ziskdme vztah pro vypocet
m/z:
miz = 2.V.t/1?
RozliSeni linearniho TOF analyzatoru neni pfili§ vysoké (1000 — 3000), ale pouzitim

analyzatoru doby letu s reflektronem lze zvysit rozliSovaci schopnost az na 15 —

25 000. Vzhledem k tomu, Ze pii ionizaci ziskaji ionty kinetickou energii s urcitou
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distribuci, coz vede k rozsiteni jejich pika a tim i ke zhorSeni rozliSovaci schopnosti, je
pouzit reflektron neboli tzv. iontové zrcadlo, které slouzi k vyrovnani raznych
kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z a tim dojde ke zvySeni

rozliSovaci schopnosti.

Orbitrap je nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru, ktery byl popsan ruskym
fyzikem Makarovem v roce 2005. Frekvence iontl jsou zde uréeny pomoci Fourierovy
transformace. Pro funkci analyzatoru je nutné ultravysoké vakuum. Analyzétor
dosahuje vysoké piesnosti uréeni hmoty (< 1 ppm s interni kalibraci) a vysokého

rozliseni (>100 000).

‘ -

\m/z
VAY

Obr. 19: Orbitrap — schéma [18].

Parametry Iontové cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci (FT-
ICR) vybocuji z ramce vSech ostatnich analyzatori diky vysoké cenég, rozliSeni a
ultravysokému vakuu. Vznik iontd, MS i MS" analyza mtize byt provedena ve stejném
misté nebo s pfivedenim z externiho zdroje. VSechny ionty jsou detekovany zaroven.
Piivodni polomér drahy iontl v cyklotronu je velmi maly (0.01 - 0.1 mm) a neni fazové
koherentni. Excitaci se polomér drahy zvysi na zhruba 1 cm, coz je polomér, ktery je
pouzitelny pro méfeni. V cyklotronu se nachazi silné magnetické pole B v rozsahu 1-12
Tesla, nejbéznéji 7 Tesla. Jestlize se ion dostane do silného magnetického pole (7
Tesla), zane se pohybovat po cykloidalni trajektorii s cyklotronovou frekvenci
®: = Bz / m. Rychly sken (cca 1 ms) pres velky rozsah frekvenci zptsobi simultanni
excitaci vSech iontl v cyklotronu vysokofrekven¢ni energii. Excitace IR paprskem nebo

zachytem elektrond mize slouzit k disociaci. Kazd4 hodnota m/z mé charakteristickou
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cyklotronovou frekvenci a Fourierovou transformaci se pfepoctou tyto frekvence do

Skaly m/z , ¢imz se ziska hmotnostni spektrum.

Cipllector plate

Raceiver plate Eﬂ-l —

lon beam

e
Transmibier

plate
O J-?/ +4—o
Varag plaie
L7 Grid

* \ Vg
:"'- Pulsad elactron bagm

Filameant

Obr. 20: FT-ICR schéma [18].

V dnesni dobé se hodné vyuzivaji takzvané hybridni hmotnostni analyzatory,
které kombinuji rizné principy jednotlivych hmotnostnich analyzatort. Jednd se
napiiklad o tyto typy analyzatort: Q-TOF, Q-trap, trap-TOF nebo trap-ICR. Nasledujici
tabulka uvadi pro nazornost pichledné porovnani hmotnostnich analyzatori v oblasti

rozliSovaci schopnosti, rozsahu m/z, rychlosti skenu a potfizovaci ceny.

ANALYZATOR RP ROZSAH RYCHLOST CENA
(FWHM) M/Z SKENU [mil. Ké]
Magnetosektorovy 108 104 nizka 10-15
Kvadrupolovy — pfimy 108 103 stfedni 2-4
Kvadrupolovy — past 103 104 vysoka 3-6
Priletovy 104 103 (108) velmi vysoka 6-8
lontovy rez. cyklotron 108 108 vysoka 30

Tab. 4: Ramcové porovnani hmotnostnich analyzatora [19].
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2.2.3.4. Detektory v hmotnostni spektrometrii

Detektory v hmotnostni spektrometrii se déli do dvou skupin. Detektory pro
pirima méreni deteguji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem stanovovanych
iontd. Jsou casto pouzivané pro urceni presného izotopového zastoupeni prvki
naptiklad pii zjiStovani stafi hornin. Nasobi¢ové detektory vyuzivaji efekt nasobeni
elektronti uvolnénych z prvni konverzni dynody po dopadu iontd. Tyto detektory jsou
schopny poskytnout méfitelny signal pro jednotlivé ionty a jednd se o nejcastéji

pouzivany typ detektori v hmotnostni spektrometrii.

Nasobi¢ elektroni s diskrétnim dynodovym polem je typ detektoru, ktery se
sklada ze série kovovych elektricky propojenych dynod. Po vlozZeni napéti mezi prvni a
posledni dynodu mohou byt elektrony postupné urychlovany k néasledujicim dynoddm,
a poté jsou zachyceny kolektorem. Po dopadu iontu jsou z materidlu prvni konverzni
dynody vyrazeny elektrony, jejichz pocet se dopadem na dal$i dynody nasobi. Tyto
detektory jsou Gasto konstruovany i jako dvacetistupiiové a dosahuji hodnot zesileni 10

az 108,

Nasobi¢ elektroni s kontinualni dynodou je tvofen zakfivenou trubici
Z olovnatého skla s vysokym elektrickym odporem. Trubice je na vnitini stran¢ pokryta
vrstvickou oxidu berylnatého nebo hlinitého a pfi usti a na jejim konci jsou kontakty
pfipojeny ke zdroji vysokého napéti. Po dopadu iontu jsou z materidlu trubice vyraZeny
elektrony, které jsou elektrickym polem urychlovany smérem ke kolektoru. Opakované
narazy elektrond na sténu trubice zplsobuji emisi dalSich elektrond a tak jejich pocet
roste geometrickou fadou. Uginnost tohoto typu detektoru je srovnatelna s vyse

uvedenym typem, ale jeho Zivotnost a citlivost k iontim s vy$$i hmotnosti je nizsi.

U Scintila¢niho fotonasobicového detektoru jsou dopadajici ionty nejprve na
scintilaénim stinitku konvertovdny na fotony, které jsou ndsledné detegovany
konvenénim fotonasobicem. Tenky film kovu na povrchu scintila¢niho stinitka
zabranuje rastu povrchového naboje, ktery by branil volnému dopadu iontt. Hlavni
vyhodou scintila¢niho fotonasobicového detektoru je moznost jeho umisténi mimo

oblast vysokého vakua.
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2.3. Vyhledavani informaci v internetovych databazich
o UHPLC analyzach ruaznych skupin latek

Metodika UHPLC se v dnesni dobé stale vice rozviji a uplatiiuje v ruznych
typech analyz. Diky tomuto trendu je mozné Cerpat stale vySsi pocet riznych informaci
o této problematice z riznych zdrojii. Jednou z mnoha moznosti, jak ziskat vérohodné a
aktualni informace, je vyuziti internetovych databazi. Vyhodou internetovych databazi
je mimo vyse uvedené i jejich dostupnost, prehlednost a vysoky pocet relevantnich
odbornych ¢lankti v nich obsazenych. V naprosté vétSiné se jedna o celosvétove

uznavané databaze védeckych spole¢nosti, vysokych skol ¢i odbornych pracovist.

Pro vyhledavani odbornych ¢lanku, které pojednavaji o problematice UHPLC
analyz raznych skupin latek, byly vyuzity dvé internetové databaze. Jedna se o databaze
ScienceDirect a Web of Science. ScienceDirect lze vyuzit pro pfistup ke ¢lankim
z nakladatelstvi Elsevier. Databdze Web of Science zahrnuje obrovské mnozstvi
odbornych ¢lankti z riznych nakladatelstvi a je casteCné propojena 1 se
ScienceDirectem. Pro vyhledavani byly vyuzity pravé tyto dvé databaze, predevsim

kvuli jejich prehlednosti a velkému mnozstvi ¢lankt tykajicich se dané problematiky.

V databazi ScienceDirect bylo nalezeno celkem 104 ¢lanku, které se tykaly
UHPLC analyz ruznych skupin latek. Z nize uvedeného grafického piehledu je patrné,
7e od roku 2005 se pocet ¢lankl nepietrzité zvysuje az do soucasnosti. Clanky vydané
Vv roce 2005 byly pouze 4 a tykaly se napf. analyzy antibiotik ¢i pesticidu (viz. obr. 21).
V roce 2006 se pocet publikovanych clankid zvysil na 13 a nejvice z nich (4) feSily
problematiku analyzy drog v biologickém materidlu. V roce 2007 stoupl pocet ¢lankt
na 31 a nejvice z nich (7) se tykalo analyzy drog, steroidnich hormont (4) ¢i pesticid
(3). V grafu je uvedena cela fada dalsich skupin latek, o kterych bylo pojednano
v riznych poctech ¢lankti vydanych v roce 2007. Do 10. listopadu roku 2008 bylo
k dispozici na databazi ScienceDirect 56 ¢lankti o UHPLC analyzach rtiznych skupin
latek. Hlavnimi skupinami analyzovanych latek byly opét drogy (7 Clanki), pesticidy,
antibiotika, flavonoidy (po 5 ¢lancich) a steroidni hormony (3). Mezi ostatni skupiny
latek 1ze tadit napt. fenolické kyseliny, fosfolipidy, mikrocystiny, neurotransmitery,

glykosidy, polyfenoly atd.

45



”

”

ania

skupin analyzovanych latek

r w

Rozdéleni ¢lanku vyhledanych v databazi Science Direct podie let vyd

S S S S [N.LY1SO

| WiL3aviaLNy

B VIONYLYTId0ZVA
B VIDNVINOVONLINY
M| ANINOdVS

B WiLLIDWNY

B] ANIXOLOAW
ANLLYLS
VAIZNALYIAAHLLNY
AQIOTYTY

2008

AQIONOAV 1S
WILLOIFLINY
AQIDLLS3d
ADOYA

46

roky

_ INLV.LSO
] ANIXOLOMAW

] WIINIWYLSIHLINY
0 WMLLOHDASALINY
[ AdoLwO19-¢
ANINOdY'S
WILLOIFLINY

_|_| AQIOLLS3d
[ ANOWJOH

[ CINQIO¥ELS
[ AD0ud

2007

t INLV1SO

M| AQIONOAY
B WiLLOIELINY
m| AwoLyioTe-d
m AaDLsad

AD0ud

2006

WALLOIGLINY
WALLIIDTVNY

2005

WAINIWVLSIHLINY

Obr. 21: Graficky ptehled ¢lankt vyhledanych v databazi ScienceDirect podle let vydani a skupin analyzovanych latkek.

(.
]
] AQIOILS3d
C
o

0864208642
N ~ = = —

puepR 190d




Databaze Web of Science obsahovala celkem 251 odbornych ¢lankit o UHPLC
analyzach raznych skupin latek, coz je vice nez dvojnasobek v porovnani s databazi
ScienceDirect. Velka ¢ast clankti byla vSak publikovana ve form¢ abstraktii nebo byla
shodna s ¢lanky, které byly nalezeny na ScienceDirectu. Nize uvedeny graficky prehled
ukazuje, Ze prvni ¢lanky o dané problematice byly v databazi publikovany uz v roce
2004. Jednd se o 3 clanky pojednédvajici o analyze metaboliti a biomarkert.
V pozdgjsich letech je podle grafu patrny strmy narast poétu ¢lanka zahrnutych do této
databaze. V roce 2005 obsahovala databaze Web of Science 8 odbornych ¢lanka, které
se nejcastéji zabyvaly problematikou analyzy drog a metaboliti v biologickém
materialu. Jeden clanek se tykal i analyzy pesticidi. V roce 2006 bylo publikovéano
celkem 43 ¢lankd. Opét se jich nejvice zabyvalo analyzou navykovych latek
Vv biologickém materidlu (6). Dal$i pojednavaly napt. o metabolitech (5), aminech (5),
steroidnich hormonech (4) nebo pesticidech (3). Prakticky vzdy se jednalo o analyzy
téchto a jinych latek v télnich tekutinach nebo v ptipadé pesticidi v potravindch a
odpadnich vodach. V roce 2007 obsahovala databaze Web of Science celkem 85 ¢lanki
o UHPLC analyzach. Nejvice se jich vénovalo problematice drog (13) a pesticida (8).
Dalsi casto analyzované latky byly steroidni hormony, antibiotika, flavonoidy,
biomarkery, atd. Mezi ostatni méné Casto analyzované skupiny latek patii napf.
glykosidy, vitaminy nebo neurotoxiny. Do 10. listopadu roku 2008 bylo publikovano na
databazi Web of Science celkem 112 ¢lanki, coz je dvojnasobek jejich poctu
V porovnani s databazi ScienceDirect. Nejvice se jich tykalo analyzy toxinl (13), drog
(12), pesticiddl (10) a steroidnich hormonii (10) v té€lnich tekutinach a v potravinach.
Mezi ostatnimi analyzovanymi skupinami latek jsou napf. ceramidy, fenolické kyseliny,

glykosidy, alkaloidy, neurotransmitery, kumariny, atd.

Nejcastéji byly latky analyzovany v biologickém materidlu jako jsou napf. télni
tekutiny nebo ¢asti rostlin. Analyzy pesticidll a jinych latek byly nejcastéji provadény
v odpadnich vodach a v potravinach. Z uvedenych grafickych piehledi je patrné, ze se
v poslednich letech vénuje stidle vice pozornosti analyze pesticidi a jinych
kontaminujicich latek (farmaka) v rtznych typech materialu jako jsou napiiklad
potraviny ¢i material majici vztah k zivotnimu prosttedi. Vzhledem k tomuto novému
trendu v oblasti vyuziti UHPLC budou této problematice veénovany nasledujici

kapitoly.
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2.4. Aplikace UHPLC metodiky sraznymi typy
detekce Vv oblasti environmentilni a potravinové
analyzy

Pro lepsi prehlednost a srozumitelnost budou v nasledujicich kapitolach uvedeny
tabulkové prehledy, které se zabyvaji riznymi aplikacemi metodiky UHPLC v oblasti
environmentalni a potravinové analyzy. Pro tvorbu vSech uvedenych tabulek byly
pouzity dostupné odborné ¢lanky, které byly publikovany Vv internetovych databazich
ScienceDirect a Web of Science. Nasledujici tabulkovy piehled je rozdélen na cast
environmentalni analyzy a na ¢ast druhou, tykajici se analyzy potravinové. Z kazdého
odborného ¢lanku byly do tabulkového piehledu vybrany nésledujici informace: 1. jaka
latka ¢i skupina latek byly analyzovany, 2. v jakém typu materidlu, 3. ktery typ kolony
a stacionarni faze byl pouzit pro analyzu, 4. jaké slozeni méla mobilni faze, 5. jaky typ
detekce byl vyuzit ve spojeni s UHPLC metodikou. V nékterych ptipadech poskytovala
databaze Web of Science pouze abstrakty danych ¢lankd, coZ je v tabulkovém piehledu

znazornéno. U vSech informaci z jednotlivych ¢lanki jsou uvedeny citace.

Z nize uvedeného piehledu je patrné, Ze v oblasti environmentalni analyzy bylo
studovano velké mnoZstvi rliznych latek, napiiklad 1é¢iv ¢i pesticidli. NejCast&jsim
typem materidlu, ve kterém byly analyzy provadény, byly odpadni, povrchové a
podzemni vody. V oblasti potravinové analyzy byla opét prostudovana celd fada
riznych typa latek, naptiklad pesticidi, mykotoxint, fenolickych kyselin ¢i antibiotik.
Analyzy byly provadény v nejriznéj$ich matricich. Jedna se napiiklad o ovoce,
zeleninu a rizné produkty z nich, cereélie, maso, mléko, rizné napoje ¢i krmivo pro
zvitata. V obou typech analyz byla nejCastéji pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18,
1,7 um. Nejvice vyuZivanym typem detekce byla hmotnostni spektrometrie. Nejcastéji
pouzita ioniza¢ni technika byla ionizace elektrosprejem. Kvadrupélové a priletové

hmotnostni analyzatory byly vyuzity v MS analyzach nejcastéji.
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2.4.1. Priklady aplikaci metodiky UHPLC s riznymi typy detekce v oblasti environmentalni analyzy

LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
analgetika voda/octan amonny/
statiny Acquity UPLC BEH C18 /Kys. octova
odpadni vody Q-TOF-MS [21]
psychofarmaka 50 x 2,1'mm, 1,7um
acetonitril/methanol
antineoplastika, atd.
kanabinoidy odpadni vody Acquity UPLC BEH C18 methanol/octan amonny
MS-MS 22
opiaty povrchové vody 100 x 2,1mm, 1,7um /kys. mravenci [22]
antiepileptika
B-blokatory Acquity UPLC BEH C18 voda/methanol/
povrchové vody ESI-MS-MS [23]
bronchodilatancia 100 x 1mm, 1,7um /acetonitril
analgetika, atd.
Acquity UPLC BEH C18 voda/octan amonny/
lipofilni toxiny mofrsti korysi MS-MS [24]
100 x 2,1mm, 1,7um /acetonitril/kys. mravenc¢i
B-blokatory odpadni vody Acquity UPLC BEH C18 voda/octan amonny/
_ _ ESI-MS [25]
antiulcerotika povrchové vody 50 x 2,1mm, 1,7um /kys. mracenci
dimethylsulfonio- Acquity UPLC BEH C18 voda/kys. octova
morské fasy ESI-MS [26]

propionat

50 x 2,1'mm, 1,7um

methanol/THF/kys. octova
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
antibiotika
anestetika fiéni a morsky Acquity UPLC BEH C18 voda/methanol/
MS-MS [27]
bronchodilatancia sediment 50 x 2,1mm, 1,7um /acetonitril
antiseptika, atd.
povrchové a Acquity UPLC BEH C18 voda/kys. mravenci/
pesticidy ESI-MS-MS [28]
podzemni vody 50 x 1mm, 1,7um /acetonitril
amfetamin
metamfetamin Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/kys.mravendi
odpadni vody ESI-MS-MS [29]
kokain 100 x 2,1mm, 1,7um kys. mravenci/mravencan
fentanyl, atd. amonny
androgeny odpadni vody Acquity UPLC BEH C18 voda/methanol/
ESI-MS-MS [30]
progestogeny povrchové vody 100 x 2,1mm, 1,7um /kys. mravenci
Acquity UPLC BEH C18 voda/methanol/
mikrocystiny povrchové vody ESI-MS-MS [31]
100 x 2,1mm, 1,7um [acetonitril
flubendazol
propikonazol Acquity UPLC HSS T3 voda/acetonitril/
povrchové vody ESI-MS-MS [32]

pipamperon

cinnarizin, atd.

100 x 2,1mm, 1,8um

/octan amonny/

/kys. octova
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
podzemni vody Acquity UPLC BEH C18
estrogeny odpadni vody 50 x 2,1mm, 1,7um voda/acetonitril Q-TOF-MS [33]
povrchové vody
sérum morskych Acquity UPLC BEH C18
kortisol voda/methanol Q-TOF-MS [34]
ryb 100 x 2,1mm, 1,7um
Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/voda/
herbicidy povrchové vody MS [35]
100 x 2,1mm, 1,7um /kys. mraven i
triazinové pesticidy povrchové vody neuvedeno* neuvedeno* MS-MS [36]
furathiokarb Acquity UPLC BEH C18
tkan z uhore neuvedeno* MS-MS [37]
deltamethrin 1,7um*
Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/voda/
pesticidy podzemni vody MS-MS [38]
100 x 2,1mm, 1,7um /kys. mraven i
. Acquity UPLC BEH C18 methanol/voda/
herbicidy povrchové vody ESI-MS-MS [39]
1,7um* /kys. mravendi
analgetika voda z
antibiotika vodovodu, neuvedeno* neuvedeno* Q-TOF-MS [40]
B-blokatory, atd. odpadni vody
surfaktanty odpadni vody neuvedeno* neuvedeno* Q-TOF-MS [41]

* Cerpano z abstraktu




LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
thiabendazol
diuron,atd.(pesticidy)
voda neuvedeno* neuvedeno* TOF-MS [42]
antibiotika
drogy
potravmoye dvoplnky Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
] ) z vodnich fas,
mikrocystiny ESI-TOF-MS [43]
povrchové vody 100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
analogy
morského biotoxinu
mofiské musle neuvedeno* neuvedeno* MS-MS [44]
azaspiracidu
netékaveé
Acquity UPLC BEH C18 methanol/ethanol/
kontaminujici PET lahve 100 x 2,1mm, 1,7um /kys.octova ESI-MS [45]
latky

* Cerpano z abstraktu
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2.4.2. Piiklady aplikaci metodiky UHPLC s raznymi typy detekce v oblasti potravinové analyzy

LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
oxydemeton-S-methyl ovocné, zeleninové,
fensulfothion cerealni Acquity UPLC BEH C18 voda/methanol/
MS-MS [46]
dimethoat,atd. potraviny pro 100 x 2,1mm, 1,7um /octan amonny
(pesticidy) deti
lyofilizované Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/kys. mravenci/
heterocyklické aminy ESI-MS-MS [47]
masoveé extrakty 50 x 2,1mm, 1,7um /octan amonny
karbendazim
thiabendazol jablkové Acquity UPLC BEH C18
voda/methanol ESI-MS-MS [48]
karbofuran extrakty 100 x 2,1mm, 1,7um
karbaryl,atd.(pesticidy)
Acquity UPLC BEH C18 mravenCan amonny/
neznamée pesticidy hruskovy extrakt Q-TOF-MS [49]
50 x 2,1'mm, 1,7um /voda/methanol
pymetrozin cerealni potraviny
acetamiprid pro déti, Acquity UPLC BEH C18 voda/methanol/
ESI-MS-MS [50]
oxydemeton-methyl pomerance, 50 x 2,1'mm, 1,7um /kys. octova
methomyl,atd.(pesticidy) brambory
obilna krmiva, Acquity UPLC BEH C18 octan amonny/
mykotoxiny ESI-MS-MS [51]

araSidové potraviny

100 x 2,1mm, 1,7um

/voda/methanol
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
gallova kyselina bilé vino
3,5-dihydroxybenzoova k. grapefruitovy dzus Acquity UPLC BEH C8 acetonitril/voda/
MS-MS [52]
kavova kyselina, atd. listky zeleného Caje 150 x 2,1mm, 1,7uym /kys. mravenci
(fenolické kyseliny)
bramborové lupinky Acquity UPLC BEH C18 methanol/kys.mravenci/
akrylamid ESI-MS-MS [53]
tepel. upravené potr. 50 x 2,1mm, 1,7um /voda
aflatoxin B1
aflatoxin B2 pSenice a Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/methanol/
uv [54]
aflatoxin G1 araSidové ofechy 50 x 2,1mm, 1,7um /voda
aflatoxin G2
karbadox krmivo pro driibez a Acquity UPLC BEH HILIC octan amonny/
DAD [55]
olaguindox vepfe 100 x 2,1mm, 1,7um /acetonitril/voda
fluroxypyr
aciflourfen Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
ryze ESI-MS-MS [56]
clopyralid 100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
triclopyr,atd.(herbicidy)
Acquity UPLC BEH C18 methanol/kys.mravenci/
antibiotika mléko ESI-MS-MS [57]

100 x 2,1mm, 1,7um

/voda
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
propamokarb jable¢ny, broskvovy,
pimetrozin ananasovy, Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
ESI-MS-MS [58]
oxamyl pomerancovy a 100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
picloram,atd.(pesticidy) multivitaminovy dzus
Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
rezidua 24 sulfonamidd maso ESI-MS-MS [59]
100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
hymexazol vina
drazoxolon ovocné dzusy Zorbax Eclipse XDB-C18 acetonitril/
DAD [60]
vinklozolin most 50 x 4.6mm, 1.8um /voda
oxadixyl,atd.(fungicidy)
64 pesticida jablkové extrakty neuvedeno* neuvedeno* MS-MS [61]
Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
vice nez 50 pesticidu alkoholické napoje ESI-MS-MS [62]
100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
Acquity UPLC BEH C18 voda/kys. mravenci/
veterinarni léCiva miéko ESI-TOF-MS [63]
50 x 2,1'mm, 1,7um /acetonitril
Acquity UPLC HSS T3 voda/kys. mravenci/
veterinarni léCiva maso ESI-TOF-MS [64]
100 x 2,1'mm, 1,8um /acetonitril

* Cerpano z abstraktu
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
sulfonamidy vejce, med MS-MS [65]
100 x 2,1mm, 1,7um /acetonitril/methanol
pomerance, jahody, Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
53 pesticidu MS-MS [66]
okurky, olivy 100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
citrony Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
32 pesticidl ESI-MS-MS [67]
hrozinky 100 x 2,1mm, 1,7um /methanol
trans-10-hydroxy-2- Acquity UPLC BEH C18 methanol/voda/
Zelé uv [68]
decenova kyselina 50 x 2,1mm, 1,7um /kys. fosforova
pSenice, sezam, Acquity UPLC BEH C18 methanol/voda/
fytosteroly APCI-MS [69]
oves, araSidy 100 x Tmm, 1,7um /acetonitril
Acquity UPLC BEH shield kys. mravenci/voda/
aflatoxiny B1,B2,G1,G2 pivo ESI-MS-MS [70]
RP18,150 x 2,Ymm,1,7um /methanol
Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda/
107 herbicidi sojové boby ESI-MS-MS [71]
50 x 1mm, 1,7um /acetonitril
chlormequat rajCata Acquity UPLC BEH HILIC acetonitril/kys. mravenci/
ESI-MS-MS [72]

mepiquat

rajCatové produkty

100 x 2,1mm, 1,7um

/octan amonny
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
katechin
epikatechin
” Cokolada neuvedeno* neuvedeno* neuvedeno* [73]
atd.
(polyfenaly)
N-acetylglutamat sojové boby
neuvedeno* neuvedeno* ESI-MS-MS [74]
N-acetylaspartat kukufice
pesticidy jahody neuvedeno* neuvedeno* ESI-TOF-MS [75]
melamin krmivo pro zvifata neuvedeno* neuvedeno* MS-MS [76]
tuky
10 antioxidantt ) neuvedeno* neuvedeno* MS [77]
oleje
tetracyklinova a veproveé ledviny, )
Acquity UPLC BEH C18* neuvedeno* ESI-MS-MS [78]
chinolonova antibiotika jatra, maso
vejce, mléko,
makrolidova antibiotika q neuvedeno* neuvedeno* Q-TOF-MS [79]
me
17 glukokortikoidu mléko, vejce kolona se stac. fazi C18* neuvedeno* ESI-MS-MS [80]
_ semena koriskych
flavonoidy neuvedeno* neuvedeno* ESI-MS-MS [81]
kastanud

* Cerpano z abstraktu
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2.5. UHPLC analyza vybranych druhi latek v oblasti
environmentalni analyzy

2.5.1. Analyza androgent a progestogenti v povrchovych a
odpadnich vodach pomoci UHPLC-ESI-MS-MS°

Pro analyzu deviti androgenti a deviti progestogenti v environmentalnich vodach
(viz. tabulka ¢. 5) byla vyvinuta UHPLC-ESI-MS-MS metodika dopInéna o extrakci na
pevné fazi. Tato technika byla nasledné¢ vyuzita pro analyzu rezidui androgent a

progestogenti ve vzorcich odpadnich a povrchovych vod ptivodem z Japonska.

V poslednich letech se stale vice vyuzivalo velké mnozstvi piirodnich ¢i
syntetickych androgend a progestogent jak v humanni tak i ve veterinarni medicing.
Vzhledem K jejich ¢astému pouzivani se tyto latky dostavaji ruznymi cestami i do
odpadnich a povrchovych vod, kde pisobi negativnim vlivem na vodni Zivoéichy a
nasledné i na lidskou populaci. Vzhledem K této skutecnosti bylo cilem vyvinout
dostate¢né citlivou a ucinnou metodu pro analyzu Sirokého spektra téchto latek ve

vzorcich odpadnich a povrchovych vod.

Analyza androgend a progestogend byla provedena na pftistroji Acquity UPLC
od firmy Waters. Pro chromatografickou separaci vySe uvedenych latek byla pouzita
kolona Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um). Kolona byla temperovana na
40 °C, rychlost pritoku mobilni faze byla 0,3 ml/min a objem davkovaného vzorku
¢inil 5 pl. Jako mobilni faze pfi gradientové eluci byl pouzit methanol a voda
sobsahem 0,1% kyseliny mravenci. Hmotnostné spektrometricka detekce byla
provedena za pouziti ptistroje TQ detektor od firmy Waters, ktery vyuzival ionizaci

elektrosprejem v pozitivnim iontovém modu.

® Kapitola 2.5.1. byla vypracovana ze zdroje [30].
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Androgens

androstenedione 0 testosterone
(ADD) {TTR)
Nl © 0" Y%
androsterone Y epiandrosterone 0
(ADR) (EADR})
HOY HO
methyl testosterone Ojj trenbolone OH nandrolone OH  stanozolol R\
(MTTR) (TBL) {NDL) (SZL)
S
N,
N
o) e} 0 H
Progestogens
progesterone O 170hydroxyprogesterone 21ochydroxyprogesterone OH
(PGT) (17-HPT) AOH  (21-HPT)
_ 0 0O 0]
N1 gocmethyl- 0 170,20 dilrydroxy-4-
hydroxyprogesterone pregnene-3-one HO oH
(MHPT) HO (DPO) ~
o) z 0
Y o)
.O\n/ Or
] o)
S
0 0
i
norethindrone norgestrel medroxyprogesterone megestrol acetate
(NTD) (NGL) acetate (MPA) (MTA)

Tab. 5: Struktura analyzovanych androgent a progestogenti, N: pfirodni steroid, S:

synteticky steroid [30].
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Nalezeni optimélnich podminek pro UHPLC-MS-MS analyzu je velmi dilezité
pro ptesnou a citlivou identifikaci a kvantifikaci androgeni a progestogent, které
jsou v odpadnich a povrchovych vodach obsazeny ve velmi nizkych koncentracich.
Vzhledem k tomu, Ze ionizace elektrosprejem je velmi citliva na sloZeni mobilni faze,
bylo jednim zcili pouzit takové slozeni mobilni faze, které zajisti co nejvyssi
citlivost analytického systému. Pfi optimalizaci metody se prokazalo, Ze mobilni faze
tvofend methanolem a vodou s obsahem kyseliny mraven¢i umoznuje 3 — 4x zvysit
intenzitu signalu v porovnani s mobilni fazi tvofenou acetonitrilem a vodou

s obsahem kyseliny octové.
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Obr. 23: UHPLC-MS-MS chromatogramy 9 androgenii a 9 progestogenti
(1-100 pg/1) ve standardnich vzorcich (a) a vzorcich odpadnich vod (b). Zkratky jsou
vysvétleny v tab. 5 [30].
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Obr. 24: UHPLC-MS-MS chromatogramy 9 androgenti a 9 progestogenti
(1-100 pg/l) ve standardnich vzorcich (a) a vzorcich odpadnich vod (b) pokrac.
Zkratky jsou vysvétleny v tab. 5 [30].

Pro analyzu androgeni a progestogenid byla dfive vyuzivana i plynova
chromatografie ve spojeni shmotnostni spektrometrii. Vzhledem k nutnosti
derivatizace Sirokého spektra téchto latek se tato metodika pfili§ neosvéd¢ila. Ukazalo
se, ze ne vSechny androgeny a progestogeny je mozné uceln¢ derivatizovat a tudiz i
piesné stanovit. Kapalinova chromatografie (UHPLC) ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii, kterd se vyznaCuje vysokou citlivosti, specifitou a nevyzaduje
derivatizaci, se stala metodou volby pro analyzu téchto latek, i kdyz se v nékterych

ptipadech vyskytuji problémy s interferenci matrice.
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2.5.2. UHPLC-MS-MS analyza pesticidi v podzemnich
vodach’

Pro rychlou, G¢innou a citlivou analyzu deviti pesticidi v podzemnich vodach
byla vyuzita UHPLC-MS-MS technika, ktera poskytuje vysoké rozliSeni a velmi
ostré chromatografické piky. Diky vyuziti této techniky bylo dosazeno vysoké
ucinnosti a rychlosti separace, ktera trvala méné nez 5 minut. Cilem analyzy bylo co
nejefektivnéji aplikovat UHPLC-MS-MS metodiku pro analyzu deviti pesticidi a
vyuziti vyhod, kter¢é UHPLC instrumentace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
poskytuje. Analyzované pesticidy byly nasledujici: atrazin, trifluoralin, simazin,

chlorpyrifos, diuron, terbutilazin, pentachlorofenol, isoproturon a alachlor.

Vzorky vod, které byly pouZity pro validaci metody, byly odebrany ze studny,
ktera je zdrojem pitné vody pro 2000 osob. Vzorky byly podrobeny extrakci na pevné
fazi, kterd byla provedena pomoci automatického extrakéniho systému ASPEC. Pied
vlastni extrakci byly kolonky kondicionovany 4 ml methanolu a 4 ml vody. Poté bylo
na kolonky aplikovano 300 ml vzorku o pH 4,0. Pfed eluci byly kolonky vysuSeny
pod proudem dusiku. Vlastni eluce byla provedena za pouziti 4 ml methanolu.
Ziskané eluaty byly zakoncentrovany do kone¢ného objemu 1 ml pod mirnym

proudem dusiku.

Chromatograficka Separace pesticidd probihala na pfistroji Acquity UPLC od
firmy Waters za vyuZiti kolony Acquity UPLC BEH CI18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um).
Vzorek o objemu 10 pl byl davkovdn na kolonu pomoci Acquity UPLC
autosampleru. Mobilni faze pro gradientovou eluci byla slozena z vody s obsahem
0,1% kyseliny mravenci a acetonitrilu. Hmotnostné spektrometrickd detekce byla
provadéna na pfistroji Micromass Quatro Premier LC/MS/MS od firmy Waters.
Molekuly analytt byly ionizovany za vyuziti techniky ESI (ionizace elektrosprejem).
V piistroji byl jako hmotnostni analyzéator pouzit trojity kvadrup6l. Jako kolizni plyn
byl v hmotnostnim analyzatoru pouzit argon pfi tlaku 3,7 x 10" mBar. Pro ziskavani
dat byl vyuzit QuanOptimize software, ktery pracoval v tzv. multiple reaction
monitoring (MRM) mddu. Vybér podminek MRM mddu byl provadén pro kazdy

analyt individudlné.

" Kapitola 2.5.2. byla vypracovéna ze zdroje [38].
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Pesticide lonisationmode — Cone voltage (V) Precursor jon (mf2)  Collisionenergy V) Production (mfz)  Dwell time (ms)
Simazine ESl+ 35 0 0 132 30
Atrazine ESl+ 3 26 n 174 30
Isoproturon ESh 25 m n 7 50
Diuran ESl+ 30 23 3 7 30
Terbutylazine ESl+ 30 230 n 174 30
Alachlor ESl+ 15 0 10 238 30
Pentachlorophenol ~ ESI- 45 265 15 265 50
Chlorpyrifos ESl+ 30 352 n 200 30
Trifturalin ESl+ 25 336 15 236 30

Tab. 6: MS-MS podminky pro analyzu jednotlivych pesticida [38].

Provedené analyzy vybranych pesticidd ukazaly, ze UHPLC metodika

doplnénd o tandemovou hmotnostni spektrometrii je vhodna pro jejich piesné a rychlé

stanoveni. Vzhledem k vysoké rychlosti provedenych analyz je mozné tuto metodiku

v budoucnu s vyhodou vyuzit pro screeningové analyzy vétSich mnozstvi vzorkd.

UHPLC technika poskytla velmi ostré chromatografické piky s Sitkou nizsi nez 2 s

pti jejich zakladné. Pfi analyzach se jednozna¢né€ potvrdil vzestup chromatografické

ucinnosti a citlivosti v porovnani s difive pouzivanou konvenéni HPLC instrumentaci.

Detekéni limity se pohybovaly vrozmezi od 0,11 do 7,8 ng/l. Mezi dalsi

charakteristiky této analytické metody validované pro analyzu pesticidii patii dobra

linearita, ptesnost a selektivita.

Pesticide Retention time (min) Linearity {r) LOD {ng/L) Recovery (%) (n=3) Repeatability® (%)
0.1 pgll 0.005 pg/L
Simazine 191 0.994 08 93 o8 20
Atrazine 23 0.998 06 9 105 25
Isoproturan 243 (.999 0.l 98 9 38
Diuron 245 0.9%9 0.1 % 104 27
Terbutylazine 20 0.998 0.2 100 110 35
Alachlor 344 0.9%9 L0 95 Ul 41
Pentachlorophenol 384 0.992 13 5 nd 6.3
Chlorpyrifos 449 0.999 0.1 100 115 20
Trifturalin 454 0.998 20 36 nd. 11

¥ Ten replicates injection of a spiked sample at 0.1 pg/L.

Tab. 7: Zakladni charakteristiky UHPLC-MS-MS metodiky pro jednotlivé pesticidy

[38].
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Obr. 25: Chromatografické zaznamy vybranych pesticidii analyzovanych

UHPLC-MS-MS technikou [38].
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2.6. UHPLC analyza vybranych druhu latek v oblasti
potravinoveé analyzy

2.6.1. UHPLC-MS-MS analyza fenolickych kyselin v nétpojich8

Pro kvantitativni a kvalitativni analyzu 17 fenolickych kyselin ve tfech druzich
napoju byla vyvinuta metodika vyuzivajici UHPLC-MS-MS techniku. Analyty byly
detekovany v tzv. multiple reaction monitoring moédu (MRM) a kvantifikovany za
vyuziti vnitfnich standardd. Jako vnitini standardy byly pouzity deuteriem znacena
4-hydroxybenzoova kyselina a salicylova kyselina. Limity detekce se pohybovaly
vrozmezi od 0,15 do 15 pmol. Vyuzitelnost tohoto analytického pfistupu byla
potvrzena UspéSnymi analyzami redlnych vzork bilého vina, grapefruitového dzusu a
odvaru ze zeleného c¢aje. V analyzovanych napojich bylo stanoveno celkem dvanact

fenolickych kyselin o koncentracich v rozmezi od 40,8 do 9046 pg/l.

Diive vyuzivané konvenc¢ni analytické metody pro stanoveni fenolickych
kyselin jsou obvykle zaloZené na vysokouc¢inné kapalinové chromatografii (HPLC)
na reverznich fazich nebo na jinych separacnich technikach jako je naptiklad plynova
chromatografie ¢i kapilarni elektroforéza. Tyto techniky se vyuzivaly nejcastéji ve
spojeni s ultrafialovym, elektrochemickym, fluorescencnim nebo hmotnostné
spektrometrickym detektorem. Nevyhodou vétSiny téchto technik byla nutnost
komplexni extrakce, hydrolyzy nebo derivatizace analytii, coZ se Casto negativné
projevovalo ve vysledcich analyz. Vzhledem k témto skute¢nostem bylo cilem
vyvinout takovy analyticky pfistup, ktery by vySe uvedené nedostatky efektivné

eliminoval.

Standardni roztoky byly nejprve pfipraveny za pouziti methanolu o
koncentraci 10 mol/l a poté byly postupné fedény na pracovni koncentrace. Vnitini
standardy (deuteriem znacena 4-hydroxybenzoova kyselina a salicylova kyselina) 0

koncentracich 10 mol/l byly pfidany do kazdého standardniho roztoku.

8 Kapitola 2.6.1. byla vypracovéana ze zdroje [52].
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Bil¢ vino (Ryzlink Rynsky, Vino Valtice, Czech Republic), grapefruitovy
dzus (Grapefruitova Stava, Linea Nivnice, Nivnice, Czech Republic) a listky
zeleného c¢aje (Gunpowder, Jemca, Jemnice, Czech Republic) byly zakoupeny
v obchodech v Olomouci a vyuzity jako realné vzorky pro analyzu. Odvar ze
zeleného caje byl pripraven z20 mg suchych c¢ajovych listkii zalitych 1,5 ml
destilované vody po dobu 10 minut pti 80 °C. Do vSech vzorkl ndpoju byly piidany
vnitini standardy. Pfed vlastni analyzou byly vSechny roztoky vzorkl centrifugacné

prefiltrovany (3500 rpm, 5 min) pies 0,2 um nylonovou mikrofiltra¢ni membranu.

UHPLC-MS-MS analyzy byly provedeny na pifistroji Acquity UPLC od firmy
Waters ve spojeni s detektorem PDA 2996 (Waters) a Micromass Quattro micro
hmotnostnim spektrometrem (Waters) s trojitym kvadrupolem a ESI (electrospray
ionization) iontovym zdrojem pracujicim v negativnim iontovém modu. Roztoky
vzorkd byly davkovany na kolonu Acquity UPLC BEH C8 (150 x 2,1mm, 1,7um),
kterd byla temperovana na teplotu 30 °C. Rychlost pritoku mobilni faze, kterd se
skladala z acetonitrilu, vody a kyseliny mravenci, byla 250 pl/min. Jednotlivé analyty
vychazejici z kolony byly detekovany v PDA detektoru (scanovaci rozmezi 210 — 600

nm, rozliSeni 1,2 nm) a nasledné byly ionizovany v iontovém zdroji. Jako kolizni

plyn byl pouzit argon.

Compound Time (min} Dwell time (s) MRM (m/z) Fragments LOD (pmol/inj) Slope c P
Gallic acid 2594001 05 169> 125 3 0.142 -0.854 0.9990
3,5-Dihydroxybenzoic acid 359+0.01 0.5 153> 109 1 0.236 0.151 1.0000
Protocatechuic acid 3.86+0.01 0.5 153> 109 1 0.285 0.452 0.9994
Chlorogenic acid 4494001 05 353>191 217 15 0.296 4235 0.9983°
Gentisic acid 4794001 0.15 153> 109 10 0.114 -3.301 0.9969
4-Hydroxybenzoic acid 499+001 0.15 137>93 1 0.671 0.907 0.9999
Caffeic acid 531001 0.15 179> 135 161 3 0.532 -5.687 0.9990
Vanillic acid 5.44+0.01 0.15 167> 108 152,123 15 0.056 -0.548 0.9994
Syringic acid 5551001 0.15 197>123 182, 167 15 0.042 0.036 0.9997
3-Hydroxybenzoic acid 5.96 +0.00 0.5 137>93 1 0.300 0.133 1.0000
4-Coumaric acid 6.62+0.01 0.15 163>119 1 1.026 -3.298 0.9979
Sinapic acid 6.92+0.01 0.15 223> 164 208, 149 10 0.083 -0.836 0.9995
Ferulic acid 7.0410.02 0.15 193>134 178, 149 5 0.322 -0.863 0.9996
3-Coumaric acid 7571001 0.5 163> 119 0.15 1.536 1.956 0.9998
2-Coumaric acid 813000 0.15 163> 119 0.75 0.841 -1485 0.9995
Salicylic acid 825002 0.15 137>93 15 0.764 1.228 0.9987
Trans-cinnamic acid 9.19+001 05 147> 103 10 0.051 -0.966 09975
4-Hydroxybenzoic acid (IS)* 4951001 0.15 141>97

Salicylic acid (IS)¢ 8214001 0.15 141597

* Values are means + SD (n=6) of inter-day assays.
® Calibration range of 5-800 pmol was used.
¢ Internal standards of deuterium-labeled 4-hydroxybenzoic (2,3,5,6-D4) and salicylic (3.4,5,6-D4) acids.

Tab. 8: Chromatografické a hmotnostné spektrometrické charakteristiky jednotlivych

fenolickych kyselin a vnitinich standardt [52].
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Fenolické kyseliny byly identifikovany na zéklad¢ porovnéni retencnich Cast a
hmotnostné spektrometrickych dat studaji charakteristickymi pro kalibracni
standardy. Koncentrace analytd ve vzorcich byly vypocitiny podle nasledujici

rovnice:
koncentrace analytu = 1S x slope x A x 2(1S; + 1S,)™ + ¢,
kde IS, je koncentrace vnitiniho standardu ve vzorku, A je plocha piku analytu, 1S; je

plocha piku 4-hydroxybenzoové kyseliny, IS, je plocha piku salicylové kyseliny,

slope a ¢ jsou parametry linearni regrese (viz vySe uvedena tab.).

100, 'y Diode Array
230 nm
4 1 15
13
7
12
| ¢ ¥
%
) O 16
3
1 6
J\ J ,\ L ”
L UL JUL )
200 300 400 500 600 700 800 ' 900 Time(min)

UPLC-UV chromatogram of a mixture of the following 17 standard PHAs, detected at 230 nm: gallic acid (1), 3,5-dihydroxybenzoic acid (2), protocatechuic acid (3),
chlorogenic acid (4), gentisic acid (5), 4-hydroxybenzoic acid (6), caffeic acid (7), vanillic acid (8), syringic acid (9), 3-hydroxybenzoic acid (10), 4-coumaric acid (11), sinapic

acid (12), ferulic acid (13), 3-coumaric acid (14), 2-coumaric acid (15), salicylic acid (16) and trans-cinnamic acid (17).
Obr. 26: UHPLC-UV chromatogram smési 17 standarda fenolickych kyselin
detekovanych pti 230 nm [52].

Ve vzorcich bilého vina bylo identifikovdno a kvantifikovano devét
fenolickych kyselin o koncentracich pohybujicich se v rozmezi od 150 do 5826 pg/l
(viz tab. 9). Byla zjisténa relativné vysoka koncentrace kyseliny gallové (3675 pg/l),
ktera muaze slouzit jako substrat pro bakterii Lactobacillus hilgardii a podporovat tak
rychlé zkaZeni vina. Analyza prokézala, Ze nejvys$i koncentrace v bilém viné
dosahuje kyselina 4-hydroxybenzoova, ktera vznika z kyseliny gallové diky plsobeni

vyse uvedené bakterie.
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Ve vzorcich grapefruitového dzusu bylo identifikovano a kvantifikovano Sest
fenolickych kyselin o koncentracich pohybujicich se v intervalu od 68 do 847 pg/l
(viz tab. 9). Byla kvantifikovana napiiklad kavova, ferulova, ¢i 4-kumarova kyselina
V koncentracich 233, 153 a 68 ug/l. Nejvyssi koncentrace byla zjisténa u kyseliny
chlorogenové (847 pg/l).

Compound White wine Grapefruit juice Creen tea
(pglL) (pg/L) (pglL)
Gallic acid 3675 + B4® nd"® o046 £ 272
3.5-Dihydroxybenzoic acid nd nd ta®
Protocatechuic acid 2516 B5 1l6x34 55685
4-Hydroxy benzoic acid 5826z 64 74328 75812
3-Hydroxybenzoic acid nicd nd 408+ 14
Salicylic acid 335%37 nd 476 34
Chlorogenic acid nd BAT £ 22 B28+ 03
Gentisic acid 73+ 25 nd nd
Vanillic acid 384 + 51 nd nd
Caffeic acid 1253 217 23310 nd
4-Coumaric acid 303 =10 6B+ 1.7 127 £ 6.8
Ferulic acid 15029 15325 nd
Total 15,215 1491 11832

# Values are means £ 50 (n=3).
b Mot detected.
© Trace amounts.
Tab. 9: Koncentrace identifikovanych fenolickych kyselin ve tfech druzich

analyzovanych napojt [52].

Ve vzorku odvaru ze zeleného Caje bylo identifikovdano osm fenolickych
kyselin, ze kterych bylo sedm kvantifikovano a jejich koncentrace se pohybovaly
v rozmezi od 40,8 do 9046 pg/l (viz tab. 9). Ve vzorku byla stanovena kyselina
gallova a 4-kumarova o koncentracich 9046 a 127 pg/l. Byla napiiklad
kvantifikovana i kyselina chlorogenova, 4-hydroxybenzoova ¢i kyselina salicylova o
koncentracich 828, 758 a 476 pg/l. Obzvlasté zajimava latka, ktera byla stanovena
pouze ve stopovém mnozstvi, byla kyselina 3,5-dihydroxybenzoova. Jednd se o
kyselinu, ktera neni pfirozenym sekundarnim metabolitem vyskytujicim se v zeleném
Caji. Jeji pfitomnost ve vzorku indikuje moZnou kontaminaci pidnimi

mikroorganismy nebo zvifecimi vykaly.
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Obr. 27: UHPLC-MS-MS chromatogramy (A-I) fenolickych kyselin ve vzorku

odvaru ze zeleného Caje: gallova kys.(1), 3,5-dihydroxybenzoova kys. (2),

protokatechuova kys. (3), chlorogenova kys. (4), 4-hydroxybenzoova kys. (5),

4-hydroxybenzoova kys.(vnitini standard 6), 3-hydroxybenzoova kys. (7),

4-kumarova kys. (8), salicylova kys. (9), salicylova kys. (vnitini standard 10) [52].

Analyza fenolickych kyselin v riznych druzich napoji zalozena na UHPLC-

MS-MS technice poskytuje vyhody vzhledem ke konvenénim separaénim technikam

ve smyslu vysoké rychlosti, Ucinnosti, Selektivity, citlivosti a nizké spotieby

organickych rozpoustédel. UHPLC-MS-MS technika je vhodna pro rychlé a uc¢inné

monitorovani technologickych postupti pfi vyrobé riznych napojt.
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2.6.2. UHPLC-MS-MS analyza pesticidi v jablkovych
extraktech’

V dnesni dob¢ se v zemédélské vyrobé pouziva stale velké mnozstvi pesticidil.
Moderni semipolarni pesticidy, které v minulych letech nahradily diive pouzivané
klasické organochloridové pesticidy, nejsou tak persistentni a nemaji tak velkou
schopnost akumulovat se v Zivych organismech. Nicméné i moderni pesticidy jsou
povazovany za latky, které jsou potencidlné nebezpecné pro lidské zdravi a také pro
zivotni prostfedi. K minimalizaci expozi¢niho rizika t€émto latkam jsou stanoveny
piisné limity, které nesmi piekrocCit hodnotu koncentrace 0,01 mg/kg. Pro piesnou
kontrolu dodrzovani nizkych koncentraci pesticidii v potravinich je nutné vyuzivat
moderni a citlivé analytické techniky. Vzhledem k této skute¢nosti je hlavnim cilem
vyuziti UHPLC-MS-MS metodiky pro analyzu 17 pesticidii a jeji porovnani s diive
pouzivanou konvenéni HPLC-MS-MS instrumentaci. Separa¢ni parametry, jako jsou
napiiklad pocet teoretickych pater, vyskovy ekvivalent teoretického patra, symetrie a
kapacita pikd, byly uréeny na zadklad¢ dat, ziskanych z analyzy vzorkd jablkovych
extraktl s obsahem 17 pesticidi. Po provedeni UHPLC-MS-MS analyzy se
prokazalo, Ze dand metodika poskytuje kvalitnéj§i separacni parametry, umoziuje
zkraceni doby analyzy a snizeni spotfeby organickych rozpoustédel v porovnani

s konvenéni HPLC-MS-MS technikou.

Jednotlivé zédsobni roztoky (0,3-3 mg/ml) byly pfipraveny rozpusténim
pesticidii v acetonitrilu v pfitomnosti benzoylurey obsazené ve smési acetonitrilu a
acetonu. Tyto zasobni roztoky byly pouzity pro pfipravu smeésnych zasobnich roztoki
pesticidll s obsahem methanolu, které byly nasledné pouZzity pro piipravu pracovnich
standardnich roztokt, ve kterych se koncentrace pesticidii pohybovaly v rozmezi od

1 ng/ml do 5 pg/ml.

Pii ptipravé vzorku byl 1 kg jablek dikladné homogenizovan za vyuziti
ptistroje Homogenizer 2094 (Foss Tecator, Dansko). K 12,5 g homogenatu bylo
ptidano 50 ml acetonitrilu a sm¢s byla michana po dobu 2 minut. Poté byla za vakua
suspenze prefiltrovana a filtra¢ni kola¢ byl tiikrat promyt 10 ml acetonitrilu. Objem

vzniklého filtratu byl nasledné snizen za vyuziti rotacniho odpafovace na 1-2 ml.

% Kapitola 2.6.2. byla vypracovéana ze zdroje [48].
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Objem filtratu byl kvantitativné ptenesen do 50 ml odmérné banky a néasledné byla

baiika doplnéna methanolem.

Chromatografické separace pesticidit byly provedeny na pfistroji Acquity
UPLC od firmy Waters za vyuziti kolony Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm,
1,7 pm) s reverznimi fazemi. Gradientova eluce byla provedena za vyuziti mobilni
faze slozené z vody a methanolu. Rychlost pratoku mobilni faze Cinila 0,3 ml/min.
Kolona byla temperovana na teplotu 25 °C, objem davkované¢ho vzorku Cinil 5 pl a
separace trvala 8 mimut. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr Quattro
Premier (Waters) s ESI (electrospray ionization) iontovym zdrojem pracujicim
V pozitivnim iontovém modu. Jako hmotnostni analyzdtor byl vyuzit trojity
kvadrupol. Jako kolizni plyn byl pouZit argon pii tlaku 3,3 x 10™ mbar. Analyty byly

detekovany v tzv. multiple reaction monitoring médu (MRM).

Time {min} Methanol (56)
Initial 300
0.50 30,0
4.00 T2.0
6.30 23.0
8.00 1000
10,00 L0000
10.05 30,0
12,00 30,0

Tab. 10: Zména mnozstvi methanolu v mobilni fazi béhem gradientové eluce [48].

Compound Primary transitions Secondary transition

No. Name MS/MS (m/z)  Conevoltage (V) Collision energy (2V)  MS/MS (m/z)  Cone voltage (V) Collision energy (eV)
1 Carbendazim 192> 160 35 22 192132 35 2
2 Thiabendazole 202175 40 25 202=131 40 25
3 Carbofuran 212165 23 12 122=113 26 22
4 Carbaryl 202145 16 9 202127 16 17
5 Linuron 49>159 33 17 249182 33 17
6 Methiocarb 226169 26 9 226121 26 20
7 Epoxiconazole  330>121 30 20 330=141 i0 20
8 Flusilazole 3162247 25 19 316=163 25 19
9 Diflubenzuron l=158 25 13 ill=141 25 29
10 Tebuconazole 308>70 34 20 308>125 kL 30
11 Imazalil 29721255 35 20 297=201 33 17
12 Propiconazale 342158 43 25 42=69 43 20
13 Triflumuron 359> 156 29 16 359=139 29 30
14 Bitertanol 338>99 20 11 338> 269 0 14
13 Prochloraz 376> 308 M 11 3782310 A4 1
16 Teflubenzuron 3Bl =158 3 13 381=141 23 13
17 Flufenoxuron 489> 158 25 19 489141 25 19

Tab. 11: Optimalizované MS-MS parametry pro jednotlivé pesticidy [48].
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pesticidu. Pro ndzornost je uveden gradient methanolu v mobilni fazi. Piky

odpovidaji jednotlivym pesticidim uvedenym v tab. 12 [48].

Time segment Compound Rt imin) E.5.D.RBLi%0) K
UPLC-MS/MS (fp=0.98 min}
i1 Carbendazim 2.91 0.3 2.0
Thiabendazole 340 1.0 2.5
Carbofuran 383 0.3 2.9
Carbaryl 4.06 0.2 3z
(2 Linuron 4.9% 0.2 4.1
Methiocarh 504 0.5 4.2
Epoxiconazole 5.49 2.0 4.6
Flusilazole 5.66 2.0 4.8
Diflubenzuron 5.67 2.0 4.9
Tebuconazole 5.95 1.0 5.
Imazalil 6.03 0.1 5.2
Propiconazole 6.03 0.2 5.2
Trifdumuron 6.15 0.1 3.3
Bitertanol 6.23 0.3 54
Frochloraz 6.24 0.1 54
(3 Teflubenzuron 712 0.1 6.3
Flufenoxuron T.45 0.1 6.6

Tab. 12: UHPLC-MS-MS charakteristiky jednotlivych pesticidi. k™ je kapacitni
faktor vypocitany z rovnice: k™ = (tgr — to)/to, kde tr je retencni cas jednotlivych

pesticidi a tp je mrtvy retencni Cas [48].
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2.6.3. Analyza vice nez 100 veterinarnich l€Civ v riiznych
vzorcich masa za vyuziti UHPLC-TOF-MS metodiky™

Pti analyze vice nez 100 veterinarnich 1é¢iv ve vzorcich masa je tfeba piekonat
celou fadu analytickych problémi. Nizka tékavost a chemickd nestabilita vétSiny
veterinarnich 1éCiv vyrazné omezuje vyuziti plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii, ktera je vhodngjsi napiiklad pro analyzu pesticidi. Siroké
rozmezi polarity veterinarnich 1éCiv plisobi problémy pii extrakcich. Vytéznost
extrakei je Casto znac¢né snizena diky adsorpci ¢i dokonce kovalentnim vazbam
analytii na molekuly matrice. DalSim komplikujicim faktorem pii provadéni extrakci
je pritomnost vysoké koncentrace proteinii ve vzorcich masa. Béhem extrakéniho
procesu mohou bunééné enzymy degradovat nékteré analyty. Proteiny mohou
precipitovat béhem promyvaciho procesu a piisobit nevratné adsorpce néckterych
analytl. Mimo vySe uvedené problémy je nutné detekovat velky pocet veterinarnich
1é¢iv za nizkych koncentraci, proto bylo cilem prace vyuzit UHPLC-TOF-MS

metodiku pro tento druh analyz.

Vzhledem k uvedenym komplikacim byla pfed vlastni analyzou provedena tzv.
bipolarni extrakce, kterd umoziuje extrahovani polarnich, stfedné poléarnich i
nepolarnich analyti. Dikladnym provedenim extrakce na reverznich pevnych fazich
bylo dosaZeno odstranéni interferujicich proteint a tim ziskéani Cistych a stabilnich
extraktl. Nicméné metodika jako takova nebyla schopna detekovat antibiotikum
chloramfenikol, pro jehoZ detekci je nutné provést ionizaci v negativnim iontovém
modu. Vzhledem k nutnosti derivatizace nebyly téz detekovany nitrofurany. Nebyly
detekovany ani aminoglykosidy, které vyZaduji provedeni extrakce za velmi nizkych
hodnot pH. Metoda byla validovana pro tii odliSné matrice: svalovou tkan, jaterni

tkan a ledvinovou tkan.

Chromatografické separace byly provedeny na pfistroji Acquity UPLC od
firmy Waters za vyuziti kolony HSS T3 UPLC. Mobilni faze byla tvofena vodou,
kyselinou mravenci a acetonitrilem. Rychlost pritoku mobilni faze ¢inila 0,4 ml/min
a kolona byla temperovdna na teplotu 30 °C. Na kolonu byl davkovan vzorek o

objemu 5 pl. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr s ESI (electrospray

19 Kapitola 2.6.3. byla vypracovéna ze zdroje [64].
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ionization) iontovym zdrojem pracujicim v pozitivnim iontovém moddu. Napéti
vlozené na kapilaru v iontovém zdroji mélo hodnotu 3000 V. Ionizace probihala za

teploty 350 °C.

Pii pripravé vzorku bylo homogenizovano 6 g masové tkané¢ s 30 ml
acetonitrilu. Po 5 minutach byl pfidan 1 g sulfatu amonného a 30 ml extrakéniho
roztoku. Vznikly roztok byl centrifugovan pii 8000 ot./min po dobu 10 minut. Obé
vzniklé kapalné vrstvy byly pieneseny na odparku a nasledné k nim byly pfidany 2 g
sulfatu amonného. Po odpateni ve vakuu za teploty 50 °C bylo pH zbylého roztoku
upraveno na hodnotu 6,5 pfidanim 12,5 % hydroxidu amonného. Nasledovala
centrifugace pfi 14 500 ot./min po dobu 5 minut. Prazdna odparka byla promyta 6 ml
promyvaciho roztoku. Roztok vznikly promytim byl centrifugovan 5 minut pii 14 500
ot./min a nasledn¢ byl pfenesen do kadinky se 14 ml vody. Centrifugovany
promyvaci roztok byl aplikovan na pfedem aktivovanou Oasis HLB kolonku. Poté
byla kolonka promyta 2 ml vody. Po prichodu kolonkou byl eluat jiman do vialky a
eluce byla dokon€ena pfiddnim 2 ml acetonitrilu a 3 ml elu¢niho roztoku. Vznikly
roztok byl odpafen pii teploté 50 °C pod proudem dusiku. Odpafovaci proces byl
zastaven, kdyz byl objem zbylého roztoku 0,5 ml. Nasledn¢ byla k extraktu ptidavana
voda. Poté byl roztok centrifugovan 5 minut pii 4000 ot./min. Po provedené

centrifugaci byl vzorek ptipraven pro analyzu.
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Obr. 29: UHPLC-TOF-MS chromatogram nékterych veterinarnich 1é¢iv ve vzorku
ledvinové tkdné. 1 mebendazol, 2 sulfadiazin, 3 hydroxymetronidazol,
4 sulfamerazin, 5 ampicilin, 6 oxytetracyklin 7 azaperon, 8 ciprofloxacin,
9 tetracyklin, 10 enrofloxacin, 11 oxfendazol, 12 oxybendazol, 13 acepromazin,

14 thiamulin, 15 roxithromycin, 16 dikloxacilin [64].
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Analyte

Elemental composition of measured ion

Exact mass of measured ion

Retention time (min)

ACeprormacin
Acriflavin
Albendazol
Armoeicillin
Ampicillin
Azaperol
Azaperon
Azithrormmycin
Carozolol
Cefazolin
Cefoperazon
Cephalexin
Cephapirin
Chlorpromazin
Chlortetracycline
Ciproflosacin
Clindamycin
Cloxacillin
Danofloxacin
Demeclocycline
Driaveridin
Dricloxacillin
Difloxacin
Dimetridazol
Dosgyoyelin
Enoxacin
Enrofloxacin
Eprinomectin
Erythrommycin A
Erythrompycin B
Erythromycin C
Febantel
Fenbendazol
Fleroxacin
Flubendazol
Flumegquin
HKMMI
Ipronidazole
Iso-pirlimycin
Josamycin
Lincomycin
Lomefloxacin
Mebendazol
Metronidazole
Metronidazole OH
Minocycline

CigHzzMa0S
C1aHiz Na
CraHigMa0:25
Cis HaoMaOs5
CigHzoMaDia S
C1aHzsFMNa O
CiaHzz FMN; 0
CamHzaMz 04z
CigHzy N203
CraHis M0y 53
CasHzpMaOg5z
CigHygM3 0y S
CrHizNaOg52
CrH2 CIMNz5
CazH24CIMz0s
CrHinFM203
CisHza CIM2105 5
CazHg CIM;
CigHz FM3 03

CraHqg Cla M3 055
CanHaFaMNa 0y
CsHeMaOa
CzzHasM20s
CisHap FN4 O3
CioHzaFMala
CaoHrag MO
CxrHgp0z M
CxyHggOyz N
CaHgeOaM
CaoHazaMyOes
CisHygMN30:5
CrpHigFaMa0y
CigeHia FNz2 02
CraHpaMNFOy
CsHeMala
CrH1zMa Oz
CrHazCIMNzOs5
CazH7oMNOHs
CigHasNz 055
CrpHapFzMN305
CeHyigMN3 0,
CeHygM30a
CeHigMNa04
CaaHzeMNa07

3271531
21001031
266,0063
66,1124
3501174
330,198
3281825
749 5164
209176
4550378
G466, 1502
4B 1018
424 MGIT
391036
4791221
332141
4241799
3451159
I5B.1567
465 1065
2611352
4700344
400147 3
1420616
445 1611
32113263
IG0. 1723
Q0,510
7334612
7174663
7194456
4471338
3000807
IF0.1379
314.0041
262 0879
1580565
1700929
4101542
8274667
406 2138
3521473
1720722
1720722
1BB.0O671
458, 1927

Tab. 13: Priklad nékolika analyzovanych veterinarnich 1é¢iv a jejich UHPLC-TOF-MS charakteristiky [64].

9,19
618
867
346
5.26
10012
5.51
7.23
7.64
6.23
7.19
5.34
4,51
a7l
641
575
742
9,95
6,01
646
4 98
1026
674
276
7.61
547
615
10,93
597
882
8562
1086
Q.54
5.61
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Po provedeni vSech analyz se prokazalo, z2 UHPLC-TOF-MS metodika je
vhodnd pro analyzu velkého mnozstvi veterinarnich 1éCiv bez ohledu na jejich
polaritu a hodnotu disocia¢ni konstanty. Ve vzorcich zvifecich tkani byla nejcastéji
identifikovana a kvantifikovana antibiotika, kterd se v dneSni dob¢ Casto pouzivaji.
Nicmén¢ nékteré znacné nepolarni analyty nebylo mozné touto technikou dostatecné
identifikovat. Divodem je to, Ze do dnesni doby neni stale znamo, jak uspés$né a
dokonale extrahovat velké mnozstvi nepoldrnich analytii bez soucasné ztraty velmi
polarnich latek. Budouci generace HILIC (hydrophilic interaction liquid
chromatography) SPE (solid - phase extraction) materiald nebo HILIC analytickych
kolon pravdépodobné umozni v budoucnu provadét zcela uspésné i takové typy
analyz. UHPLC-TOF-MS metodiku bude mozné i pfes jisté problémy, které
vyplyvaji ze znac¢né sloZitosti matrice, v budoucnu s vyhodou vyuzit pro detekci a
kvantifikaci velkého mnozstvi nové se objevujicich veterinarnich 1é¢iv v rtznych

vzorcich masa.
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3. Zaveér
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3.1. ZavéreCné shrnuti

Hlavnim cilem prace bylo podat informace o moznostech vyuziti UHPLC
metodiky ve spojeni s riznymi typy detekce v oblasti environmentalni a potravinové
analyzy a vytvoreni tabulkovych a grafickych pfehledi na podkladé odbornych
¢lanka tykajicich se problematiky UHPLC.

V Gvodu teoretické c¢asti jsou popsany van Deemterova, Giddingsova a
Knoxova teorie. Jedna se o teorie, které¢ charakterizuji ucinnost chromatografického
systému. V oblasti kapalinové chromatografie je vyhodnéjsi vyuzivat poznatky, které
vychazeji z Giddingsovy ¢i Knoxovy teorie, které Iépe specifikuji vztahy pravé pro
kapalinovou chromatografii. Protoze jsou vySe zminéné teorie dilezité pro pochopeni

principu chromatografické separace, je tato problematika zatazena v iivodu préce.

V dalsi ¢asti prace byl zminén vyvoj chromatografie v poslednich desetiletich,
pfi kterém bylo dilezité¢ vyvinout takovy analyticky systém, ktery by umozioval
zkratit dobu analyzy a zaroven by disponoval vysokym rozliSenim a ucinnosti.
Postupem casu bylo zjisténo, Ze nejlepsSich parametrti dosahuji analytické systémy,
které vyuzivaji kratké kolony s malym wvnitfnim primérem plnéné poréznimi
sub-2 pum ¢asticemi. Typickym piikladem moderniho a dnes ¢asto vyuzivaného
analytického systému je Acquity UPLC systém od firmy Waters. Vzhledem k vyuziti
¢astic o pruméru 1,7 pm pracuje tento systém za tlaki dosahujicich hodnot az
100 MPa. Priméry kolon pouZivanych v ramci systému jsou 1 nebo 2,1 mm a systém
jako celek vynikd vysokou rychlosti analyz, sniZenou spotfebou organickych

rozpoustédel ¢i vysokou separaéni Géinnosti a citlivosti.

Prace se také zabyvala problematikou hmotnostni spektrometrie, ktera je
V posledni dobé vzhledem ke svym vyhodam casto vyuZivanou detekcni technikou ve
spojeni S chromatografickymi metodami. V ramci kapitoly o hmotnostni
spektrometrii byly pro nazornost probrany konvencni ioniza¢ni techniky, ze kterych
se jich dnes naprosta vétsina bézné pouziva. V budoucnu se tyto techniky budou stale
vice nahrazovat novymi a modernimi ioniza¢nimi technikami, které se vyznacuji
lep§imi ioniza¢nimi schopnostmi. Prace také podava informace o hmotnostnich

analyzatorech, ze kterych se vétSina pouziva 1 v tandemové hmotnostni spektrometrii.
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Soucasti kapitoly bylo 1 kratké pojednani o detektorech, které se nejcastéji

V hmotnostni spektrometrii vyuzivaji.

V dalsi kapitole je vénovéana pozornost vyhledavéani informaci o UHPLC
analyzach riznych skupin latek v internetovych databazich. Graficky piehled, ktery je
také soucasti dané kapitoly je rozd€len na 2 ¢asti podle internetové databaze, ve které
byly odborné c¢lanky publikovany. Jednalo se v podstaté¢ o porovnani databazi
ScienceDirect a Web of Science. V databazi ScienceDirect bylo nalezeno celkem 104
¢lankd, které byly publikovany od roku 2005 az do listopadu 2008. Nejcastéji
analyzované skupiny latek byly drogy, antibiotika, pesticidy a steroidni hormony.
Z grafického prehledu je patrné, Ze UHPLC analyzy se tykaly velmi Sirokého spektra
latek a od roku 2005 se pocet publikovanych ¢lankd vyznamné zvySoval. Databaze
Web of Science obsahovala vice nez dvojnasobné mnozstvi odbornych ¢lankt (251)
V porovnani s databazi ScienceDirect. Prvni c¢lanky o UHPLC metodice byly
v databazi Web of Science publikovany uZz vroce 2004. Stejné jako v databézi
ScienceDirect se pocet clankl publikovanych v jednotlivych letech prudce zvySoval a
UHPLC analyzy se tykaly velkého mnozstvi latek, jak je patrné z grafického
prehledu.

V dalsi casti prace byl uveden tabulkovy piehled tykajici se aplikaci UHPLC
metodiky s riznymi typy detekce v oblasti environmentalni a potravinové analyzy.
V tabulkach jsou obsazeny zékladni informace, které byly v jednotlivych ¢lancich
vyhledany. V oblasti environmentalni analyzy byly detekovany rGzné druhy latek
nejéast&ji v odpadnich, podzemnich &i povrchovych vodach. Casto byly analyzovany
pesticidy nebo rtizné skupiny 1é€iv. V oblasti potravinové analyzy se €asto jednalo o
analyzu veterinarnich 1éCiv, pesticidl, antibiotik nebo naptiklad mykotoxint. Jak
v oblasti environmentalni, tak v oblasti potravinové analyzy byl nejcastéji vyuzit
analyticky systém Acquity UPLC od firmy Waters za vyuziti kolon Acquity UPLC
BEH C18 s 1,7 um casticemi. NejcastéjSim typem detekce byla tandemova

hmotnostni spektrometrie.

V zavéreéné Casti prace bylo uvedeno 5 konkrétnich ptikladt aplikaci UHPLC
metodiky Vv oblasti environmentalni a potravinové analyzy. U vSech piikladi jsou

uvedeny piisluSné chromatografické zdznamy analyzovanych latek. Po provedeni
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vSech uvedenych analyz se prokazalo, ze UHPLC metodika ve spojeni s hmotnostné
spektrometrickou detekci pfinasi vyhody ve smyslu zkraceni doby analyzy, zvySeni

separacni ucinnosti, zvySeni citlivosti a sniZzeni spotieby organickych rozpoustédel.
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