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ANOTACE

Tato diplomova prace si klade za cil sezndmit Ctendie s moznostmi on-line spojeni
kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie. V teoretické¢ ¢asti jsou také
diskutovany derivatizacni postupy pro analyzu oligosacharidi. Experimentdlné byly
méieny elektromigracni charakteristiky vybrané maltézové fady znacené ANTS pomoci
kapilarni zonové elektroforézy. Na zékladné vysledki byly vybrany optimalni podminky
pro CE-MS analyzu. On-line spojeni CE-MS bylo realizovano pomoci laboratorné
sestaveného nanoCEasy a komer¢né dostupného elektrospreje s trojitou trubici. Obé
spojeni byla porovnana podle jejich vlivu na separaci derivatizovaného maltézového

zebricku.
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TITLE

Comparison of the interface for coupling capillary electrophoresis with mass

spectrometry in the analysis of derivatized oligosaccharides

ANNOTATION

This master thesis is designed to assist the reader in acquiring the basic information about
the on-line coupling of capillary electrophoresis with mass spectrometry. Suitable
methods for the preparation of labelled oligosaccharides are also presented.
Electrophoretic characteristics of selected malto-oligosaccharides labelled with ANTS
were analysed by capillary zone electrophoresis, and optimal conditions for CE-MS setup
were identified. Based on separations of labelled malto-oligosaccharide ladder,
the performance of the in-house built nanoCEasy interface and the commercially

available triple tube sprayer interface was evaluated.
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UvVOD

Vzhledem k potencidln¢ Siroké skéle vyuziti je kapilarni elektroforéza spojena
s hmotnostni spektrometrii vniméana jako silny analyticky nastroj. Tato technika vSak
v soucasné dob¢ postrada Sirsi komercni podporu. On-line rozhrani totiz z praktického
hlediska piinasi fadu tskali, které vyzaduji pokrocCilou optimalizaci, aby bylo mozné najit
dostatecnou rovnovahu mezi robustni separaci a citlivou detekci. Mezi takova uskali patii
napiiklad konstrukéni teSeni elektrického propojeni separacniho napéti s napétim
pro ionizaci. V on-line uspofadani se nejcastéji uziva elektrosprejovd. Dalsi vyzvu
pfedstavuje optimalizace separacnich podminek s podminkami detekce, ptedevsim pokud
jde o sloZeni elektrolytu, ktery by mél byt kompatibilni s hmotnostni spektrometrii.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat komercné dostupné a laboratorné
sestavené spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Jejich srovnani bylo
provedeno podle jejich vlivu na separaci vybranych oligosacharidl, které byly
derivatizovany pomoci 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonové kyseliny (ANTS).

V teoretické ¢asti jsou uvedeny moznosti znaceni oligosacharidli se zaméfenim
na reduktivni aminaci. Dale jsou pfedstaveny moZnosti spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii a jejich rozdéleni do zakladnich tii skupin.

V experimentalni Casti byly hledany optimalnich separacni podminky
pro derivatizované oligosacharidy maltézového zebticku. Ve druhé casti jsou tyto
poznatky aplikovany na spojeni kapilarni zonové elektroforézy a hmotnostniho
analyzatoru doby letu a dale optimalizovéany v zavislosti na typu daného spojeni. Ta byla
porovnana nejen podle vysledkti méfeni (opakovatelnost a detekéni limity), ale také

z pohledu prace uZivatele.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Oligosacharidy

Monosacharidy piedstavuji zakladni stavebni kameny pro sacharidy jako takoveé,
nebot’ nemohou byt jednoduse hydrolyzovany na mensi jednotky. Jsou klasifikovany
podle poctu uhliki, pozice karbonylovych a hydroxylovych substituentd a prostorového
uspotadani. Dale mohou byt modifikovany enzymaticky, nejCastéji zavedenim jiné
funk¢ni skupiny. Tyto zmény pfispivaji k tomu, Ze si vyslednd molekula zachova svou
zakladni podobu, nicméné vykazuje rizné chemické a biologické vlastnosti, coz se
promita i do oligosacharidu. Ty vznikaji kondenzaci dvou az deseti stejnych ¢i riznych
monosacharidovych jednotek, které jsou mezi sebou propojené O-glykosidickou vazbou

[1-3].
1.1.1 Volné oligosacharidy

Oligosacharidy se v biologickych systémech mohou vyskytovat pfimo ve své
volné¢ form& nebo po hydrolytickém Stépeni delSich polysacharidovych fetézci.
Naptiklad v mléce, kde jsou oligosacharidy sestaveny z kombinace péti zékladnich
monomernich jednotek, mezi néz patii glukdza, galaktdoza, N-acetylglukosamin, fukdza
a kyselina sialova, zastupuji bohaty makronutrient, ktery pfispiva k imunitni regulaci,
podporuje probiotickou funkci a na kolonocytech brani patogenim v pfichyceni. Z toho

ditvodu se staly pfedmétem z&jmu pfi jejich stanoveni v matetském mléce [4, 5].
1.1.2 Vazané oligosacharidy

Daleko komplexngjsi pohled do oblasti vyzkumu sacharidi predstavuji
oligosacharidy kovalentn¢ vazané k lipidim, proteinim ¢i k jinym latkdm. V buiikach,
at’ uz eukaryotickych ¢i prokaryotickych, dochazi k fad¢ posttranslacnich modifikaci,
mezi nimiz se vyjima proces zvany glykosylace. Ten skyta rizné formy glykosylacnich
cest, které pfipojuji linearni nebo rozvétvené fetézce oligosacharidi na bilkovinny zaklad.
Na vystupu tak stoji glykoproteiny, které se 1i$i povahou vazby mezi cukernou jednotkou
a aminokyselinou. Mezi nejvyznamngj$i vazby patii jmenovité N-glykosidicka

a O-glykosidicka, dalsi jsou piehledn€ zminéné na obrazku 1.1 [6, 7].
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Obrazek 1.1 — Prehled vazeb mezi aminokyselinami a sacharidy, pfevzato a upraveno z[6]

Glykosylace hraje klicovou roli v fad¢ biologickych procest, jako je bun&cna
signalizace, komunikace, adheze, rozpoznavani a navazani latek na buné¢nou membranu
nebo apoptéza. Daleko dilezitéjsi je vSak jeji ucast na modulaci imunitni odpovédi
organismu. V poslednich letech byla zjisténa souvislost mezi zménami v glykosylaci
a nddorovym, autoimunitnim ¢i neurodegenerativnim onemocnénim. Postizené bunky
maji totiz jiné glykosylacni vzory nez zdravé bunky. Zmény v glykosylaci tak mohou
predstavovat diagnosticky marker, ktery by poukézal na nastup nebo progresi takové
nemoci [8—10].

Monitorovani rozliénych glykosylaénich forem nachazi své uplatnéni 1 v odvétvi
vyroby terapeutik zaloZzenych na glykoproteinech. Mezi né patii naptiklad biopolymerni
léCiva trastuzumab, vankomycin a erythropoetin. Pii jejich vyvoji se uvolnéné
oligosacharidy analyzuji kvili dohledu nad biologickou aktivitou 1écCiva,
jeho terapeutickou funkci, stabilitou a jeho bezpecnosti z hlediska imunogenicity
¢i pfipadnych kontaminantt [9, 11].

Dtlezitost kontroly kvality vyrobniho procesu a bezpecnosti 1éCiva podtrhla
heparinova krize, k niz doSlo mezi lety 2007 a 2008. Heparin je jednim ze zastupcu
polydisperznich aniontovych glukosaminoglykani s opakujicimi se disacharidovymi
stavebnimi jednotkami ve svém linearnim fetézci. Své uplatnéni nachazi dodnes
jako jedno z nejcastéji pouzivanych antikoagulans. B€hem jeho produkce vSak dochéazelo
k nechténé syntéze jednoho znadmérné sulfatovanych derivatl chondroitin sulfatu,
jenz u pacientii, kterym byl podan heparin s touto nezddouci latkovou ptimési, zpusobil

pfehnanou anafylaktoidni reakci, kterd v nékterych piipadech vedla az ke smrti.
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Tato krizova udalost poukézala na to, jak dalezité je vyvinout citlivou, selektivni metodu,
jejiz strategii by bylo odhalit nezndmé kontaminanty v podobné komplexnich vzorcich

[12, 13].
1.1.3 Uvolnéni oligosacharidii a metody analyzy

Vzhledem k velké velikosti slozenych polysacharidovych molekul a jejich
slozitym matricim by ziskany signal po analyze byl natolik komplexni, Ze by nebylo
mozné sledovat glykosylacni modifikace, misto jejich navazani a soucasné by bylo
obtizné charakterizovat jednotlivé klicové strukturni rysy. Pro jednodussi interpretaci dat
je vhodngjsi selektivné uvolnit z kostry polysacharidii oligosacharidové fragmenty,
které stale nesou diilezitou informaci o struktute, jsou dostate¢né malé, aby byly uc¢inné
separované, a nemaji tak Sirokou distribuci poméru naboje a velikosti. Cely proces se
sestava znckolika krokd amuize byt proveden chemicky nebo enzymaticky.
Pro deglykosylaci chemickou cestou se vyuzivd hydrazinolyzy nebo B-eliminace
v alkalické prostiedi NaBH4. Zatimco tento pfistup se voli pro glykoproteiny
s O-glykosidickou vazbou, pro N-glykany je daleko ¢astéjsi enzymatické St€peni pomoci
glykosidaz [11, 14, 15].

Pro analyzu jsou samotné oligosacharidy problematickymi molekulami, ptesto je
mozn¢ je analyzovat ve vétSing€ separacnich modu. Prakticky se osveédCily rlizné strategie
pro separaci kapalinovou chromatografii (LC), vcetné LC s obracenymi fazemi
s odpatfovacim detektorem rozptylu svétla nebo s detekci indexu lomu. Déle se osveédcila
iontové vyménna chromatografie s pulzni amperometrickou detekci nebo chromatografie
hydrofilnich interakci, idealni kvili hydrofilni povaze sacharidi [3, 9, 16].

Pomérné jednoduchou a materidlové levnou metodu predstavuje chromatografie
na tenké vrstveé. Ta ale nenabizi tolik vyznamnou separaci [16].

U analyzy sacharidl si své vyznamné misto naSla i nedestruktivni nukledrni
magnetické rezonance. Na zékladé 'H a *C chemickych posunt je mozné ziskat detailni
informace o strukturnich formach téchto molekul na ukor spotieby relativné velkého
mnozstvi Cistého vzorku a vysokych nakladi na instrumentaci [3, 8].

Pro pouziti plynové chromatografie (GC) musi byt sacharidy derivatizovany
pro zvySeni jejich tékavosti. S tim souvisi riziko ztraty vzorku nebo jeho znecisténi. GC

se nejcastéji spojuje s hmotnostni spektrometrii (MS) nebo s plamenovym ionizaénim
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detektorem. Pro analyzu sacharidii se nejedna o tolik castou techniku na rozdil
od elektroforetickych metod [16].

Velkou zménu v piistupu k analyzam piineslo spojeni MS se separacnimi
technikami, nejcastéji s LC a kapilarni zénovou elektroforézou (CZE). Pouziti samotné
MS neni obvykle idedlni pro analyzu sacharidd. Derivatizaci nebo spojenim s jinym
separacnim modem je mozné piekonat prekazku, kterd tkvi v jejich vysokém hydrofilnim
charakteru. Kvili nému se sacharidy neefektivné odpatuji, coz omezuje jejich ionizacni

ucinnost v iontovém zdroji [3, 9].
1.2 Kapilarni elektroforéza

Jednou ze silnych stranek separaci za vyuziti elektroforetickych metod je moznost
provést analyzy polarnich latek, mezi néz spadaji pravé oligosacharidy. Ty sice v roztoku
vykazuji neutrdlni charakter a jsou 1iobtizn¢ detekovatelné vzhledem k absenci
chromoforu ve své struktuie, pfesto je mozné tyto nedostatky odstranit vhodnymi postupy
aplikovanymi jesté pred pocatkem samotné analyzy [3, 17].

Klasické moddy kapilarni elektroforézy (CE) aplikovatelné v analyze
oligosacharidl, jejichz separa¢ni mechanismy jsou popsdny niZze na obrazku 1.2,
neposkytuji detailni informace o struktufe analytu. K jeho identifikaci je potieba pouzit
komer¢né vyrabéné referencni standardy, jejichZ migracni ¢asy se porovnavaji s analyty.
V kombinaci s referen¢nimi standardy byla snaha pfepocitat migrac¢ni casy glykant
na hodnoty, které by nebyly tolik zavislé na separacnich podminkach, urychlily by
identifikaci a eliminovaly by chyby zplsobené posunem migra¢nich ¢ast. Princip je
shodny s identifikaci latek v GC pomoci reten¢nich Kovatsovych indext. U analyz
glykant v CE rezimu se li§i tim, Ze se pracuje se standardizovanymi hodnotami GU
(z anglického glucose unit). Pomoci GU je mozné porovnat migracni ¢asy neznamych
glykanii s referencnimi daty glukézového Zebiicku obsahujiciho rizny pocet jednotek
glukézy. Model pocitd i s riznym stupném polymerace. Tato strategie je aplikovatelna
1 na separace pomoci LC, ktera se stala prvnim podkladem pro vznik takovych databazi,
mezi které patii naptiklad GlycoBase. Pro CE separace je vyznamnéjsi databaze GUcal,
z n¢hoz byl vyvinut software, ktery z elektroforegramu piimo urci hodnotu GU a k ni
pfifadi sledovanou latku. Nutné je vzit v potaz, Ze hodnoty GU jsou specifické viici

experimentalnim podminkam, pfi nichZ byly stanoveny [18-21].
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spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim spektrometrem (CE-MS). Vhodnou
ionizacni technikou se profilovana molekula ionizuje a nasledn¢ identifikuje [22].
Pouziti riznych moda kapilarni elektroforézy je oblibené z hlediska nékolika
faktorti. Nabizi vysokou rozliSovaci schopnost pro analyty s podobnymi vlastnostmi.
Separace probihaji relativné rychle, casto v fadu nékolika desitek minut. Spotteba
chemikalii k analyze je velmi mal4, a tedy i cenové a ekologicky pfizniva. Vzhledem
k davkovanym desitkdm nanolitri vzorku je CE vhodna, kdyz jsme limitovani mnozstvim
vzorku. Vzorek neni potfeba pted analyzou slozité upravovat. Separacni systém lze
jednoduse a rychle obménit, ¢imz je mozné rychle upravit separaéni podminky.
Po analyze jej neni potfeba dlouho proplachovat velkymi objemy kvilli eliminaci
zbytkovych slozek, které by zplisobovaly pamétové efekty. Ptistroje pro CE jsou navic

snadno automatizovatelné v piipadé velkého mnozstvi vzorkda [3, 23, 24].

{ Kapilarni elektroforéza J

Kapilarni zénova elektroforéza Kapilarni gelova elektroforéza
Rozdilna elektroforetickd pohyblivost Rozdilny pomér ndboje k hmotnosti
molekul podle poméru velikosti ndboje molekuly pfi prichodu situjicim
a hydrodynamického poloméru prostifedim polymerniho média
' N ' N
Micelarni elektrokineticka Mikroemulzni elektrokineticka
chromatografie chromatografie
Rozdilnd hydrofobicita molekul Rozdilnad hydrofobicita molekul
a jejich elektrostatické a jejich elektrostatické
interakce s micelou interakce v mikroemulzi

s “\

Kapilarni elektrochromatografie

Rozdilnd interakce molekul s mobilni
a stacionarni fazi v elektrickém poli

Obrazek 1.2 — Rozdéleni a charakterizace elektromigracnich technik uplatiiyjicich se v analyze
oligosacharidi, pfevzato a upraveno z [24]

1.2.1 Princip kapilarni zénové elektroforézy

Analyza molekul v uspofddani CZE vychdzi znékolika transportnich

mechanism, které k separaci pfispivaji selektivné i neselektivné [25].
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Elektroforeticka pohyblivost

Selektivné se narozdéleni molekul podili elektroforetickd pohyblivost,
ktera rovnéz zastupuje hlavni separaéni mechanismus. Jeji efekt se projevuje v systému
sestaveného z vodivého elektrolytu, separacni kapilary a ze dvou elektrod, na néz je
vlakéano stejnosmérné napéti, v jehoz disledku se generuje elektrické pole. Jeho intenzita
se po celou dobu aplikovaného napéti neméni a po vlozeni nabité Castice do takovéto
sestavy je Castice uvedena do pohybu. Velikost sily elektrického pole (Fk), ktera pritahuje
nabité ¢astice k opacné orientovanym elektrodam, je umérna velikosti ndboje iontu (g:)
a intenzité¢ elektrického pole (E), kterd je vyjadiena jako podil napéti (U) vlozené

na elektrody a celkové vzdalenosti mezi elektrodami (L), jak nize zndzorfiuje vztah 1.1:

Fp=q; E=q; ZU (1.1)
Symboly
Fe N elektricka sila,
qi C elektricky naboj ¢astice,
E Vom™! elektrické pole,
vlozené napéti,
L m celkova délka kapilary.

Zatimco rychlost nabité molekuly uvedené do pohybu roste, tfeci sila prostiedi
(F7) se stavi proti elektrické sile a brzdi tento pohyb ¢astice v elektrolytu. Pro sférické

Castice je tato odporova sila vyjadiena Stokesovym vztahem jako:

Fr=6-mw-n-1-v (1.2)
Symboly
Fr N frikéni sila prostredi,
n N-sm™? dynamicka viskozita prostredi,
ri m hydrodynamicky polomér ¢astice,
Vi m-s~! rychlost &astice.

Jakmile dojde k dosazeni rovnovézného stavu, kdy se obé protichidné sily
vyrovnaji, nabita ¢astice prestava zrychlovat a v kapildfe se zacne pohybovat konstantni
rychlosti, ktera je charakteristicka pro danou ¢astici a imérna intenzité elektrického pole.
Pro zjednoduseni porovnani charakteristik pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli byl

zaveden termin elektroforetickd pohyblivost () [25-28].
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Elektroforetickd pohyblivost je vyjadiena jako pomér rychlosti nabité Castice
k jednotkov¢ intenzité elektrického pole, jak zndzornuje rovnice 1.3. Zméni-li se vlozené
napéti na soustavu a s nim 1 intenzita elektrického pole, zméni se i rychlost nabité
Castice tak, aby pomér rychlosti ku intenzité elektrického pole ziistal zachovan.
Po dosazeni vztahu pro rychlost po dosazeni rovnovazného stavu do definice

pro elektroforetickou pohyblivost plati:

W= = ———— (1.3)

Z toho lze vyvodit n¢kolik praktickych dusledkti. Pohyblivost nabitych iontid
v kapilafe nezavisi na intenzité elektrického pole. Pfi zméné napéti se hodnota
pohyblivosti ¢astice nezméni takika vibec. Bez zdsahu vnéjSich vlivli a pfi daném
experimentadlnim uspofadani by mély byt migraéni c¢asy reprodukovatelné.
Elektroforetickd pohyblivost zavisi na velikosti naboje ¢astice, jejiho hydrodynamického
poloméru a viskozit& elektrolytu. Cim vétii je ndboj iontu, tim je jeho elektroforeticka
pohyblivost vyss§i, naopak ¢im vic roste jeho efektivni polomér v roztoku, o to nizsi
pohyblivost nasledné vykazuje, coz je spojené s delSimi migracnimi ¢asy. S rostouci
viskozitou elektrolytu rovnéz klesa elektroforetickd pohyblivost. Lze tedy uvést,
ze elektroforetickd pohyblivost je specifickd pro kazdy iont jednotlivé, vzhledem
k poméru velikosti naboje Castice a jejiho efektivniho poloméru. Tento pomér je

podstatou separa¢niho mechanismu CZE a u ostatnich konfiguraci CE [25, 26, 28, 29].

Elektroosmoticky tok

Elektroforetické separace doprovazi jev zvany elektroosmoticky tok (EOF). V typickém
instrumentalnim uspotfaddani CZE se projevuje poté, co je kapildra naplnéna vodivym
elektrolytem, oba jeji konce jsou ponofené do nadobek s elektrolytem spole¢né
s inertnimi  elektrodami, standardné¢ platinovymi, a kelektrodam je pfipojen
vysokonapétovy stejnosmérny zdroj. K béZné pouzivanym kapilardm v této sestavé se
tfadi kifemenné sklo, které je z vnéjSku pokryto tenkou vrstvou polyimidu, jehoZ funkci je
zvysit pruznost kiehké kapilary. Ta je vétSinou 25-75 cm dlouhd, s vnéjSim priimérem
kolem 300—400 um a vnitinim 25-75 pm. Kapildra mé na svém povrchu rtzné typy
silanolovych skupin SiOH s hodnotami pKa. mezi 3 az 5. V rozmezi pH slabé kyselého
az zésaditého roztoku proto podléhaji disociaci na SiO~, vlivem ¢ehoz vnitini strana

separacni kapilary vykazuje zaporny naboj [30, 31].
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Vzhledem k tomu, ze faze s vyS$i permitivitou byva pozitivné polarizovana
oproti jiné, voda proto nese kladny potencial v porovnani se zaporné nabitou vnitini
sténou kapilary. Z toho divodu tvoii molekuly vody se solvatovanymi kationty
na rozhrani se sténou kapilary Sternovu statickou elektrickou dvojvrstvu a dale od ni pak
difuzni vrstvu, kde jsou kationty stale elektrostaticky ptitahovany ke stén¢ kapilary. Tato
interakce neni pfili§ silna, a proto se difuzni vrstva miize pohybovat, coz se dé¢je
po zavedeni elektrického pole. Solvatované kationty z elektrolytu jsou unaSeny
k opaénému polu, tedy ke katode€, a béhem toho s sebou hromadné strhavaji elektrolyt
v celém jeho objemu. Vysledkem tohoto déje je pak EOF, vlivem kterého migruji
vSechny slozky elektrolytu stejnou rychlosti smérem ke katod¢, a to véetné neutralnich
molekul a aniontt [29].

Z vyse uvedeného vyplyva, ze EOF neni specificky pro kazdy iont roztoku.
Presto jde o dulezity transportni mechanismus, ktery ovliviluje kvalitu separace,
napiiklad z hlediska rovnomérného profilu toku elektrolytu, a ktery je mozné vyjadfit
elektroforetickou pohyblivosti (uror) analogicky jako podil konstantni rychlosti,
tentokrate EOF, a intenzity elektrického pole [28].

Pohyblivost EOF je obvykle vyssi nez pohyblivost nadavkovanych iontd.
Davkovani se provadi zpravidla z anodové strany kapilary. JelikoZ pohyblivosti EOF
a separovanych castic vykazuji bud’ stejny, nebo opacny smér, celkovou pohyblivost
Castice nasledn€ udava jejich vektorovy soucet. Vysledkem je pak zdanliva
pohyblivost (u.), kterd je pozorovana poté, co Castice dosahne detekéni zony. Skutecna
pohyblivost pro separovanou castici (1) se nazyva efektivni pohyblivost, jak ilustruje
obrazek 1.3. Na detektor u katodové strany postupné putuji zony v nasledujicim potadi:

e malé kationty — vlivem EOF a vysoké elektroforetické pohyblivosti
z dlivodu malého hydratovaného poloméru castice,

o velké kationty — se detekuji jako druhé kvili mensi elektroforetické
pohyblivosti nez v piipadé malych kationtt,

e neutralni latky — nenesou ndboj, a tedy nevykazuji elektroforetickou
pohyblivost, ale jejich pohyb je fizen EOF, a proto mohou vystupovat
jako idealni marker EOF z diivodu shodnych migra¢nich ¢ast,

e velké anionty — ze své povahy by migrovaly k anodé€, pfesto opacny

vektor EOF je vétsi, a anionty tak migruji pozd¢€ji nez neutralni latky,
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e malé anionty — maji vyssi elektroforetickou pohyblivost k anodé
nez anionty s vétSim hydratovanym polomérem 1 véEtsi  opacné
orientovany vektor nez EOF, tudiz migruji ke katodé posledni

nebo nemusi byt detekovany vibec.

ﬂNastrlk EOF Detekce

888888888888

888888888888

Obrazek 1.3 — Migracni pofadi iontovych a neutralnich molekul v z&vislosti na EOF,
pievzato a upraveno z [26]

Velikost EOF podminuje kromé permitivity (¢) a dynamické viskozity elektrolytu
() rovnéz zeta—potencial ({), ktery vznika na rozmezi difuzni a statické vrstvy. Cim vétsi
je, tim intenzivnéjsi mobility mize EOF dosahovat. Naopak klesne-li na nulu, EOF se

zcela zastavi, jak vyplyva z rovnice 1.4:

Heor = % (1.4)
Symboly
ucor  m?=s V1 elektroforeticka pohyblivost EOF,
€ Fm™! permitivita,
¢ 14 zeta-potencial.

Velikost zeta-potenciélu, a potazmo EOF je moZné ovlivnit volbou pH elektrolytu,
jeho iontovou silou nebo vlivem dynamickeé ¢i statické modifikace kapilarni stény [26,

28, 32].
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1.2.2 Faktory ovliviiujici rozliSeni

Pti elektroforetickych separacich dochazi k n€kolika neptiznivym efektim,
které jsou navzajem aditivni a pfispivaji k rozsifovani zoén, coz znemoziuje rozliSit
jednotlivé zény a integrovat je. Cim vysi je rozlideni, tim 1épe jsou jednotlivé zony
od sebe oddélené. Pti optimalizaci separace v CZE a obecné v CE je nutné pocitat
s faktory, jako jsou podélna difuze, adsorpce latek na kapilarni sténu, Joulovo teplo, vliv
davkovani vzorku, elektroforetickd disperze, disperze vlivem geometrie zakiiveni

kapilary nebo §itka detekéni zony [33, 34].
1.2.3 Detekce a derivatizace oligosacharidu

Oligosacharidy a sacharidy obecné maji vzhledem k po¢tu monosacharidovych
jednotek ve své struktuie rizné hydrodynamické poloméry a vétSina z nich je snadno
rozpustna ve vodnych roztocich elektrolytu. Na druhou stranu vykazuji neutralni povahu,
vyjma sacharidii s karboxylovou skupinou, kvuli ¢emuz nesplnuji piedpoklady
pro separaci podle klasickych elektroforetickych principii. Nabizi se hned nékolik
moznosti, jak se tomuto problému vyhnout. Pro jejich separaci v CZE je mozné
modifikovat zdkladni elektrolyty pouZzitim boratu, ktery jakoZto komplexotvorné ¢inidlo
tvofi se sacharidem negativné nabity boratovy komplex. Dale je mozné zvysit pH
nad disocia¢ni konstantu hydroxylovych skupin sacharidu, kdy dojde k jejich disociaci
a vytvoii se systém s jistou konjugaci dvojnych vazeb a volnych elektronl o negativnim
naboji. Tyto dva ptipady jsou aplikovatelné u detekénich metod, jako jsou bezkontaktni
vodivostni detekce nebo spektrofotometrickd detekce v UV oblasti [16, 35].

Jako tada jiny latek, samotné sacharidy absorbuji pfi vlnové délce 185 nm,
coz nedovoluje potiebnou selektivitu. K pfekonani nizké citlivosti detekce, zvySeni
stability analytu nebo zlepSeni ionizace pro detekci hmotnostnim analyzatorem se Castéji
voli derivatiza¢ni ptistup. Ten umozituje dosahnout optimalni a u€inné separace. Ve své
podstaté jde o jisty zasah do vlastnosti oligosacharidu, které vétSinou nejsou samy o sobe
nabité a postradaji chromoforni ¢i fluoroforni skupiny. Tyto aspekty jsou esencialni
pro vyvolani odezvy detektoru, ktery je kompatibilni s CE. Pii derivatizaci se
oligosacharid modifikuje ptidanim specifické UV-absorbujici nebo fluorescencni znacky
nesouci naboj. VétSina derivatizacnich c¢inidel je pouzitelnd pro detekci laserem
indikovanou fluorescenci (LIF), kterd je jednou z nejpouzivanéjSich metod

a soucasn¢ dovoluje vyrazné niZsi detekéni limity pro kvantifikaci. Oproti této strategii
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je mozné pouzit i neptimou detekci, kdy se chromofor nebo fluorofor pridava cilené
do zékladniho elektrolytu, jehoz absorpéni pozadi se zvysi a ustali na konstantni hodnot¢.
Jakmile oligosacharid s podobnym néabojem, jako je naboj znacky, dosahne detekéni
zony, nahradi zde chromofor nebo fluorofor. V tento okamzik se koncentrace znacky
skokove€ snizi, coz se projevi poklesem signalu, a na elektroforegramu se objevi negativni
pik odpovidajici danému sacharidu [16, 35-37].

Derivatizacnich strategii je hned nékolik. Mezi nejpouzivanéjs$i patii znaceni
sacharidové molekuly ptes poloacetalovy uhlik jest¢ pied separaci. Derivatizace
sacharidli by méla byt selektivni, ekonomicky a environmentalné nezatézujici a méla by
poskytovat stabilni produkty s vysokymi vytézky. Mezi takové se tadi reduktivni
aminace, oxidativni kondenzace s aromatickymi vicinalnimi diaminy, reakce s derivaty
hydrazinu, tvorba oxima z derivati hydroxylaminu a kondenzace se slouceninami
s aktivni methylenovou skupinou. V textu bude dal rozebran pouze princip reduktivni
aminace vzhledem ktomu, Zze tento pfistup byl zvolen v experimentdlni ¢asti

pro derivatizaci vybranych oligosacharidt [11, 38].

Reduktivni aminace

Reduktivni aminaci je mozné provést pouze u sacharidil s volnou poloacetalovou
skupinou, tedy na karbonylovém uhliku u redukujicich sacharidi. Neredukujici sacharidy
je potieba prevést enzymaticky nebo po hydrolyze kyselinou na mensi monosacharidové
jednotky, které nasledné vykazuji takzvany volny redukujici konec [39].

ZjednoduSeny reakéni mechanismus reduktivni aminace zahrnuje celkem tii
kroky. U sacharidi dochazi bézn¢ k vnitini cyklizaci, vlivem ¢ehoZ se v linearni podobé
vyskytuji pouze vyjimecné. V prvnim kroku, jak ukazuje obrazek 1.4, je proto potieba
otevfit sacharidovy kruh a zpfistupnit tak karbonylovy uhlik atakujicimu nukleofilu,
aby doslo k uplné derivatizaci. Rovnovadhu smérem k otevienému cyklu posunuje mirné
kyselé prostiedi, kterého se nejcastéji dosahuje kyselinou octovou nebo citronovou.
Ta navic rozpousti derivatizacni Cinidla, jelikoZ vétSina z nich je malo rozpustnych
ve vodnych roztocich, a podporuje stabilitu Schiffovy baze, kterd vznika hned v druhém

kroku reak¢niho mechanismu [38].
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HC=0O

CH,OH HC-OH
© CH,COOH  HO CH
OH CH = HC-OH
HO OH HC-OH
OH CH,OH

Obrézek 1.4 — Otevieni cyklu glukdézové jednotky

Druhy krok ptedstavuje nukleofilni adici primarniho aminu na karbonylovy uhlik
sacharidu za vzniku nestabilniho iminu za ztrdty molekuly vody, jak je znazornéné
na obrazku 1.5. Ten ma tendenci se zpétné€ hydrolyzovat na volny sacharid a amin. Aby se
tomu zabranilo, rovnovaha reakce se posouvéd v prospéch vzniku iminu nadbytkem
derivatizacniho ¢inidla. Hydrolyzu navic potlacuje dimethylsulfoxid (DMSO),
ktery jakozto aprotické rozpoustédlo zvySuje rozpustnost a reaktivitu sacharidu
a derivatizacniho Cinidla, diky ¢emuz reakce probihd i pii nizSich teplotach, obvykle

mezi 37-50 °C [38, 40].

HC=0 HC=N-R
HC-OH HC - OH
HO-CH + R NH, = =~ HO CH
HC-OH - H0 HC - OH
HC-OH HC - OH
CH,OH CH,OH

Obrazek 1.5 — Vznik nestabilni Schiffovy baze

Schiffova baze je v poslednim kroku, ktery je jiZ ireverzibilni, jak naznacuje
obrazek 1.6, redukovana na stabilni sekundarni amin. Jako reduktivni ¢inidlo se nejcastéji
pouzivéa kyanoborohydrid sodny, ktery je selektivni a redukuje pouze iminovou vazbu.
Nevyhoda v jeho pouziti spo¢iva v tom, Ze se v kyselém prostfedi snadno protonuje
a rozklada na toxicky kyanovodik. I z toho divodu je kyselé pH moderovano kyselinou

octovou [25, 38].

HC=N-R H,C—NH—R
HC-OH HC-OH
HO-CH NaCNBH; — Ho-cH
HC-OH DMSO HC-OH
HC-OH HC-OH
CH,OH CH,OH

Obrazek 1.6 — Redukce Schiffovy baze na sekundarni amin
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Kyanoborohydrid sodny je mozné nahradit jinymi Setrn€j$imi redukénimi Cinidly,
kterd jsou v kyselém prostiedi stabilni. Mezi takovymi si naSly své uplatnéni
2-pikolin-boranovy komplex, diethylamin-boranovy komplex a triacetoxyborohydrid
kyanovodiku, ptedstavuje pouziti fosfinovych ligandii s dvojmocnym rutheniem
nebo trojmocnym iridiem. Ty katalyzuji pfenos vodiku z kyseliny mravenci na Schiffovu
bazi [41].

Mezi znackami s volnou aminovou skupinou pro reduktivni aminaci v analyze
oligosacharidii pomoci CE dodnes pfevazuje znaceni 8-aminopyren-1,3,6-trisulfonovou
kyselinou, kterd je velmi citlivd pro LIF detekci. Ve spojeni CE-MS je preferované
znaceni kationickymi znackami oproti t€ém s trvalym zdpornym nébojem. Dlivodem je
lepsi separace v CE rezimu vzhledem k tomu, Ze nemigruji proti EOF, a efektivngjsi
ionizace v MS s lepSimi detekénimi limity méfenymi v pozitivnim moddu. Prehled
pouzivanych znac¢ek s kladnym nebo zapornym nabojem v CE-MS je uveden

na obrazku 1.7 [25, 42].

H2N 0 SOBH NH2 803H
e woe
HO.S HO,S SO,H

SO,H
8-aminopyren-1.3.6-trisul fonova kyselina 8-aminonaftalen-1.3.6-trisul fonova kyselina
COOH
It
L “He EHS\)OL cr
37 NHNH,
NH, CH,
4-aminobenzoova kyselina trimethylaminoacetohydrazid chlorid
H,N__O
K K
o) H,N =
H N@—f’( N
2 o—/ T~ |
prokainamid 2-aminobenzamid

Obrazek 1.7 — Anionické (A) a kationické (K) znac¢ky pro CE-MS analyzu oligosacharidt
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1.3 Hmotnostni spektrometrie

MS je citliva separacni technika, jenz umoziuje identifikovat a kvantifikovat
Siroké spektrum latek. Jeji velkou vyhodou je moznost detailné¢ studovat strukturni
a chemické slozeni latek, a to za pfedpokladu, ze takovou latku je mozné prevést
do ionizované podoby. MiiZe se tedy jednat o anorganickou i organickou latku. Cilem MS
je rozlisit rizné ionizované Castice v plynné fazi za vysokého vakua v hmotnostnim
analyzatoru. Na detektor nasledné dopadaji pozadované ionty rozdélené podle poméru
jejich hmotnosti a ndboje (m/z) k jejich intenzité. Pik s nejveétsim poctem detekovanych
iontl ve spektru je oznaCovan jako zakladni pik a ostatni jsou k nému vyjadieny
jako procentualni podil. Na obrazku 1.8 je zndzornéno, ze kterych zakladnich

komponentii je MS sestaven. K nim jsou uvedené vybrané konkrétni piiklady [43, 44].

lontovy zdroj "<Jl> Analyzator ‘<> Detektor -'<1J> Zazzanf?zrgsive

> Elektrosprej > Doba letu > Elektronovy nasobic
> Fotoionizace za > Kvadrupdlovy > Scintilacni s elektronovym
atmosférického tlaku > Magneticky sektorovy nasobicem
> Chemické ionizace za > Orbitrap
b

atmosférického tlaku lontova cyklotronova
> Laserem za Ucasti rezonance s Fourierovou
matrice transformaci

Obrazek 1.8 — Schéma zakladnich ¢asti MS, pfevzato a upraveno z [44]

1.3.1 Ionizace elektrosprejem

Zatim nebyla vyvinuta ioniza¢ni technika, kterd by byla univerzalni pro vechny
druhy latek. Proto se podle charakteru molekuly, naptiklad podle molekulové hmotnosti
nebo tepelné stability latky, vybird optimalni iontovy zdroj. Pfi vybéru je dilezité vzit
v potaz i mozné spojeni MS se separa¢ni metodou. Pro on-line spojeni CE-MS se nejvice
osvé&dcila ionizace elektrosprejem (ESI) vzhledem k tomu, Ze jde o nejSetrnéjsi techniku
vhodnou pro ionizaci polarnich az iontovych sloucenin za relativné nizkych pratoka
v fadu jednotek az desitek pul-min~! [45].

ESI patii mezi techniky, s nimiz je moZné operovat za atmosférického tlaku.
Nez je ionizovand latka vedena do hmotnostniho analyzatoru, pomoci vlozeného

elektrického napéti na ESI je z kapalného roztoku ptfevedena do plynné faze. V ptipadé
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neutralni latky se molekuly takové latky prevadi na ionty v zdvislosti na modu,
vnémz MS pracuje. V negativnim mdédu se molekuly nejcastéji  deprotonuji
jako [M—zH]*" nebo vznikaji adukty s kovy ve tvarech [M—zNa]*". U pozitivnhiho modu
je tomu naopak. V ESI je mozné sledovat riiznou distribuci nabojovych stavii latky. Casty
je vznik vicendsobnych nabitych forem s vys$s§im zapornym nabojem (z), kdez> 1. Formy
vicendsobné nabité se ve spektru projevi jako piky s niz§im m/z, nez je tomu u jednou
nabitych molekul se sudym poctem elektroni. Tohoto zpiisobu se bézn€ vyuziva
pii analyze velkych biomolekul, které jsou ve spektru detekovany pii nizkém m/z,
coz predstavuje velkou vyhodu u analyzatorti s nizkym hmotnostnim rozsahem [45, 46].

Ionty v ESI jsou generovany nasledujicim zptisobem. Vzorek prochazi kapiléarou,
na kterou je aplikované konstantni napéti v rozsahu do 6,0 kV. Vlivem toho se na vystupu
kapilary tvofi aerosol drobnych nabitych kapek analytu a rozpoustédla. Ty poméha
do prostoru rozptylovat zmlzujici plyn, ¢asto dusik, jenz se aplikuje i pro podporu toku
vzorku. Nabité rozpraSené kapky jsou vedeny do hmotnostniho analyzatoru dvéma
vzajemné prolinajicimi se cestami. Mezi ESI a hmotnostnim analyzatorem, u n€hoz se
pumpou udrzuje vakuum, dochazi ke vzniku tlakového spadu, ktery tidi pohyb iontd.
Vedle n¢j se uplatiuje i elektrické pole generujici se mezi ESI a analyzatorem.
U negativniho mdédu ESI vystupuje jako katoda a vstupni ¢ast analyzatoru je obracené
nabita. Kapky vystupujici ze spreje nabyvaji taktéz zaporného naboje, jaky je na zdroji
ESI, a proto se zaénou pohybovat k opaénému pélu, v tomto piipadé k anodé. Cim vétsi
se vklada napéti na ESI zdroj, tim rychlejsi je pohyb ionti k analyzatoru. Diky
vyhtivanému protiproudu suSiciho dusiku je rozpoustédlo z nabité kapky postupné
odpatovano a kapky se zmensuji, zatimco se hustota naboje na jejich povrchu zvysuje
az do kritického okamziku, kdy Coulombické sily prevysi povrchové napéti a nabitym
iontim na povrchu kapky je kineticky a energeticky umoZnéno piejit do plynné faze.
Frekvence celého tohoto procesu zavisi na velikosti elektrického pole mezi ESI zdrojem
a analyzatorem, na povrchovém napéti kapaliny a jeji elektrické vodivosti. Emitované
volné ionty pak kone¢né putuji pies skimmer do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou dale

analyzovany podle svého hmotnostné-nabojového poméru [46, 47].
1.3.2 Analyzator doby letu

Hmotnostni analyzator doby letu (TOF) patii mezi analyzatory s velkou

rozliSovaci schopnosti a s velkym hmotnostnim rozsahem, a proto je vhodny i na méteni
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velkych biomolekul. Rozdéleni nabitych iontl podle jejich poméru m/z se v principu
zjistuje métenim doby, za kterou ionty ptekonaji drahu priiletové trubice a doleti na jejim
konci na detektor [47].

Ptivadénym iontim do TOF je skrze pulzni elektrodu piidélen vysokonapétovy
extrakéni pulz, ktery je rozpohybuje smérem k detektoru a zaroven jim udéli stejnou
kinetickou energii (Ex). Vyjadti-li se z rovnice pro kinetickou energii hmotnost (m), ziska

se vztah 1.5:

2-E
m = sz (1.5)

Ze vztahu je patrné, Ze ionty s vySSi hmotnosti poleti k detektoru s nizsi
rychlosti (v), naopak lehéi ionty se k detektoru dostanou rychleji. Cely tento proces se
odehrava za vysokého vakua, aby se separovanymi ionty nic neinterferovalo.
Misto méfeni rychlosti je jednodussi zaznamenat ¢as, za jak dlouho ionty doleti na konec
priletové trubice. Zjednodusené schéma linedrniho TOF se separaci jednou zaporné

nabitych iontd s rozdilnou hmotnosti zobrazuje obrazek 1.9 [48].

Extrakéni i
miizky Priletova trubice
T =
o N
) - |
Pulzni © I
elektroda @ = @ o : :
© . |
|
lontova | => Detektor
optika =CL)
| OIS

Obrazek 1.9 — Zjednodusené schéma TOF v linearnim uspofadani bez reflektronu,
pievzato a upraveno z [48]

RozliSeni TOF je mozné zlepsit pouzitim reflektronti nebo iontovych zrcadel,
jejichz smyslem je kompenzovat rozdily v kinetickych energiich u iontl se stejnym m/z.
Reflektron piedstavuje soubor elektrod vytvarejici retardujici elektrické pole,
do néhoZ iont s vy$$i kinetickou energii pronikd hloub&ji nez iont s niz8i energii.
Na pomér m/z to vSak nema vliv. Takovému iontu pak trvd déle ndvrat do priletové
trubice. Diky tomu se kinetické energie obou iontii sjednoti a konecné jsou oba

detekovany ve stejnou chvili [47].
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1.4 Moznosti spojeni v CE-MS

Jelikoz se v CE operuje v oblasti velmi malych pratokt, pro on-line spojeni s MS
je k tomu nejvice kompatibilni ESI ioniza¢ni technika. Z praktického hlediska se vSak
jedna o velice komplikované spojeni, u n¢hoz je zapotiebi ptrekonat nekolik prekdzek
v podobé elektrického propojeni mezi elektroforetickou separaci a ESI ionizaci tak,
aby se vzajemn¢ negativné neovlivitovaly [49].

Konstruk¢né je tento problém fesen nasledovné. Na vstupu separacni kapilary je
elektroda, na niz se vklada separacni napéti maximalné do 30 kV, v rozsahu obou polarit.
V blizkosti vystupu separac¢ni kapilary se nachazi sdilena elektroda pro CE a ESI,
kterd uzavira separac¢ni obvod. Aby ESI stabiln€ sprejoval a bylo mozné na néj vlozit
potiebny potencial pro ionizaci, je zapotiebi ustanovit druhy elektricky obvod mezi ESI
elektrodou a koncovou elektrodou na vstupni ¢asti MS (endplate). Spolecna elektroda
pro CE a ESI pfedstavuje vyhodu v tom smyslu, Ze separacni a sprejovaci potencialy
mohou byt zvoleny nezavisle na sob¢, coz nahravd snazs§i optimalizaci podminek,
které tolik nelimituji CE separaci, ionizaci analytu nebo jeho detekei [50, 51].

Oba elektrické obvody musi byt uzavieny, a proto vznikaji rizné strategie,
podle nichz se voli spoleény referen¢ni bod pro uzemnéni, ktery usmériiuje rozdily
v proudech protékajicich obéma obvody. U vyrobct MS, jako jsou Agilent Technologies
a Bruker Daltonics, je uzemnéni elegantné zvolené u spole¢né elektrody pro CE a ESI,
coZ umoziuje nezavislou volbu podminek pro separaci a sprejovani. U Thermo Fisher
Scientific a jinych se podminky musi volit pe¢livé. Uzemnéni je totiZ az u vstupni ¢asti
analyzatoru. Nasledkem toho jsou oba okruhy na sobé zavislé a vhodné napéti se musi
dopocitat [52].

Vzhledem ke spolecné elektrodé CE a ESI bylo vyvinuto nékolik druht
spojovacich modula (interface), diky nimzZ jsou elektrické obvody uzavieny riznymi
zpisoby. Nekteré typy interface se dockaly komercializace a nachdzi své uplatnéni
v praxi, nejcastéji klinické, nicméné vétsina z nich jsou stale pfedmétem vyzkumu s cilem
tuto problematiku zdokonalit. Obecné je mozné je rozlisit do tii zakladnich skupin:
interface s ptidavnym tokem kapaliny (sheath liquid interface), interface bez ptidavného
toku kapaliny (sheathless interface) a interface s vodivym kapalnym spojenim (liquid
Jjunction interface). Specialni skupinou jsou miniaturizované CE systémy, které pro MS

bud’ pfimo generuji sprej, nebo maji integrovany emitor [53].
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1.4.1 Interface s pridavnym tokem kapaliny

Interface s ptfidavnym tokem kapaliny v podstaté odstartoval trend hledani
idealniho spojeni pro CE-MS a dodnes se fadi k nej¢astéji komercializovanym dopliikiim
pro tuto Zadanou instrumentaci. Tento ptistup vyuziva ptidavné vodivé kapaliny, kterd je
konstantné Cerpana k usti separacni kapilary, kde se misi s elektrolytem, aby zajistila
potfebny pratok pro stabilni ESI sprejovani. Diky této strategii neni sprejovani zavislé
na EOF, a tak uzivatel neni tolik svazéan slozenim zékladniho elektrolytu. ESI sprejovani
zarovenn podporuje koaxialné ptivadény nebulizacni plyn. Zjednodusené usporadani

zobrazuje obrazek 1.10 [51].

Nebulwyn Kovova jehla

Pridavna .~ > '\\

kapalina ) '
Separacni
kapilara

Obrazek 1.10 — Uspotadani interface s koaxialni ptidavnou
kapalinou, pfevzato a upraveno z [51]

Dalsi konstruk¢ni vyhodou této sestavy je, Ze ptidavna kapalina uzavira elektricky
okruh pro CE, jelikoz je v kontaktu s kovovou trubici, na niz se pfivadi napéti pro ESI.
Tato vnéjsi kovova trubice je nejcastéji z platiny, aby béhem elektrochemickych procest
nedochézelo k jeji oxidaci, kterd by zptsobovala ucpani separacni kapilary nebo by
vytvarela komplexy s analyzovanymi ionty a sniZovala by tak citlivost detekce [53].

Pro ziskani nejvyssi ioniza¢ni uc¢innosti a kompatibility s elektrolytem je dilezité
optimalizovat slozeni pifidavné kapaliny. Ta se nejCastéji sklada z organického
rozpoustédla, které napomahd ionizaci a snizuje povrchové napéti, smichaného s malym
mnozstvim tékavé kyseliny nebo béze, jejichz tkolem je (de)protonovat molekuly
analytu. Vhodnym sloZenim je mirné kompenzovano fedéni rozdélenych zén. Redéni se
projevuje z diivodu velkého rozdilu mezi pritokem ptidavné kapaliny, ktery je v rozmezi
1 az 10 pl'min’

20 az 100 nl'min~" [50, 51].

, a pratokem elektrolytu v separani kapilafe, ktery dosahuje

Pro ziskani lepSich detekcnich limith byl navrzen interface operujici v podobném

usporadani, tentokrate bez trubice pro nebulizacni plyn, kdy separacni kapilara je vloZzena
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do zuzujiciho se emitoru s vnitinim primérem 2—10 pm. Jde o uspofadani ne tolik
komercné rozsifené, ale mozné pro sestaveni v laboratofi, které ziskalo nazev nanoESI
interface nebo také interface se spojenim ve Spicce (junction-at-the-tip interface).
Vyhodou nanoESI je moznost snizit prutoky piidavné kapaliny, kdy separované zony
nejsou tolik fedény jako v ptipad¢ prvni moznosti, a dosdhnout lepsi ionizace vlivem
mensiho priméru nabitych kapek formujicich na vystupu emitoru, coz souvisi s mensim
tvarem spreje (Taylorovym kuzelem) [50, 53].

O prvni nanoESI interface se pokusili F. Hsieh a jeho skupina, ktera pro emitor
vyuzila nepokryté borosilikatové sklo, do n€hoz se vlozily separacni kapilara a kapilara

pro piidavnou kapalinu napojend na externi rezervoar a elektroda pro ESI napéti [54].

Pridavna
kapalina Sklenény emitor

Separacni Y ]

k -If e E
apilara
/

Elektroda -

Obrazek 1.11 — Uspotadani nanoESI podle Hsieha,
pfevzato a upraveno z [54]

Od této sestavy se odvijela skupina N. J. Dovichiho, jejichz interface ma elektrodu
vloZenou do externiho rezervoaru pro pfidavnou kapalinu, ktera je napojena na emitor
pies spojku tvaru T. Mezi elektrodou a emitorem vznika potencidlovy spad,
ktery nasledné elektrokineticky nasava piidavnou kapalinu do emitoru. Skupina D. D. Y.
Chena se pak pokusila nahradit sklenény emitor emitorem z nerezové oceli. Pritok

pomocné kapaliny pak snizili na 0,1 pl'min~' [55, 56].
1.4.2 Interface bez pridavného toku kapaliny

Interface bez ptidavné kapaliny byl vytvoten jako pokus zcela eliminovat problém
fedéni analytu. Bez pfidavné kapaliny je pratok potiebny na generovani spreje fizen
pouze tokem v separacni kapilafe, proto slozeni zakladniho elektrolytu musi spliiovat
podminky jednak pro separaci a jednak pro ESI sprejovani. Aby se na vystupu kapilary
vytvoril stabilni Tayloriv kuzel spreje, kapilara se na svém konci leptd nebo se po zahtati
vytahuje, aby se zmensil jeji vnéj$i primér na piiblizné 5 az 10 pm. Takova kapiléra je
vloZena do kovové trubice, na kterou je ptfivadéno napéti pro ESI. Spole¢ny robustni

elektricky kontakt mezi separacni kapilarou a trubici zajist'uje vodiva kapalina, nejcastéji
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organickad kyselina, ktera je z externiho rezervodru konstantné obméiovana, aby se
odstranily nechténé produkty elektrochemického rozkladu [50].

Vzhledem k tomu, Ze zuzena Spicka kapilary je porézni, do elektrolytu skrze sténu
separacni kapilary mohou prochazet malé ionty z vodivé kapaliny. Timto zptisobem je
vyfeSeno uzavieni elektrického okruhu pro CE a rovnéz se tak predchazi tvorbé bublinek
v separacni kapilafe po zapojeni obvodu. Podle ziizené kapilary byl interface pojmenovéan
jako interface s porézni SpiCkou (prous-tip interface) a vychéazi z prace M. Moiniho.
Interface je komercné dostupny pod nazvem CESI 8000 (Sciex). Jeho pouziti je
vSak limitovano vnitinim primérem separacni kapilary. Lze totiz pouzit kapilary
do vnitintho praméru 30 pm. Z hlediska citlivosti se pohybuje na podobné trovni
jako nanoESI s tim, Ze neni tolik zatizen mrtvym objemem oproti nékterym sestavam
nanoESI. Zjednodusené schéma interface s porézni Spickou je popsano na obrazku 1.12

[51,57].

Kovova trubice

Separacni ( B—F—
kapilara
( \\ )
Vstup pro Vodiva ch’ri‘é'ﬁg'
vodivou kapalinu kapalina P

Obrazek 1.12 — Interface s porézni $pi¢kou podle Moiniho,
prevzato a upraveno z [57]

Za zminku stoji 1 prvni pokusy o uzavieni elektrického obvodu potdhnutim
nevodivé Spicky separacni kapilary vodivym materidlem. Takové emitory disponovaly
kovovym, grafitovym nebo polymernim povlakem, nicméné jejich Zivotnost dosahovala

pouze nekolika stovek hodin, a proto jsou stale predmétem testovani [58].
1.4.3 Interface s vodivym kapalnym spojenim

Interface s vodivym kapalnym spojenim kombinuje ptedchozi dvé sestavy
s dirazem na vys$i citlivost pfi pouziti piidavné kapaliny. Ta je zde oznacovana
jako pomocna kapalina (makeup liquid), ptes kterou je uzavien elektricky okruh pro CE.
Pomocna kapalina musi byt opét vodivého charakteru s podobnym sloZenim, jaké maji

ptidavné kapaliny u vySe popsané problematiky. V T-spoji spojuje axidlné separacni
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kapilaru s emitorem pro ESI, jenz je jindy taktéz oznaCovany jako sprejovaci kapilara,
ktera je ocelova nebo z kiemenného skla a ma vnitini primér 10—50 pm. Télo spoje muze
byt zhotoveno ze skla nebo z polymert (polypropylen, polysulfonat). Schéma této sestavy

je popsano na obrazku 1.13 [50, 53].

T-spoj
Separacni 20-200 pm . ]
kapilara Sprej_oyau
( [ kapilara
Elektroda
Pomocna ] [
kapalina 1

Obrazek 1.13 — Interface s vodivym kapalnym spojenim,
prevzato a upraveno z [44]

Ptestoze u tohoto interface byla snaha zachovat citlivost interface bez ptidavné
kapaliny, bohuzel 1 zde dochézi k rozsifovani zon. Pfispiva k tomu mezera v T-spoji
mezi kapilarami, kterd se pohybuje vétSinou v rozmezi 20—200 um. K ni je vpravena
elektroda pro ESI okruh. Pro spravnou optimalizaci podminek a zajiSténi
reprodukovatelnych vysledkl je klicové sladit spravnou vzdalenost mezi kapilarami
a zajistit homogenni miseni pomocné kapaliny s elektrolytem, coZ se nejcastéji provadi
tlakové. I kvili témto divodim nebyl tento typ spojeni zatim uspésné uveden na trh.
Vyvoj u tohoto interface v sou¢asné dobé smetuje k miniaturizaci, jelikoz mikro¢ipové

sestavy by mohly nahradit T-spoje [50, 53, 58].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina, > 90 % (Sigma-Aldrich, USA)
acetonitril, > 99,9 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

amoniak, 20—22 % (Analytika, Ceska republika)
D-(+)-Malt6za hydrat, > 99,0 % (Sigma-Aldrich, USA)
deionizovana voda, pfipravena na Univerzité Pardubice skrze Milli-Q Reference
Water Purification System

deionizovand voda pro LC-MS (Sigma-Aldrich, USA)
dihydrogenfosforecan sodny, 99,6 % (J. T. Baker, Nizozemsko)
dimethylsulfoxid, 99,9 % (J. T. Baker, Nizozemsko)

ethanol, 96 % (Sigma-Aldrich, USA)

hydrogenfosfore¢nan sodny, 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)
hydrogenuhli¢itan amonny, pro LC-MS (Fluka, Némecko)
hydrogenuhli¢itan sodny, p. a. (Penta, Ceska republika)
hydroxid sodny, p. a. (Penta, Ceské republika)
isopropylalkohol (IPA), 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)
kyanoborohydrid sodny, 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

kyselina fluorovodikova, 38—40 % (Penta, Ceska republika)
kyselina octova, 99,8 % (Fluka, Némecko)

kyselina sirova, 96 % (Sigma-Aldrich, USA)

kyselina trihydrogenfosforecna, 85 % (Acros Organics, Belgie)
maltooligosacharidovy kit, DP 3—7 (Sigma-Aldrich, USA)
methanol, 99,9 % (Sigma-Aldrich, USA)

mraven¢an amonny, > 99,0 % (Fluka, Némecko)

octan amonny, 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

tetraboritan sodny, 99,5 % (Lachema, Ceska republika)
thiomocovina, > 99,0 % (Sigma-Aldrich, USA)
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2.2 Pouzité pristroje a vyhodnocovaci programy

e analytické vahy H51-D (Sartorius, Némecko)

e hmotnostni spektrometr maXis Impact ESI-TOF (Bruker Daltonics, Némecko)
e interface G1607A CE-ESI-MS sprayer kit (Agilent Technologies, Némecko)

e interface nanoCEasy, sestaven na Ustavu analytické chemie AV CR

e kapilarni elektroforéza Agilent 7100 CE (Agilent Technologies, Némecko)

e kapilarni elektroforéza Agilent CE G1600AX (Agilent Technologies, Némecko)
e linearni davkova¢ KDS 100 Series (KD Scientific, USA)

e magnetické michadlo Topolino (IKA, Némecko)

e pH metr Orion Star A111 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e suSarna SICO-100 (Watrex Praha, ptivodné SISw, Ceska republika)

o stereoskopicky mikroskop STM 722 (Euromex, Nizozemsko)

o stiikackové filtry s péry 0,45 um (VWR, Cina)

e ultrazvukova ldzen Sonorex Super RK (Bandelin, Némecko)

e vortex Yellowline TTS2 (IKA, Némecko)

e program Compass DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics, Némecko)

e program Excel 2024 (Microsoft Corporation, USA)

e program Chemstation G1601 (Agilent Technologies, Némecko)

e program Origin 2025 (OriginLab Corporation, USA)

e program Statistica 14.0.0.15 (TIBCO Software, USA)

2.3 Priprava vzorki

Pro analyzu byly zvoleny oligosacharidy maltézového Zebticku — maltoza (M),
maltotrioza (M3), maltotetraoza (M4), maltopentéza (MS5), maltohexdéza (M6)
a maltoheptoza (M7). Tyto latky byly pomoci reduktivni aminace pfevedeny na derivaty
znaéené ANTS podle postupu skupiny P. Cesly [59], ktera vychazela z postupu ptivodné
publikovaného P. Jacksonem [60].

Pro derivatizaci byl pfipraven zasobni roztok ANTS o koncentraci 70 mg-1"!
rozpu$ténim piislusné navazky cinidla v roztoku kyseliny octové a MiliQ deionizované
vody 3:17 (v/v) a zasobni roztok kyanoborohydridu sodného o koncentraci 0,8 mol-1™!

rozpusténim pozadované navazky v DMSO. Standardy malt6zového Zebticku byly
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pfipraveny navazenim 1 mg kazdého zoligosacharidi do plastovych zkumavek
Eppendorf a do jednotlivych zkumavek bylo pipetovano 15 pl zasobniho roztoku ANTS
a 15 pl zasobniho roztoku reduktivniho ¢inidla. Reakéni smési byly vlozeny do vzduchem
vyhiivané susarny nastavené na teplotu 40 °C po dobu 15 hodin. Po prob&hnuti reakce
byly zkumavky néasledné doplnény MiliQ vodou na 500 pl a mezi dny uchovavany ve tmé

v lednicce, pfi teploté 4 °C.
2.4 Priprava elektrolyti

Béhem separaci pomoci kapilarni elektroforézy s UV-VIS detekei bylo sledovano
migra¢ni chovéani derivatizovanych oligosacharidii v zdvislosti na slozeni riznych
elektrolytd. Pro popsani takovych charakteristik byly zvoleny nasledujici elektrolyty:
tetraboritanovy, fosfatovy, octanovy, mravencanovy a hydrogenuhli¢itanovy.
Ze znaenych standardii vzorkd maltézy byly pro vlastni analyzu pfipraveny smésné
vzorky, pokazdé ziedéné padesatkrat jednotlivymi elektrolyty o pfislusné koncentraci

apH.

Elektrolyt tetraboritanu

Tetraboritanovy elektrolyt byl pfipraven ve tfech rtiznych koncentracich 25 mM,
50 mM a 75 mM, vSechny tii o stejném pH 9,5. Pro pfipravu jednotlivych roztoki byl
navazen NaxB4O7 na analytickych vahéach a pfislusné navazky pro kazdou z koncentraci
byly rozpustény v malém mnozstvi MiliQ vody. Na pfedem zkalibrovaném pH metru
bylo ovéfeno jejich pH a pfipadné upraveno malym mnozstvim roztoku NaOH
na pozadovanou hodnotu. Roztoky byly nasledné kvantitativné pfevedeny do 25ml
odmérnych ban¢k a doplnény po rysku. Elektrolyty byly pfed samotnym méfenim
filtrovany skrze plastové stiikackové filtry s 0,45 um pory a prevedeny do plastovych

elektroforetickych nadobek o objemu 1,5 ml.

Elektrolyt fosfatu

Fosfatové elektrolyty byly pfipraveny ve tiech riznych koncentracich 25 mM,
50 mM a 75 mM, vSechny tfi o kyselém a neutralnim pH.

Fosfatové elektrolyty o pH 2,5 byly pfipraveny navaZenim pozadovaného
mnozstvi NaH2PO4-H20 pro vyse uvedené koncentrace a rozpuSténim v malém mnoZstvi

MiliQ vody. Na pH metru bylo ovéfeno jejich pH a ptipadné upraveno malym mnozstvim

37



H3PO4 na pozadovanou hodnotu. Roztoky byly nasledné kvantitativné pirevedeny
do 25ml odmérnych banék a doplnény po rysku. Déle se postupovalo jako v predchozim
pripadé.

V ptipad¢ fosfatovych elektrolytt o pH 6,5 byly navazeny pozadované navazky
NaH;PO4'H20 (kyselina) a Na,HPO42H>O (baze) pro vyse uvedené koncentrace
a rozpuStény v malém mnozstvi MiliQ vody. Na pH metru byla ovéfena pozadovana
hodnota pH a ptipadné upravena piidavkem kyseliny nebo baze. Dale se postupovalo

jako u ptedchozich pufr.

Elektrolyt octanu amonného

Elektrolyty octanu amonného byly pfipraveny v koncentracich 10 mM, 30 mM
a 50 mM, pokazdé o jednotném pH 6,5. Pro ptipravu jednotlivych pufr bylo navazeno
potfebné mnozstvi octanu a rozpusténo v malém mnozstvi MiliQ vody. Pro CE-MS
analyzu byla navéazka rozpusténa ve vodé LC-MS kvality. Na pH metru byla ovéfena
pozadovand hodnota pH, kterd byla upravena malym ptidavkem vodného roztoku

amoniaku nebo kyseliny octové. Dale se postupovalo jako u ptedchozich pufri.

Elektrolyt mravenéanu amonného

Elektrolyty mraven¢anu amonného byly pfipraveny v koncentracich 10 mM,
30 mM a 50 mM, pokazdé o jednotném pH 6,5. Pro ptipravu jednotlivych pufri bylo
navazeno potiebné mnozstvi mravencanu a rozpusténo v malém mnozstvi MiliQ vody.
Na pH metru byla ovéfena pozadovand hodnota pH, kterd byla upravena malym
pfidavkem vodného roztoku amoniaku nebo kyseliny mravenci. Déle se postupovalo

jako u predchozich elektrolyta.

Elektrolyt hydrogenuhli¢itanu amonného

Elektrolyty hydrogenuhli¢itanu amonného byly pfipraveny v koncentracich
10 mM, 30 mM a 50 mM, pokazdé o jednotném pH 8,0. Pro ptipravu jednotlivych pufrt
bylo navéazeno potfebné mnozstvi hydrogenuhli¢itanu a rozpusténo v malém mnozstvi
MiliQ vody. Na pH metru byla ovéfena pozadovana hodnota pH, kterd byla upravena
malym pifidavkem vodného roztoku amoniaku. Déle se postupovalo jako u ptedchozich

elektrolyta.
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2.5 Kapilarni elektroforéza s UV-VIS detekci

Migracni chovani oligosacharidového zZebticku maltozy bylo zprvu analyzovéano
na kapilarni elektroforéze od Agilentu, modul CE G1600AX, ktery byl vybaven
detektorem diodového pole pro UV-VIS detekci (190—600 nm). Na zakladé vysledkt
méieni byl vybran optimalni elektrolyt pro CE-MS analyzu.

2.5.1 Priprava kapilary

Pro samotnou analyzu byla pouzita nepokryta kiemenna kapilara (Polymicro
Technologies, USA) potazena elastickym polyimidem s vnitfnim primérem 50 um
a vnéjSim prumérem 375 pum o celkové délce 51 cm a o efektivni délce 42 cm.

Pozadovana délka kapilary byla ufiznuta diamantovym nozem po zisk rovnych
fezi na koncich kapilary. Detekéni okénko bylo vytvofeno opalenim polyimidu,
jehoz zbytky byly setieny buni¢inou napojenou ethanolem. Takto pfipravena kapilara
byla vloZena do plastové kazety s vhodnym UV-VIS interface odpovidajici vnitinimu
priméru kapilary.

Kapiléra byla mezi méticimi dny kondiciovana 1M NaOH po dobu 800 s, vodou
MiliQ po dobu 600 sa zakladnim elektrolytem po dobu 600 s, pokazdé pii tlaku
930 mbar. Mezi méfenimi byla kapilara promyta 1M NaOH po dobu 120 s, vodou
po dobu 300 s a elektrolytem taktéz 300 s. Na konci méficiho dne byla kapilara promyta
pouze vodou po dobu 600 s.

2.5.2 Podminky separace

Do elektroforetické nadobky s konickym dnem bylo pipetovano vzdy 25 pl
smésneho vzorku zifedéného prislusnym elektrolytem. Jako marker EOF byl pouZit roztok
thiomocoviny, jehoz 0,1M zasobni roztok pfipraveny z vypoctené navazky rozpusténé
v ptislusSném mnozstvi MiliQ vody byl 250krat zfedén. Podminky méfeni se mirn€ ménily
v zévislosti na typu zékladniho elektrolytu.

Pro fosfore¢nanovy pufr o pH 2,5 bylo pouzito hydrodynamické davkovani
50 mbar po dobu 5 s. Teplota kapilary byla udrzovana termostatem na 25 °C. S ohledem
na minimalni EOF, ktery se pfi tomto pH neuplatiiuje, a tudiz je zanedbatelny, bylo

zvoleno separacni napéti —30 kV, —25 kV, —20 kV a —15 kV s negativni polaritou
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na inletu u zacatku kapilary. Vlnova délka pro detekci pti 220 nm, s Sitkou 10 nm, byla
zvolena na zakladé¢ literatury [61, 62].

U ostatnich pufra bylo pouzito hydrodynamické davkovani 50 mbar po dobu
5-2,5 s. Teplota kapilary byla udrzovana na 25 °C, u tetraboritanového elektrolytu byla
separace provedena i za 20 °C. Separacni napéti se vkladalo opét v rozsahu 30—-15 kV,
tentokrate s negativni polaritou na outletu u detektoru. VIinova délka pro detekci byla

vybrana obdobn¢.
2.6 Kapilarni elektroforéza s MS detekci

Ve druhé polovin¢ experimentalni ¢asti byly veskeré separace oligosacharidového
zebticku maltézy provedeny na pfistroji Agilent 7100 CE, ktery byl spojen s ESI-TOF
hmotnostnim spektrometrem maXis Impact od spolecnosti Brucker Daltonics. V tomto
usporddani byly porovnany nasledujici CE-MS spojeni: v laboratofi sestaveny
nanoCEasy navrzeny skupinou J. Schlechta [63] akomeréné dostupny G1607A
elektrosprej s trojitou trubici (z anglického triple tube sprayer, dale jako TTS).

2.6.1 Priprava kapilar

Pro CE separace byly pouzity nepokryté kiemenné kapilary potazené polyimidem
o vnitinim priméru 50 um a vnéjSim priméru 375 pum o celkové délce 95 cm, pozdégji

zkracené na 73 cm. Konce kapilar se liSily v zavislosti na typu CE-MS interface.

Uprava koncii kapilar pro nanoCEasy a TTS

Diamantovym noZem byla ufiznuta potiebnd délka separacni kapilary.
Pro nanoCEasy byly z jednoho z konct kapilary odstranény asi 3 cm polyamidového
pokryti pomoci pajky a koncentrované kyseliny sirové takovym zpisobem, ze ke kapce
H>SO4, ktera byla v kontaktu s polyimidem, se pfilozila péajka. Konec kapilary
bez polyimidu byl opldchnut deionizovanou vodou, ususen a ucpan tavnym lepidlem.
Takto nachystany konec kapilary pro leptani byl ponoien do roztoku HF 38—40 % (v/v).
Pro nanoCEasy je potieba snizit vn¢j$i pramér kapilary na < 150 um, aby bylo mozné
vlozit separacni kapilaru do emitoru co nejblize k jeho Spicce, cehoz bylo dosazeno
po 1,5 hodiné leptéani, jak ukazuje obrazek 2.1. Po odleptani byl konec kapilary ponofen
do nasycen¢ho roztoku NaHCO; kvili zneutralizovani zbytkové HF na kapilafe

a oplachnut deionizovanou vodou. Ucpany konec tavnym lepidlem byl pomoci Ziletky
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odfiznut. Tento zaveéreény krok byl provadén pod mikroskopem kviili dosazeni rovného

fezu na kapilare, ktery je dilezity pro zisk stabilniho spreje.

| \

Obrazek 2.1 — Cést konce separaéni kapilary zvétiena pod mikroskopem pied leptanim (horni),
po leptani (spodni), zvétSeno 20x

Z konce separacni kapilary pro TTS interface byl odstranén polyamidovy povlak
opét o délce 3 cm stejnym zplisobem jako v predchozim ptipad€. Kapilara vSak nebyla

leptana, ziletkou byl pouze proveden rovny tez, ktery byl kontrolovan pod mikroskopem.

Ob¢ kapilary byly nésledné o€istény isopropylalkoholem a vlozeny do plastové
kazety tak, ze v zardZkach kazety byl upevnén pouze druhy konec kapilary bez
odstranéného polyimidu a zarovnan podle konct kazety, jak je uvedeno na obrazku 2.2.

Mezi méficimi dny byly obé kapilary kondiciovany 1M NaOH po dobu 1800 s,
vodou LC-MS kvality po dobu 800 s a 50mM octanem amonnym s pH 6,5 po dobu 800 s,
vzdy mimo interface pfi tlaku 930 mbar. Mezi méfenimi, kdy kapilary zlstavaly zavedené
v interface, se kapilary promyvaly octanem amonnym po dobu 300 s. Na konci dne byly

kapilary promyty vodou LC-MS kvality po dobu 800 s.
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Obrazek 2.2 — Zptsob vlozeni separacni kapilary do kazety pro CE-MS

2.6.2 Usporadani nanoCEasy

NanoCEasy patii mezi zastupce nanoESI interface s pfidavnym tokem kapaliny,
ktery je se vstupnim otvorem MS zarovnan v ose, konfigurace spreje je tedy axialni.
Interface se sklada z polohovaci jednotky a interface jednotky, obé umisténé do blokt
z polyoxymethylenu, jak je zobrazeno na obrazku 2.3.

Polohovaci jednotka disponuje tfemi Zlabky. Stfedovy slouzi k zavedeni separa¢ni
kapilary a kapilary pro ptidavnou kapalinu do emitoru, zato bo¢ni velikostné odpovidaji
pramérim kapilar, ¢imz je mozné kapilary upevnit viici jejich poloze v emitoru. Uchyceni
kapilér neni zcela fixni, coz ptedstavuje jednu z velkych vyhod pro tento typ interface.
Kapilarami Ize bez velké obtiZe ru¢né pohybovat. PakliZe je separacni kapilara bliz Spicce
emitoru oproti kapilatre pro pfidavnou kapalinu, elektrolyt s analyty je sprejovan a veden
do MS. V ptipadé, Ze se pozice kapilar vymeni, elektrolyt je unaSen do odpadu
a separacni kapilaru je mozné kondiciovat, aniz by byl MS zanesen nebo by doslo
k ucpani emitoru. Jednd se o preneseny koncept z LC, kde se prepinanim ventilt
ve smyckovém davkovaci fidi davkovani vzorku.

Interface disponuje vstupy pro ob¢ kapilary, elektrodu, emitor a rovnéz ma
odpadni kanalek pro pfebytecnou kapalinu. VSechny tyto cesty se schazi v malé duting,

ktera je na stfedu jednotky. Paklize se v ni formuji bublinky z diivodu vysokého napéti
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vlozeného na elektrodu, prebytecnd pridavna kapalina se odvadi ptes odpadni kanalek
do odpadni  zkumavky. Jednotlivé komponenty jsou upevnéné na jednotku
skrze termoplastické polymerni spojky. Vstupy pro kapilary a emitor jsou v jedné ose
pro jednoduchou manipulaci pfi vsouvani a vysouvani kapilar. Polohy kapilar v emitoru
byly sledovany pies ptipojenou kameru. Pro vyménu emitoru se kapilara pro ptidavnou
kapalinu stdhne do dutiny a separacni kapildra se zcela vysune, aby nedoslo k ulomeni

jeji zazené Spicky.

Kva’pilara' —

pridavné 3

kapali Polohovaci Intert
apaliny jednotka Interface

== jednotka
fomes- 2
~ Separacni

kapilara

L

Obrazek 2.3 — Popis zakladni sestavy nanoCEasy interface

U nanoCEasy interface byl pouzit borosilikdtovy sklenény emitor s vnitinim
primérem 780 um, ktery je na Spi¢ce zizen na 30 um (BioMedical Instruments
Némecko). Pro pfidavnou kapalinu byla pouzita nepokryta kfemenna kapilara (Polymicro
Technologies, USA) o pfiblizné délce 25 cm s vnéjSim priumerem 245 pm a s vnitinim
primérem 100 pm. Kapilara byla spojena s mikrostiikackou (Hamilton, USA) s 500ul
objemem, pomoci niz byla kontinualné pfivadéna piidavna kapalina do emitoru. Staly
prutok ptidavné kapaliny byl korigovan na linearnim davkovaci. Na zacatku a konci
kazdého meéftictho dne byl celym objemem mikrostiikacky promyt emitor cistym
isopropylalkoholem. Interface i mikrostiikacka v davkovaci byly umistény ptiblizné
ve stejné vyskové trovni.

Pro interface byly testovany rizné kombinace ptidavné kapaliny. Jejich pfiprava

spocivala ve smichani danych objemi roztokl, které byly nasledné odvzdu$nény
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v ultrazvukové lazni. Zkousené roztoky pro piidavnou kapalinu jsou uvedené v kapitole
3.2.2, ktera je soucasti vysledkové Casti.

Interface byl posazen na platformé, kterou bylo mozné pohybovat ve vSech tiech
osach X, Y, Z, diky ¢emuz se zarovnala poloha emitoru axialné¢ se vstupem do MS.
Po nalezeni optimalni sprejovaci polohy se mezi méfenimi vzdalenost mezi vstupem MS

a emitorem neménila. Celkové zapojeni interface je zobrazeno na obrazku 2.4.

R p—

A Pridavna
kapalina

-

Separacni
kapilara

\

2.6.3 Usporadani elektrospreje s trojitou trubici

o

Obrazek 2.4 — Zapojeni nanoCEasy axialn¢ k TOF

Jak bylo uvedeno vyse, TTS je jeden z mala komercné dostupnych interface
pro CE-MS separace. Jde rovnéz o techniku s ptfidavnym tokem kapaliny v ose, poprvé
popsanou skupinou R. D. Smitha [64], pozd€ji uvedenou na trh firmou Agilent
Technologies.

TTS je sestaven celkové ze tii trubic, jak ukazuje obrazek 2.5. Vnitini Casti je
vedena separacni kapildra tak, Ze vycniva ze Spicky spreje. Na ni navazuje trubice

pro piidavnou kapalinu, kterd se na vystupu jehly misi s elektrolytem ze separacni
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[ 4

pak konec¢né pftislusi nebulizaénimu plynu. Zdroj napéti pro ESI sprejovani se vklada

na vstupu MS.

5
Pfipojeni pridavné
kapaliny

Vstup separacni
kapilary

Pripojeni
nebulizacniho plynu

Obrazek 2.5 — Zapojeni TTS ortogonalné k TOF

Ve snaze snizit Sum, zabranit faleSnym zénam a zajistit stabilni sprejovani se
separac¢ni kapilara zavadéla do TTS, aby vyénivala z ESI jehly ve vzdalenosti 0,1 mm,
coz bylo kontrolovano pod mikroskopem. Spojovacimi hadickami se pfipojily N:
jako nebuliza¢ni plyn a pfidavna kapalina, ktera byla opét izokraticky pfivadéna skrze
linedrni davkovac s mikrosttikackou. Na zacatku a konci kazdého méticiho dne byla
celym objemem mikrostiikacky promyta ESI jehla ¢istym isopropylalkoholem. Ta nebyla
umisténa ve stejné vyskové urovni, ale byla polozena nize oproti ptivodu piidavné
kapaliny. Poloha ESI jehly ortogonalné chranila MS vstup pfed zanesenim neutralnimi
Casticemi a velkymi kapkami, které se sporadicky objevovaly na vystupu jehly. Vyska
stolu nesouciho CE instrumentaci byla nastavena tak, aby hladina elektrolytu ve vstupni
vialce korespondovala s Grovni hladiny elektrolytu na vystupu separa¢ni kapilary. Stejna

vyska stolu byla ponechéna i u méteni s nanoCEasy interface.

45



2.6.4 Separacni a detekéni podminky

Vzorky byly davkovany hydrodynamicky pii 50 mbar po dobu 10 s,
po ¢emz nasledoval oplach elektrody vodou LC-MS kvality a za ucelem stabilizace
ionizace byla za vzorkem nadavkovéana tlakem 50 mbar po dobu 5 s kratkd zona
elektrolytu 50 mM octanu amonného s pH 6,5, zvoleného pro CE-MS separace. VSechny
separace probihaly pii teploté¢ 25 °C a separacni napéti s vystoupanim po 0,1 min
dosahovalo 30 kV, s proudovym tokem 46—50 pA. Maximalni prah pro proud byl
nastaven na 50 pA. B&hem separace byl aplikovan vnitini tlak 30 mbar v 0,5 min
od zacatku separace. Kone¢né podminky pro vySe popsané interface a MS detekci

v negativnim modu jsou uvedené nize.

NanoCEasy interface:
e ptidavna kapalina: isopropylalkohol, octan amonny 50 mM pH 6,5 1:1 (v/v)
e tok piidavné kapaliny: 400 pl-h™!
e ESInapéti: 2,5 kV
e Susici plyn: Na, priitok 4 ml-min™"
e Teplota susiciho plynu: 150 °C
e Rozsah hmot (m/z): 240—2000

cvwr

e Skenovaci rychlost: 1 Hz

TTS interface:
e pridavna kapalina: isopropylalkohol, octan amonny 50 mM pH 6,5 1:1 (v/v)
e tok piidavné kapaliny: 400 pl-h™!
e ESInapéti: 4,5 kV
e Susici plyn: Na, priitok 4 ml'min~!
e Teplota susiciho plynu: 150 °C
e Nebuliza¢ni plyn: N2, 0,6 bar
e Rozsah hmot (m/z): 240—2000

cvwr

e Skenovaci rychlost: 1 Hz
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Elektromigraéni charakteristiky derivatizovanych oligosacharidii

K derivatizaci oligosacharidového zebticku maltdzy byla pouzita znacka ANTS,
kterd v Sirokém rozmezi pH vykazuje stabilni zaporny naboj vzhledem ke svym tfem
zapornym sulfonovym skupindm, prakticky vzdy disociovanym. Oligosacharidim
tak ptidava fixni zaporny naboj, diky némuz maji vysokou elektroforetickou pohyblivost
s vektorem orientovanym proti EOF. Efektivni pohyblivost oligosacharidi u; byla
vypoctena pomoci vztahu 3.1:

l .ld
Hi = lt]-tl- — HEoF (3.1)

kde /; je celkova délka kapilary, /4 je efektivni délka kapilary, tedy v jaké délce je detekéni
okno pro detektor, U je napéti vlozené na kapilaru a # je migracni Cas latky. uror
predstavuje pohyblivost elektroosmotického toku, kjejiz zjisténi byl pouzit roztok
thiomocoviny (TM), jejiz migracni Cas fzor byl méfen zvlast oproti smésnému vzorku
oligosacharidl. uror byl vypocten podle vztahu 3.2:

lt " ld
U-tgor

Upor = (3.2)

Ukinnost separaci N, jinymi slovy pocet teoretickych pater vztazeny na kapilaru,
byla vypoctena z migracniho Casu latky # a z Sitky zony v poloving jeji vysky wie

podle vztahu 3.3:

t.
N = 5,545 - (——)? (3.3)
Wi/2

Vyska teoretického patra H normalizuje t¢innost na jednotku délky. Cim je délka
patra mensi, znamena to, ze zéna je efektivnéji separovana. Pro porovnani separaci
zaruznych podminek byla vyska teoretického patra vztazena k um a vypoctena

podle vztahu 3.4:

H=—-10° 34
N (34

Pikova kapacita n. byla zjistovana jako dalsi klicovy parametr pro popis separaci
maltézového zebiicku. Je mirou toho, kolik zén je teoreticky mozné rozdélit v jedné
rdmci separace, aniZz by se vzajemné piekryvaly. Za pifedpokladu, Ze zony maji

Gaussovsky tvar, byla primérna w; > ptepoctena na Sitku zony pii zakladné w a pro n. byl
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pouzit vztah 3.5:

_ 14z h
ne = 17 w15 3.5

kde #. je migracni Cas posledni zony a #; je migracni €as prvni zony.

Pro urceni, jak dobfe jsou od sebe dvé separované latky rozdélené, bylo pocitano

i rozliSeni R podle vztahu 3.6:

_2:(t; — ty)
wy + wy

R (3.6)

kde 72 je migracni Cas latky 2, kterd migruje pozdéji, ¢; je Cas latky 1, kterd migruje diive

a w2 jsou Sitky zon pii jejich zakladné.
3.1.1 Tetraboritanovy elektrolyt

S analyzou sacharidl jsou hodné spjaty boratové pufry s vysSim pH, a ma to sviy
opodstatiiujici divod. Kyselina boritd nebo tetraboritan se v alkalickém prostiedi
nejCastéji vyskytuji ve formé tetrahydroxyboratového aniontu B(OH)s . Volné OH
skupiny tetrahydroxyboratu ndsledné reaguji s hydroxylovymi skupinami sacharidu
a vazou tak sacharid do komplexu s boratem, vlivem ¢ehoZ sacharid nabyva zadporného
naboje. Komplexace je stabilngsi, jsou-li vzdalenosti OH skupin na sacharidu
a boratovém aniontu podobné. S rostoucim poctem OH skupin na sacharidu je
komplexace siln&jsi a celkovy naboj molekuly vyssi, coZ se promitd i do rostouciho poctu
monosacharidovych jednotek oligosacharidu.

Oligosacharidy maltézového zebticku byly separovany podle rizné velikosti
sacharidovych fetézcl a podle celkového naboje, ktery se sestava ze tii sulfonovych
skupin od znatky ANTS na redukujicim konci oligosacharidii a z riznych forem
boratovych komplexti. Vzhledem k zdpornému naboji molekul byla pro separace pouzita
nepokryta kapildra, na jejiZ negativn€ nabité vnitini st€éné se nepiedpokladala adsorpce
molekul, kterd by jinak zatéZovala G€innost separace. Polarita elektrody u nastfikového
konce byla zvolena pozitivni a elektroda u detektoru vystupovala jako katoda. Separace
v boratovém pufru o pH 9,5 byla ovlivnéna EOF, ktery zaporn€ nabité oligosacharidy
s opactn¢ orientovanym vektorem elektroforetick¢é pohyblivosti unaSel k detektoru.
V boratovém pufru byly optimalizovany podminky: separacni napéti vkladané

na elektrody, teplota kapilary a koncentrace elektrolytu.
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Optimalizace separacniho napéti

Na elektrody bylo postupné vkladano napéti 15 kV, 20 kV, 25 kV a 30 kV
pii teploté kapilary 25 °C a davkovani 50 mbar po dobu 5 s. Koncentrace boratového
pufru byla 25 mM. Smésny vzorek standardii maltézové rfady byl 50x ziedén boratovym

pufrem. Vysledné elektroforeogramy jsou zobrazeny na obrazku 3.1.

12 S 15 kV
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12 4—20kV
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Obrazek 3.1 — Elektroforeogram ANTS malt6zového zebticku maltoheptoza (M7), maltohex6za
(M6), maltopentoza (M5), maltotetradza (M4), maltotridza (M3) a maltoza (M) pii 25 °C,
davkovani 50 mbar 5 s, 1; =51 cm, ls = 42 cm, borat 25 mM pH 9,5

Jako prvni k detektoru migruje neutralni DMSO, ktery je soucasti derivatizacni
smési. Dale je detekovana celd maltdzova fada, coz je umoznéno diky tomu, Ze EOF ma
vys$§i hodnotu pohyblivosti v porovndni s absolutnimi hodnotami pohyblivosti
jednotlivych oligosacharidii. Vypoctené pohyblivosti latek jsou uvedené v tabulce 4.1,
ktera je soucasti ptilohy A. Z maltézové fady nejdiive migruje maltoheptdza a dalsi
oligosacharidy migruji podle sestupné molekulové hmotnosti. Maltoheptdza tvoii
s boratem nejvice stabilnich komplexti a ma tedy 1 nejvyssi naboj. Se sedmi glukézovymi
jednotkami ma soucasné nejvetsi polomér, a proto je jeji efektivni pohyblivost k anodé
mensi v porovnani s nejmensi maltézou. Kviili pfevazujicimu EOF maltoheptéza migruje

v opa¢ném sméru ke katodé s vyssi vyslednou zdanlivou elektroforetickou pohyblivosti,
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nez se kterou migruji mensi oligosacharidy, méné komplexované boratem. Z tabulky 4.1
je soucasné vidét, ze velikost EOF mirn¢ klesa s klesajicim napétim. Dulezité je zminit,
ze thiomocCovina byla métena zvlast, a tak mohlo dojit k malym posunitim v migracnich
¢asech i z toho divodu.

Pfestoze jsou koncentrace standardl stejné, vysky zon jsou rizné v zavislosti
na podélné difuzi. Cim pozd&ji latka migruje, tim vice se jeji zona rozsiti, a naopak se
snizi jeji vyska, jak je vidét u maltézy. Soucasné by rozdily ve vyskach zon mohly byt
zpusobeny riiznymi absorpcnimi maximy v zavislosti vazby ANTS k rizné¢ dlouhému
glukézovému fetézci. Absorpéni maximum samotné ANTS byva posunuto k niz$im
vlnovym délkdm, nez kdyz je vazand. Zoéna samotné znacky se na elektroforeogramu
neobjevuje, nebot’ ANTS ma podle poméru naboje a hydrodynamického poloméru vyssi
vlastni pohyblivost k anod¢, nez je pohyblivost EOF ke katodé.

Nejvyssi pocet teoretickych pater s nejnizsi vysSkou patra a s nejvyssi pikovou

kapacitou byl zjistén u separace s 20kV vkladanym napétim, jak uvadi tabulka 3.1.

Tabulka 3.1 — Vliv napéti na separacni charakteristiky, borat 25 mM, 25 °C

U (kV) N! H! (um) ne | I>(pA)
30 41 829 10,9 35 68,8
25 171 403 3,8 49 52,6
20 222 326 2,8 57 39,1
15 176 395 2.9 55 27,5

! primé&rna hodnota, n = 6
2 primérn4 hodnota, n = 4

Vyssi napéti sice vede ke krat§Sim migracnim ¢astim, ale elektrolytem zaroven
protéka vySS$i proud. Elektrickd energie se Castecné prfevadi na Joulovo teplo,
které zvySuje teplotni gradient podél kapilary a vede k nerovnomérnému EOF,
k roz§ifovani zon a k niz8i G€innosti. U niz§iho napéti je prib&h separace ¢asové delsi
a v kombinaci s podélnou difuzi jsou zény rozptylenéjsi, coz rovnéz snizuje u¢innost.
Optimalnim zvolenym napétim by bylo 20 kV, které nabizi kompromis mezi u¢innosti

a dobou separace, kterd bézi necelych jedenact minut.

Optimalizace teploty
V boratovém pufru o koncentraci 25 mM byly rovnéz zméteny zdznamy s teplotou
kapilary temperovanou na 20 °C, pfi riznych separacnich napéti. Ostatni podminky

separace ziistaly nezménény. Vypoctené separacni charakteristiky pifi riznych
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separacnich napéti jsou uvedeny v tabulce 4.2, kterd je soucasti ptilohy A. Z nich je
patrné, Ze sniz§i teplotou je pohyblivost EOF niz$i, coz souvisi s vyssi viskozitou
elektrolytu. Vzhledem k vyssi viskozité ma elektrolyt i vyssi odpor, vlivem ¢ehoz se
v systému generuje vice Joulova tepla, pfestoze kapildrou prochézi niz§i proudy
nez v pripadé separaci pti 25 °C. Z divodu téchto kombinaci, které ovliviiuji vysledny
pribéh separace, je nejvyssi Ucinnosti dosazeno pii 15 kV, tedy pfinizSim napéti

v porovnani s ptedchozi teplotou, viz tabulka 3.2.

Tabulka 3.2 — Vliv napéti na separacni charakteristiky, borat 25 mM, 20 °C

U (kV) N! H (um) | ne | I (pA)
30 37924 11,4 38 57,7
25 92 839 4,9 42 49,1
20 123 621 4,7 46 34,5
15 152016 4,1 52 25,0

! primérna hodnota, n = 6
2 priimérna hodnota, n = 4

Celkové lepsi separace a vyss$i ucinnosti je stale dosazeno pfi teploté 25 °C s vkladanym
napétim 20 kV. Srovnadni obou nejucinnéjSich separaci za rlznych teplot je uvedeno

na obrazku 3.2.
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Obrazek 3.2 — Porovnani nejucinnéjsich separaci v boratu 25 mM pfi riznych teplotach

Optimalizace koncentrace elektrolytu

Pti teploté¢ 25 °C, za nezménénych podminek byly separovany derivatizované
standardy maltozového zebticku v elektrolytech boratu o koncentracich 50 mM a 75 mM.
Vyssi koncentrace elektrolytu vedou k silnéjSimu komplexovani boratu a oligosacharidu,

vlivem c¢ehoZz oligosacharidy nabyvaji vyssiho naboje a vyssi efektivni pohyblivosti.
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Ve vysledku jim vsSak trva migrace k detektoru podstatné delsi dobu. Vyssi koncentrace
boratu by byly vhodné pro komplexnéjsi vzorky sacharidi, kdy by bylo mozné rozlisit
vice latek v del§im ¢asovém intervalu. S klesajici molekulovou hmotnosti analyzovanych
latek roste ve vyssich koncentracich elektrolytu rozliSeni. U 25 mM boratu nedochazi
k tak silné komplexaci, a sacharidy s niz§im poctem jednotek se proto vyrazné nelisi
ve svych pohyblivostech. RozliSeni se sice zvySovalo k maltoridze, ale mezi maltotridzou
a maltozou ukazuje zhorSeni, viz tabulka 4.1.

Koncentrované boratové elektrolyty interaguji se sacharidy pomérné dobie,
nicmén¢ vys$si iontova sila elektrolytu ptindsi fadu jinych negativnich vlivii pro samotnou
separaci, které celkové prevazuji. Vyznamnym negativem jsou vyssi proudové toky
kapiléarou, které se s rostoucim vklddanym separa¢nim napétim na elektrody odchyluji
od linearniho trendu a které by mohly pii piekroceni limitu poskodit pfistrojovou
techniku. U koncentrace 75 mM boratu nebylo mozné dosahnout 30 kV separacniho
napéti, aniz by doslo k pfekro¢eni maximalniho prahu pro proud, ktery byl nastaven

na 200 pA. Zavislost proudu na napéti pti rizné koncentraci pufru popisuje obrazek 3.3.

200 e 25mM,R%*=0,9995 ™
] )
1804 ® 50 mM,R’=0,9868

® 75mM,R?=0,9853
160

Proud (uA)

60 —

40

20

15 20 25 30
Napéti (kV)

Obrazek 3.3 — Zavislost proudové odezvy na riizném separacnim
napéti v boratu 25 mM, 50 mM a 75 mM

Utinnost separace také zatézuji nezadouci teplotni gradienty, které se
v doprovodu vyssich proudit mohou vyskytovat podél kapilary. Z tabulek 4.3 (50 mM
borat) a 4.4 (75 mM borat) je vidét, ze EOF je citlivéj$i na zmény separacniho napéti.
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S klesajicim napétim vyrazné klesa i pohyblivost EOF. Patrné jsou i §ir§i zony latek.
Optimalni podminky tedy byly dosazeny u 25mM boratu pii 25 °C a 20 kV,
které poskytuji dobrou Uc¢innost, dostatecné stabilni EOF, piiméfeny proud do 40 pA

a separaci do necelych jedenacti minut, s pikovou kapacitou n. = 57.
3.1.2 Fosfatovy elektrolyt

Maltézovy zebticek derivatizovany ANTS byl dale méfen v kyselém a neutralnim
fosfatovém elektrolytu. Na rozdil od boratového elektrolytu zde nedochazi ke komplexaci

sacharidu s fosfatem a pii kyselém a neutralnim pH je prib¢h separace odlisny.

Porovnani fosfatového pufru o razném pH

U fosfatového pufru byly za riizného separacniho napéti zméteny koncentrace
25 mM, 50 mM a 75 mM, pokazd¢ pii pH 2,5 a pH 6,5, piti teploté 25 °C. Celkova délka
separacni kapilary a efektivni délka ztstaly nezménény. Davkovani vzorku bylo
provedeno hydrodynamicky pti 50 mbar po dobu 5 s, u pH 6,5 byla doba davkovani
polovi¢ni. U nizkého pH, kdy je potlacena disociace silanolovych skupin na vnitinim
povrchu separa¢ni kapilary, se EOF blizi k nule a je mozné jej pii separaci zanedbat.
Negativné nabité derivaty migrovaly k pozitivné nabité elektrod¢ u detektoru. U pH 6,5
nelze EOF zanedbat. Vkladané napéti na elektrody proto muselo byt opaéné a vlivem
EOF latky migrovaly ke katodé, ktera byla na vystupu u detektoru.

Vzhledem k tomu, Ze derivaty nesou stejny naboj vlivem ANTS znacky, rozdéli
se na zakladé odliSeného hydrodynamického poloméru molekuly. S pfibyvajicim poctem
monosacharidovych jednotek stale klesa efektivni pohyblivost, zato migra¢ni poradi se
zméni. U pH 2,5 nejdiive zénuje samotnd ANTS znacka a nasledné oligosacharidy,
pocinaje maltdzou. Jakmile se do separace zapoji EOF, potadi se obrati a prvni migruje
opét neutralni DMSO, po ném se objevi zéna maltoheptdzy a oligosacharidy postupné
zonuji aZ k posledni maltoze.

Homology maltézy maji v obou piipadech nizsi efektivni pohyblivost v porovnani
s pohyblivostmi v boratovém elektrolytu, protoZe nevytvaii komplexy s fosfatem.
Soucasné je mozné detekovat mnohem dfive, u pH 2,5 je doba separace vyrazné kratsi.
Fosfatovy elektrolyt je rovnéz méné vodivy, a tedy kapilarou prochazi nizsi proudy
nez v pripadé boratového elektrolytu. S rostoucim pH a zvysujici koncentraci fosfatu jsou

proudové toky vyraznéjsi a maji vEtsi tendenci nabyvat konvexniho tvaru pfi porovnani
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zavislosti velikosti proudu na separa¢nim napéti. U napéti 30 kV u 75 mM fosfatu pH 6,5
by jiz piekrocily nastaveny 200 pA prah, a proto tato separace nebyla provedena.
Porovnani proudové odezvy pii vkladani riizného napéti pro oba fosfatové elektrolyty
s riznou koncentraci je uvedeno na obrazcich 4.1. (pH 2,5) a 4.2. (pH 6,5), které jsou
soucasti ptfilohy B.

Utinnost separace v kyselém fosfatovém elektrolytu (pH 2,5) je vyrazn& horsi
ve srovnani se slabé kyselym fosfatovym elektrolytem (pH 6,5), coz mize byt nasledek
potlaceni EOF. Nejvyssi u¢innosti s necelymi 50 tisici teoretickymi patry bylo dosazeno
u 75 mM fosfatu pH 2,5 pti separacnim napéti —15 kV. Téméf tak dvakrat vyssi ucinnosti
bylo dosazeno u fosfatu s pH 6,5 o 50 mM koncentraci pfi stejném vkladaném separacnim
napéti, opacné polarity. VySky a plochy zén jsou vSak u fostatu s pH 6,5 podstatné nizsi.

U fosfatu pH 2,5 je rozliSeni mezi jednotlivymi zonami latek nejvyssi na zacatku
separace a snizuje se s rostouci molekulovou hmotnostni latek. Vyssiho rozliseni 1ze
dosdhnout u fosfatu s pH 6,5, a tak po optimalizaci dalSich podminek pro zvySeni
intenzity signalu by byl tento elektrolyt vhodny pro separace, kde by bylo potieba rozlisit
vétsi mnoZstvi latek s menSim poctem monosacharidovych jednotek. Obé separace jsou
porovnany na obrazku 3.4. Vypoctené separacni charakteristiky pfi riznych separacnich
napéti a koncentraci elektrolyti shrnuji tabulky 4.5-4.7 pro fosfatovy elektrolyt s pH 2,5
a 4.8-4.10 pro fosfatovy elektrolyt s pH 6,5, které jsou soucasti pfilohy B.
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E ol
© 18
N | —50 mM, pH 6,5
§ 10 A DMSO
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M7
O_WMAM—M’M—*L——.—WM
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Obrazek 3.4 — Porovnani separaci ve 75 mM fosfatovém pufru pii pH 2,5, napéti —15 kV,
davkovani 50 mbar 5 s; a v 50 mM fosfatovém pufru pii pH 6,5, napéti 15 kV,
davkovani 50 mbar 2,5 s
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3.1.3 Tékavé elektrolyty pro MS

Fosfatovy ani boratovy elektrolyt neni vhodny pro testovani CE-MS spojeni
z toho dlivodu, ze nejsou tolik t€kavé, misto podporovani ionizace analytu v ESI ji naopak
konkuruji a zanési iontovou optiku MS. S touto sestavou byly testovany kompatibilnéjsi
elektrolyty, konkrétné¢ octan amonny pH 6,5, mravencan amonny pH 6,5
a hydrogenuhli¢itan amonny pH 8,0.

Separace u vSech tfech jmenovanych probihala za stejn¢ nastavenych podminek.
Celkova délka kapilary zlstala na 51 cm, efektivni délka na 42 cm. Kapilara byla
temperovana na 25 °C a hydrodynamické davkovani bylo nastaveno na 50 mbar po dobu
2,5 s. Ménilo se pouze separacni napéti v rozsahu 15-30 kV a optimalizovala se

koncentrace elektrolytti v rozmezi 10-50 mM.

Mraven¢an amonny

U koncentrace 10mM mravenc¢anu amonného byla zjiSténa stabilni pohyblivost
EOF, ktery se navzdory rtizn¢ vkladaného separacniho napéti mezi 15-30 kV neménil.
Vlivem elektromigraéni disperze dochazelo k nesymetrickému rozsifovani zon, a tak byly
pozorovany rozmyté zony. Divodem muze byt vyssi vodivost elektrolytu, jimz byly
vzorky nafedény. Snizenim vodivosti elektrolytu, naptiklad fedénim vzorku vodou, by se
ucinek elektromigracni disperze sniZil a zony by se vice pfiblizovaly Gaussovskému
tvaru.

U koncentrovangjSich elektrolytd (30 mM a 50 mM) je predpokladana zvySena
iontova sila, kterd muze vést k nizSim pohyblivostem EOF. U nékterych separaci
v kombinaci vysoké koncentrace a nizkého separa¢niho napéti uz EOF nepievySuje
opacn¢ orientovanou pohyblivost nizkych oligosacharidi, které by normaln€ migrovaly
jako posledni, a tak u separa¢niho napéti 20 kV a nize jiz maltdéza nebyla detekovéana
a soucasn¢ se prodluzovaly migracni Casy ostatnich latek. EOF navic neni tolik stabilni
a je citlivéj$i na zmeény ve vkladaném napéti. Nejvyssi €innosti bylo dosazeno u 30 mM
elektrolytu se separa¢nim napétim 30 kV. Pocet teoretickych pater dosahoval
kolem 51 tisic teoretickych pater. Vypoctené separacni charakteristiky pro jednotlivé
koncentrace elektrolytl za rizného napéti jsou uvedené v tabulkach 4.11-4.13, které jsou

soucasti ptilohy C.
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Hydrogenuhli¢itan amonny

U koncentrace 10 mM dochézi opét k rozSifovani zén, u tohoto elektrolytu
mnohem vyraznéji, zatimco vyska zon klesa. ZvySenim koncentrace NHsHCO3
na 30 mM, potazmo 50 mM jsou zony mnohem vyssi a ostiej$i. V ptipadé¢ 50 mM
koncentrovaného elektrolytu dojde k trojnasobnému zvySeni v ucinnosti oproti 10 mM
elektrolytu. Pohyblivosti EOF jsou u nizS§ich koncentraci pomérné stabilni, u 50 mM
elektrolytu EOF klesa s klesajicim napétim. Na pocet teoretickych pater to vSak nema
znacny vliv, nebot pi 30—15 kV jsou t¢innost a rozliSeni mezi jednotlivymi zonami latek
podobné. Pro separaci v 50 mM NH4HCOs3 s pH 8,0 by bylo optimalni pracovat s 30 kV
separa¢nim napétim, kdy je mozné dosahnout 91 tisic teoretickych pater a celkové doby
separace do 6,5 minuty. RozSifeni zon u separace maltdozového zebiicku znaceného
ANTS v méné koncentrovaném elektrolytu a dosazeni ostfejSich zon pii zvySovani
koncentrace elektrolytu uvadi obrazek 3.5. Vypoctené separacni charakteristiky
pro jednotlivé koncentrace elektrolyti NH4HCO3 za rtizného napéti jsou uvedené

v tabulkéch 4.14—4.16, které jsou soucasti ptilohy D.
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Obrazek 3.5 — Porovnani separaci v NH4HCOs3 pH 8,0 o koncentracich 10 mM, 30 mM
a 50 mM, separacni napéti 30 kV

Octan amonny
U elektrolytu octanu amonného jiZ neni tolik vyrazna elektromigracni disperze

ani u jedné ze tii testovanych koncentraci. Pocet teoretickych pater je vy$si uz od nizkych
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koncentraci v porovnani s pfedchozimi testovanymi elektrolyty. U 10 mM koncentrace je
pohyblivost EOF stabilni pii zménach separa¢niho napéti, u koncentrovangjSich
elektrolyti se jiz zména v pohyblivosti EOF projevuje vic. Nejvyssich ucinnosti bylo
dosazeno u 50 mM octanu amonného, kdy se pocet teoretickych pater pohybuje
kolem 200 tisic u v§ech ¢tyfech vkladanych separacnich napéti (30—15 kV). U vSech tfech
koncentraci protékaji kapilarou relativné nizké proudy, které v zavislosti na vkladaném
napéti vykresluji linedrni trend, viz obrazek 3.6. To poukazuje na to, ze vSechna napéti

v testovaném rozsahu jsou aplikovatelné a ptilis neovliviiuji kvalitu separace.

80
e 10 mM, R?=0,9996 .
® 30mM,R?=0,9912
® 50 mM, R?=0,9902
60 -}
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2
o 40
=]
2
e °
20 -
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Obrazek 3.6 — Zavislost proudové odezvy na separa¢nim napéti
v octanu amonném 25 mM, 50 mM a 75 mM

Kompromisné s ohledem na dobu separace byl pro sestavu CE-MS zvolen 50 mM
octan amonny s pH 6,5. Optimalni podminky byly dosazeny pfii teploté 25 °C se
separacnim napétim 30 kV, kdy je mozné docilit ptiblizné 197 tisic teoretickych pater
s vySkou 2,2 pm a kapilarou protéka ptijatelny proud (do 72 pA). Separaci derivatizované
maltézové fady je mozné provést do 9,5 minuty s dobfe rozdélenymi ostrymi zéonami.

Vypoctené separacni charakteristiky pro jednotlivé koncentrace elektrolytt
octanu amonného za rizného napé€ti jsou uvedené v tabulkach 4.17-4.19, které jsou
soucasti ptilohy E. Obrazek 3.7 dale porovnava pribehy separaci ve vSech tfech té¢kavych

elektrolytech za optimalizovanych podminek.
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Obrazek 3.7 — Porovnani separaci pii 30 kV napéti v 30 mM mravenc¢anu amonném pH 6,5
(N =51 000); v 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonném pH 8,0 (N =91 000); v 50 mM octanu
amonném pH 6,5 (N = 197 000)

3.2 Porovnani CE-MS spojeni

3.2.1 Identifikace znacenych oligosacharidii

Identifikace znacenych oligosacharidti pomoci ANTS, kdy ANTS bylo ve formé
disodné soli, byla zaloZena na porovnani teoreticky vypoctenych a experimentalné
zjiSténych molekulovych hmotnosti iontovych forem.

U negativniho ESI mddu doslo u vSech derivatizovanych standardi ke ztrat¢ dvou
Na® iontli, a tak byly detekovany stabilni dvojniasobné nabité anionty [M-2Na]*,
které byly primarné pouZity pro konstrukci extrahovaného iontového elektroforeogramu
(EIE) apro dalsi vyhodnoceni. Tabulka 3.3 pak porovnava teoreticky vypoctené
a experimentalng zjisténé hodnoty m/z ANTS derivatizovanych oligosacharidi. Rozdil
mezi porovnavanymi hmotami byl v rozmezi 0,04-0,06 Da, s primérnou hodnotou
0,05 Da. Relativni smérodatna odchylka (RDS) mezi péti experimentalné zjisténymi
hodnotami m/z u vsech forem [M-2Na]* byla mensi nez 0,01 %, coz odrdzi vysokou
shodu mezi detekovanymi hodnotami m/z téchto iontovych forem. RSD bylo vypocteno

podle vztahu 3.7:

S
RSD = —+100 (%) (3.7)

L

58



kde x; je aritmeticky pramér a sje smérodatnd odchylka, ktera byla vypoctena

podle vztahu 3.8:

5= Jnilz’;oci - %) (3.8)

kde n je poCet méfeni a x; jsou namétené hodnoty.

Daéle byla zaznamenana vedlejsi iontova forma [M-H-Na]*. Ta nebyla zahrnuta
do vyhodnoceni, nebot’ intenzita detekovanych hodnot m/z byla nizsi, a navic u tohoto
aniontu maltézy se v jeho blizkém okoli vyskytoval stabilni interferujici signal necistoty,

coz by mohlo zplisobovat riiznou variabilitu mezi analyzami.

Tabulka 3.3 — Teoretické a experimentalni hodnoty hmot ANTS zebticku maltoézy

M-
i Pocet — T . e
Latka , znaceny Vypoétené | Experimentalni!
hexoz ) AMr
sacharid [M-2Na]* [M-2Na]*

M 2 753,03 353,52 353,56 0,04
M3 3 915,08 434,55 434,59 0,04
M4 4 1077,13 515,58 515,62 0,04
M5 5 1239,19 596,60 596,65 0,05
M6 6 1401,24 677,63 677,67 0,04
M7 7 1563,29 758,66 758,72 0,06

! primérna hodnota, n = 5
3.2.2 Separace s nanoCEasy

Optimalizace pridavné kapaliny
Ze zafatku byla pfipravena separa¢ni kapilara o celkové délce 95 cm
podle postupu popsaného v kapitole 2.6.1. Pro optimalizaci pfidavné kapaliny byly
pifipraveny nasledujici roztoky:
e 1:1al:2(v/v) 50 mM octan amonny pH 6,5 a IPA,
e 1:19a1:4 (v/v) 50 mM octan amonny pH 6,5 a methanol,
e 1:1(v/v) 50 mM octan amonny pH 6,5 a acetonitril,

e 1:1(v/v) IPA a acetonitril.

Optimalniho hydrodynamického davkovani vzorku bylo dosazeno pii 50 mbar
po dobu 10 s. Na kvadrupdlovém filtru byla nastavena dolni mez 300 m/z, aby pti detekci

zesilila intenzita aniontu [M-2Na]* zna¢ené maltdzy. Teplota slusiciho plynu byla drzena
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na 150 °C, zatimco pritok dusiku na 4 ml'min~'. Jednotného a stabilniho rozprasovéani
ve tvaru kuzelu, tzv. cone-jet tvar spreje, ktery je zobrazen na obrazku 3.8 (A), bylo
dosazeno na vystupu emitoru pii vkladaném 2,5 kV ESI napéti u roztoku elektrolytu
a isopropylalkoholu v poméru 1:1. Pfi separacnim napéti 30 kV prochéazel kapilarou
proud o velikosti 46 pA. Jakmile se zvysil obsah isopropylalkoholu, u kuzelového tvaru
spreje byly po stranich pozorovany proudy s jemnou mlhovinou soustfedénou ve stiedu
(B). U této kombinace pridavné kapaliny byla citlivost detekce nizsi. U vyssiho podilu
organického rozpoustédla navic dochdzelo k vyraznéjSimu prostupu isopropylalkoholu
do separac¢ni kapilary, kvlili ¢emuz znac¢né poklesl proud protékajici kapilarou na 37 pA

a detekované zony byly rozsirené.

Obrazek 3.8 — Pozorované tvary spreje

A: Stabilni cone-jet NHsAc a IPA 1:1 (ESI napéti 2,5 kV).

B: Cone-jet s proudy po stranach NHsAc a IPA 1:2 (ESI napéti 2,5 kV).
C: Multi-jet NHsAc a MeOH 1:19 (ESI napéti 3,0 kV)

D: Proud soustfedény ve stfedu NHsAc a ACN 1:1 (ESI napéti 2,0 kV).

U kombinace elektrolytu a methanolu bylo mozZné ptibliZit se stabilnimu cone-jetu
pfi 2,7 kV ESI napéti, jakmile byl obsah methanolu zvysen na 95 % (v/v). Pii pokusech
snizit ESI napéti a rovnéZ pii niZz§im podilu methanolu v ptidavné kapaliné dochazelo

60



ke ztratdm spreje. Pti zvySeni ESI napéti se na vystupu emitoru objevovalo vice proudi
misto jednoho a tvar spreje tak prechazel do tzv. multi-jetu (C), ktery vede k neefektivni
ionizaci. U ostatnich slozeni pfidavné kapaliny nebylo mozné dosahnout stabilniho spreje
navzdory méniciho se napéti na ESI. Sprej bud’ stiidavé pulsoval, nebo se proud ve stiedu
kuzelu Uzce stahoval (D). Slozeni pfidavné kapaliny byla testovana pii pratoku
nastaveném na 400 pl-h™.

Pro ptidavnou kapalinu byl vybran roztok elektrolytu a isopropylalkoholu 1:1
s pritokem 400 pl-h™!, ktery dosahoval stabilniho spreje a sou¢asné mél nejvyssi a stabilni
signal elektroforeogramu zakladniho piku spektra a vys$i pomér signal/Sum (S/N)
v porovnani s pfidavnou kapalinou s 95% (v/v) obsahem methanolu. U IPA 1:1 byla
snaha optimalizovat napéti pro ESI v rozsahu 2,2-2.7 kV. Mimo tento rozsah bylo
pozorovano pulzovani spreje, az jeho zhrouceni. JelikoZ v testovaném rozsahu napéti
nebyly pozorovany vyrazné rozdily v intenzit¢ signalu ani ve stabilité¢ spreje, bylo
ponechano napéti 2,5 kV. Vzdalenost mezi emitorem a vstupem do MS byla zvolena
s ohledem na stabilitu spreje a dle se neménila. Obrazek 3.9 kone¢né porovnava pritbéhy
separaci derivatizovanych standardii maltézového zebticku v zévislosti na slozeni

ptidavné kapaliny, kdy bylo mozné dosdhnout nebo se piiblizit stabilnimu cone-jetu.
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Obrazek 3.9 — EIE dvojnasobné nabitych anionti ANTS Zebticku maltézy (+ 0,05 Da)
Separa¢ni podminky: nepokryta kapilara o délce 95 cm (50 um vnitini pramér), teplota 25 °C,
napéti 30 kV, hydrodynamicky tok 30 mbar, davkovani 50 mbar 10 s, elektrolyt NH4sAc 50 mM

pH 6,5. Pridavna kapalina: elektrolyt a methanol 1:19, ESI napéti 2,7 kV; elektrolyt a IPA 1:2
a 1:1, ESI napéti 2,5 kV. N> 4 ml'min~!, 150 °C.
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Optimalizace hydrodynamického toku

Hydrodynamicky tok je jeden z dalSich neselektivnich transportnich mechanismt,
jehoz vliv byl testovan na pritbéhu separace. Bez piidavného tlaku totiz dochazi u CE-MS
interface s piidavnym tokem kapaliny k pronikani piidavné kapaliny do separacni
kapilary. To vede k fedéni separovanych zon. Zavedeni ptidavného tlaku tento jev mirné
omezuje, na druhou stranu mize dojit ke snizeni citlivosti v disledku zkraceni doby
kontaktu analytu s ionizacnim rozhranim.

U separaci pii aplikovani tlaku 50 mbar a bez ptidavného tlaku nebyl pozorovan
vyrazny rozdil v poméru S/N. Zatimco vysky zon jsou u obou separaci srovnatelné,
az na nejpozd¢ji migrujici iont maltdozy u separace bez piidavného tlaku, kde se
na rozptyleni zony vyrazné podili difuze, u separace bez tlaku doslo k rozsifeni zén
ak narustu jejich ploch, coz poukazuje na znamky ftedéni. Pribéhy separaci,
kdy separacni kapilara byla zkracena na nejnizs§i moznou celkovou délku, tedy 73 cm,

jsou zobrazeny na obrazku 3.10.
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Obrazek 3.10 — Porovnani separaci pii zavedeni pridavného tlaku a bez tlaku

CE-MS podminky: nepokryta kapilara o délce 73 cm (50 pm vnitini prmér), napéti 30 kV,
teplota 25 °C, davkovani 50 mbar 10 s, elektrolyt NHsAc 50 mM pH 6,5. Pridavna kapalina:
elektrolyt a IPA 1:1, pratok 400 pl-h™!. ESI napéti 2,5 kV. N> 4 ml'-min!, 150 °C.

Ackoliv se s pfidavnym tlakem vyrazn& zkrati doba separace, negativné se to
projevi na rozliSeni u rychleji migrujicich analyti. RozliSeni pro ionty maltoheptozy
a maltohexo6zy bylo vypocteno podle vztahu 3.6 uvedeného v kapitole 3.1. Jako optimalni
pfidavny tlak byl zvolen tlak 30 mbar, kdy je moZzné dosdhnout celkové separace
do necelych 11 minut. Pfi téchto podminkéch bylo dosaZeno rozliSeni separovanych latek
Rwme7 = 1,6. Za dostatecné rozliSeni dvou separovanych latek se obecné povazuje R > 1,5.

Pribéhy separaci derivatizované maltéozové tady pii riznych piidavnych tlacich

62



s vypoCtenymi rozliSenimi pro maltoheptézu a maltohexézu jsou uvedeny

na obrazku 3.11. Ostatni podminky separace zlstaly nezménény.

|
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Obrazek 3.11 — Porovnani vlivu ptidavného tlaku (50 mbar, 40 mbar a 30 mbar) na rozliSeni

CE-MS podminky: nepokrytd kapildra o délce 73 cm (50 pm vnitini pramér), napéti 30 kV,
teplota 25 °C, davkovani 50 mbar 10 s, elektrolyt NHsAc 50 mM pH 6,5. Piidavna kapalina:
elektrolyt a IPA 1:1, pratok 400 pl-h™!. ESI napéti 2,5 kV. N> 4 ml'-min!, 150 °C.

Opakovatelnost

Pro posouzeni opakovatelnosti bylo v rdmci jednoho dne provedeno pét po sobé
navazujicich analyz, za stejnych podminek a za pouZiti stejného emitoru. Poloha
separacéni kapilary v emitoru se mezi méfenimi neménila. Z migracnich ¢asu (#) a ploch
z6n (A4;) byly pro kazdou separovanou latku vypocteny RSD podle vztahu 3.7 uveden¢ho
v kapitole 3.2.1. RSD migrac¢nich ¢ast a ploch zén byly zjistény v rozmezi 3,8-6,4 %
a4,9-12,1 %. Konkrétni hodnoty RSD dopliuje tabulka 3.4.

Tabulka 3.4 — Mé&feni opakovatelnosti u nanoCEasy

Latka t! (min) | RSDc(%) | Al | RSDa (%)
maltdza 10,80 6,4 6,9-10° 12,1
maltotrioza 9,15 53 3,8:10° 12,1
maltotetradza 8,26 4.6 3,6:10° 8,7
maltopentdza 7,71 42 2,0-10° 10,7
maltohexoza 7,33 4,0 1,3:10° 7.9
maltoheptdza 7,05 3.8 1,2:10° 4.9

! primérna hodnota, n = 5
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Mezilehla presnost

Pro posouzeni mezilehlé piesnosti byly kazdé tfi dny provedeny tfi meéfeni
zanezménénych experimentalnich podminek, =za pouziti stejného emitoru
a se stejnymi roztoky, kter¢ byly v pifipadé potieby vyménény. Vzdalenost
mezi emitorem a vstupem do MS se neménila. V radmci jednoho dne byly vypocteny RSD
migracnich Casti a ploch zon pro kazdou separovanou latku. Pro posouzeni vlivu dne
méieni z hlediska migracnich ¢ast a ploch zon soucasné pro kazdou latku byla zvolena
vicerozmérna analyza rozptylu MANOVA. Vzhledem k rozdilnym jednotkam zavisle
proménnych byla provedena standardizace dat. Na hladin¢ vyznamnosti 0,05 o byly
podle Boxova M-testu a Shapiro-Wilkova testu splnény ptredpoklady homogenity
a normality, normalita byla testovdna analyzou rezidui.

Jednodenni méfeni vykazovala nizké hodnoty RSD pro migraéni ¢asy v rozsahu
0,5-4,0 %, coz opét svéd¢i o dobré opakovatelnosti. Pro plochy zon jsou hodnoty RSD
ve vétsing pripadech akceptovatelné, presto u druhého méticiho dne dosahuji u nejpozdéji
zonujicich latek hodnot 19,8 % a 36,9 %. Statistickd analyza ukazala, ze na hladiné
vyznamnosti 0,05 o existuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi dny
(Wilksova lambda, p < 0,05). Soucasné jednorozmérné F-testy ukazaly, ze se dny
statisticky vyznamné li§i v migracnich Casech a plochach, vysledné trovné p jsou
uvedeny v tabulce 3.5. Tyto vysledky poukazuji na omezenou mezilehlou piesnost,
ktera miZe souviset s riznym umisténim separacni kapilary v emitoru nebo s odchylkami

v teploté, jelikoz veétsi ast separacni kapilary zistdva mimo temperovany prostor.

Tabulka 3.5 — Méfeni mezilehlé piesnosti u nanoCEasy

Latka M M3 M4 M5 M6 M7
t! (min) | 10,32 | 8,83 8,00 749 [7,04 6487
L den | RSD(%) | L7 1,4 1,2 1,1 1,2 1,3
Ail 7,1-10° | 3,8:10° |3,7-10° |2,0-10° | 1,3-10° | 1,2-10°

RSDa (%) | 14,5 12,2 11,8 13,4 11,0 6,5
t' (min) | 11,43 | 9,58 8,58 7,97 7,56 726

2. de | RSD:(%) |40 2,9 2,4 2,1 2,0 1,9

‘ Ail 7,1-10° | 5,3-10° | 4,6:10° |2,4-10° | 1,7-10° | 1,5-10°
RSDa4 (%) | 36,9 19.8 |98 9,1 16,1 10,4
t' (min) | 11,62 | 9,70 | 8,68 8,04 |7,62 |73l

3. den | RSD:(%) | 1.4 1,1 0,7 0,7 0,6 0,5
Ail 48105 |2,2:10° | 2,4-10° | 1,2:10° | 0,8-10° | 0,8-10°
RSDa4 (%) | 9.2 214 |42 5,3 7.9 9,8
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Pokracovani tabulky 3.5

Latka M M3 M4 MS Me M7
p hodnota? t; 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003
p hodnota? A; 0,212 0,006 0,001 0,001 0,003 0,001

! priimérn4 hodnota, n = 3
2 F-test, a = 0,05

3.2.3 Separaces TTS

U TTS interface byla snaha aplikovat podobné experimentalni podminky jako
u pfedchoziho interface sohledem na nebulizaéni plyn. Stabilniho signdlu
elektroforeogramu zékladniho piku spektra bylo dosazeno pii ESI napéti 4,5 kV, s tlakem

cvwr

slozené opét z elektrolytu a isopropylalkoholu v poméru 1:1 bylo dosazeno pti 400 pl-h™!.

Opakovatelnost

Pro posouzeni opakovatelnosti bylo v rdmci jednoho dne provedeno pét po sobé
navazujicich analyz, za stejnych experimentalnich podminek. Hodnoty RSD migra¢nich
¢asu a ploch zén byly zjistény v rozmezi 4,7-8,1 % a 15,1-6,8 %, coz svédci o dobré
opakovatelnosti, ale horSi v porovnani s nanoCEasy. Kvili pfidavnému nebulizacnimu
plynu je zvySen tok v kapiléfe, ¢imZ je urychlena migrace analytil, coz vede ke kratSim
migracnim casiim (celkova doba separace do 8§ minut, u nanoCEasy do 11 minut).
vySkami a plochami z6n. Hodnoty ploch jsou téméf desetkrat nizSi nez u nanoCEasy.
Pouziti nebulizacniho plynu se projevuje 1 na niz8im rozliSeni separace. U prvnich dvou
z6n se rozliSeni pohybuje v rozmezi Rme/7 = 1,1—1,2, zato u nanoCEasy je standardné
kolem Rwme/7 = 1,6. Snizeni tlaku nebuliza¢niho plynu vedlo k destabilizaci, az ke ztratam

spreje. Obrazek 3.12 porovnava separaci zebiicku maltézy s pouZitim obou interface.

Tabulka 3.6 — M¢cteni opakovatelnosti u TTS

Latka &l (min) | RSD¢(%) | Ail | RSDa (%)
maltoza 7,86 8,1 5,2:10* 6.8
maltotriéza 6,85 6,6 5,4-10* 14,3
maltotetradza 6,29 5,8 5,3-10* 10,5
maltopentdza 5,93 5,3 3,0-10* 15,1
maltohexdza 5,67 4.9 2,1-10* 10,5
maltoheptdza 5,49 4,7 1,8:10% 13,2

! primérna hodnota, n = 5
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Obrazek 3.12 — Porovnani separaci ANTS maltozové fady s TTS a nanoCEasy interface

CE podminky: nepokryta kapilara o délce 73 cm (50 um vnitini prumér), napéti 30 kV, teplota
25 °C, davkovani 50 mbar 10 s, elektrolyt NH4Ac 50 mM pH 6,5. Piidavna kapalina: elektrolyt
a IPA 1:1, pritok 400 ul-h™'.

MS podminky: ESI napéti 2,5 kV (nanoCEasy) a 4,5 kV (TTS), N, 4 ml'min!, 150 °C,
nebuliza¢ni plyn 0,6 bar (pouze TTS).

3.2.4 Mez detekce a stanovitelnosti

Pfi porovnani signali bylo nejvyssi odezvy obdrzeno pifi méfeni s nanoCEasy
interface, jelikoZ u TTS interface se vyrazné projevuje fedéni separovanych zon. Tento
rozdil odrazi i hodnoty poméru S/N, které byly ziskdny pomoci softwarového
vyhodnoceni v programu Compass DataAnalysis. Hodnoty poméru S/N dosazené
pii pouziti nanoCEasy interface byly pfiblizné Ctyfikrat az pétkrat vySs$i ve srovnani
s TTS interface, jak je vidét v tabulce 3.7, ktera byla doplnéna o hodnoty detekénich
limitd. Mez detekce (LOD) byla vypoctena jako koncentrace latky (c;) odpovidajici

poméru S/N = 3 dle vztahu:
Ci
S/N

LOD = 3" (3.9)

Mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypoctena jako koncentrace latky (c;)

s desetindsobnym signalem vyssim, nez je uroveil Sumu, tedy dle poméru S/N = 10:

Ci
S/N

LOQ =10 (3.10)

K detekénim limitim v tabulce 3.7, které byly vypocteny pro vSechny latky

vybrané¢ho maltézového zebticku derivatizovaného ANTS, je nutné poznamenat, Ze se
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jedna o piblizné hodnoty LOD a LOQ. Uginnost derivatizace nebyla ovéfena, pracovalo
se s malymi navazkami standardi a pii vypoctech bylo zohlednéno fedéni. Vytézek

derivatizace byl ptedpokladan jako nejvyssi.

Tabulka 3.7 — Poméry S/N a detekéni limity pro nanoCEasy a TTS spojeni

L nanoCEasy | TTS | zlepSeni nanoCEasy 15
atka e e e LOD | LOQ _LOD | LOQ
mg-l!

maltdza 147 40 4 0,82 2,72 3,00 | 10,00
maltotridza 166 45 4 0,72 2,41 2,67 8,89
maltotetradza 255 59 4 0,47 1,57 2,03 6,78
maltopentdza 429 107 4 0,28 0,93 1,12 3,74
maltohexo6za 414 116 4 0,29 0,97 1,03 3,45
maltoheptdza 526 103 5 0,23 0,76 1,17 3,88
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo porovnat moznosti spojeni CE-MS. Srovnani bylo
provedeno mezi laboratorné sestavenym interface nanoCEasy a komer¢éné dostupnym
TTS (typ G1607A) na separacich oligosacharidii maltézové fady. Vzhledem k neutralni
povaze sacharidu a k absenci chromoforu a fluoroforu v jejich struktufe byla provedena
reduktivni aminace, pfi niz byl maltézovy Zebticek znacen ANTS. Testovany byly rtizné
elektrolyty a separa¢ni podminky pomoci CZE s UV detekci. Na zaklad¢ zjisténych
ucinnosti separace, dosazeného rozliSeni, elektromigracnich charakteristik znacenych
oligosacharidli a kompatibility s MS systémem byl pro CE-MS analyzy vybran elektrolyt
octanu amonného 50 mM s pH 6,5.

Pro srovnani obou interface byly zvoleny podobné separacni a ionizac¢ni
podminky, které byly podrobnéji optimalizovany na jednotlivych sestavach. U pfidavné
kapaliny o slozeni octan amonny 50 mM s pH 6,5 aIPA 1:1 (v/v) bylo dosazeno
jednotného a stabilniho sprejovani na vystupu nanoCEasy emitoru pii ESI napéti 2,5 kV.
S ohledem na fedéni separovanych zon piidavnou kapalinou byl optimalizovan
hydrodynamicky tok. U pfidavného tlaku 30 mbar bylo u 73cm nepokryté kapilary
dosazeno celkové separace do necelych 11 minut s optimalnim rozliSenim pro vSechny
separované latky. Kvili pfitomnosti nebulizacniho plynu u TTS muselo byt ESI napéti
zvysené na 4,5 kV. Jeho tlak byl nastaven na 0,6 bar. Pti niz§im dochazelo ke ztratdm
spreje. K tomu kompatibilni a soucasné¢ nejniz§i byl prutok piidavné kapaliny
pfi 400 ul-h~!. V navaznosti na to byl tento priitok zvolen i pro nanoCEasy interface.

NanoCEasy vykazuje v ramci dne dobrou opakovatelnost v migracnich ¢asech
(RSD < 6,4 %, n=15) a plochach zén (RSD < 12,1 %, n =5). V sérii méfeni mezi tremi
dny bylo zjiSténo, ze existuji statisticky vyznamné rozdily v migracnich casech
a plochach z6n mezi jednotlivymi dny. Ty mohly byt zplsobeny kvili rizné poloze
separacni kapilary v emitoru, kvili starnuti emitoru nebo kviili odchylkam v teplotg,
jelikoz vétsi Cast separacni kapilary zlistdva mimo temperovany prostor. U TTS byly
hodnoty RSD migrac¢nich ¢asti (RSD < 8,1 %, n=15) aploch (RSD < 15,1 %, n=15) vyssi,
ale stale akceptovatelné. Diky nebuliza¢nimu plynu byla celkova doba separace zkracena
na necelych 8 minut, na druhou stranu se vyrazné projevilo fedéni zon, coz se negativné
odrazilo na rozliSeni prvnich migrujicich latek (pokles z Rme7=1,6 na Rme7 = 1,1)

a na poméru S/N (Ctyfnasobny az pétinasobny pokles).
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S nanoCEasy bylo mozné dosédhnout IlepSich vysledki nez u komercné
dostupného interface. Obé CE-MS spojeni vSak provazi fada negativnich vlivi, které se
pievazné projevily pii snaze o udrZeni stabilniho spreje. U nanoCEasy §lo napiiklad
0 zavadeni separacni kapilary do emitoru, kdy bylo obtizné opakované zajistit stejnou
polohu kapiléary vii¢i zuzujicimu se konci emitoru. Sprej byl citlivy ke kazdému pohybu
kapilary. Jeji leptana Spicka se navic Casto lamala. Pfi nasledném setiznuti kapilary mohly
1 drobné nerovnosti ovlivnit geometrii spreje. Nerovnosti v fezu kapilary jsou vyznamné
1u TTS, kde separacni kapilara vy¢niva ze samotné ESI jehly. Na jejim vystupu se Casto
tvotila kapka, kviili niz bylo nutné celé rozhrani nékolikrat promyt, potazmo rozebrat.

Zanevyhodu povazuji nemoznost regenerovat vnitini povrch kapilary pomoci
NaOH pfi opakovani analyz. Mezi analyzami se toto dalo realizovat pouze u nanoCEasy,
kde je mozné posunout separacni kapilaru dal od vystupu emitoru, piipadné ji zcela
vysunout. To predstavuje praktickou vyhodu zejména pii préaci se zasolenymi vzorky.
Podobné vyhody ¢i konstrukéni vylepseni by mély byt pfedmétem zdjmu v ramci

budouciho vyvoje CE-MS spojeni.
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Priloha A: Tetraboritanovy elektrolyt

Tabulka 4.1 — Separacni charakteristiky maltézového Zebticku v boratovém pufru 25 mM,
pH 9,5, teplota kapilary 25 °C, 1; = 51 cm, lqs = 42 cm, davkovani 50 mbar 5 s, rizné separacni

napéti
Napéti 30 kV
i (m*-s7-V)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,00 59,6 M6/7 34
M7 4,08 -30,4 0,055 30 740 13,7 MS/6 44
M6 4,39 -32.5 0,052 39 054 10,8 M4/5 1773
M5 4,78 —34,7 0,055 42 147 10,0 M3/4 11,6
M4 5,46 -37,8 0,055 55308 7,6 M2/3 873
M3 6,65 —41,7 0,065 57 455 7,3
M 7,92 —44.6 0,115 26 267 16,0
Napéti 25 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,49 57,5 Me6/7 6,7
M7 4,78 —27,6 0,030 144 874 2.9 MS5/6 8,6
M6 5,11 —29,5 0,028 187 387 2,2 M 4/5 13,7
M5 5,52 -31,6 0,028 214 016 2,0 M3/4 194
M4 6,20 ~345 0,031 227151 18 |M23 82
M3 7,32 —38,0 0,037 220 382 1,9
M 8,30 —40,3 0,105 34 607 12,1
Napéti 20 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,24 55,0 Me6/7 79
M7 6,38 27,0 0,032 214 009 2,0 M5/6 9.8
M6 6.81 28,8 0,033 242 289 17 | M4/5 152
M5 7,37 -30,8 0,034 261 975 1,6 M3/4 221
M4 8,29 -33,5 0,037 274 570 1,5 M2/3 96
M3 9,79 -36,8 0,043 292 046 1,4
M 11,10 —39,0 0,118 49 068 8,6
Napéti 15 kV
lll (mZ,s—l ,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 4,51 52,8 Me6/7 7,2
M7 8,92 —26,1 0,049 183 673 13,7 MS/6 8,7
M6 9,54 27,8 0,051 191 935 10,8 M4/5 13,5
M5 10,31 —29,7 0,054 205 602 10,0 M3/4 18,9
M4 11,60 —32,3 0,059 213 786 7,6 M2/3 103
M3 13,72 —35,5 0,072 200 965 7,3
M 15,63 —37,6 0,147 62 407 16,0

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.2 — Separacni charakteristiky maltozového Zebticku v bordtovém pufru 25 mM,
pH 9,5, teplota kapilary 20 °C, 1; = 51 cm, l¢ = 42 cm, ddvkovani 50 mbar 5 s, rizné separacni
napéti

Napéti 30 kV
i (mz.s 1 Vv l)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,12 56,2 Me6/7 3,0
M7 4,11 27,2 0,053 33734 12,5 MS5/6 3,7
M6 4,38 —29,0 0,052 39958 10,5 M4/5 59
M5 4,74 -31,0 0,059 35911 11,7 M3/4 9.2
M4 5,34 -33,9 0,061 42 026 10,0 M2/3 13,1
M3 6,35 —-37,4 0,069 47 649 8,8
M 8,44 —42,1 0,118 28 265 14,9
Napéti 25 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 2,67 53,5 M6/7 44
M7 5,07 —25,3 0,049 58 220 7,2 MS5/6 5.6
M6 5,41 —27,0 0,041 98 517 43 M4/5 8,6
M5 5,83 -29,0 0,049 77 741 5,4 M3/4 139
M4 6,53 -31,6 0,047 108 086 39 M2/3 94
M3 7,67 —34.,8 0,049 134214 3,1
M 8,63 —36,9 0,072 80 257 5,2
Napéti 20 kV
i (m*s™-V)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 3,54 50,5 M6/7 6,2
M7 7,10 —25,3 0,047 124 587 34 MS5/6 74
M6 7,60 27,0 0,049 135 409 3,1 M4/5 11,6
M5 8,24 —28.8 0,052 138 170 3,0 M3/4 17,2
M4 9,31 -31,3 0,057 150 075 2,8 M2/3 85
M3 11,08 —34,4 0,065 162 000 2,6
M 12,77 —36,5 0,169 31 482 13,3
Napéti 15 kV
i (mZ,s—l ,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi' (min) N H (um) R
™ 4,92 484 M6/7 68
M7 9,83 —24,1 0,059 153 585 3,3 MS5/6 8,3
M6 10,52 —25,7 0,060 168 508 3,0 M4/5 12,7
M5 11,40 —27,5 0,064 174 297 2.9 M3/4 18,1
M4 12,86 -29,8 0,070 185954 2,7 M2/3 9,7
M3 15,25 -32,8 0,085 176 978 2.9
M 17,42 —34,7 0,179 52 775 9,7

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.3 — Separacni charakteristiky maltozového Zebticku v bordtovém pufru 50 mM,
pH 9,5, teplota kapilary 25 °C, 1; = 51 cm, l¢ = 42 cm, ddvkovani 50 mbar 5 s, rlizné separacni

napéti
Napéti 30 kV
pi (m?-s71-v)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 1,86 63,9 M6/7 3,0
M7 3,69 -31,6 0,079 11 985 35,0 M5/6 3,7
M6 3,97 —-33,9 0,063 21 879 192 | M4/5 59
M5 4,36 —36,6 0,075 18 840 22,3 | M3/4 92
M4 5,02 —40,2 0,059 39927 10,5 M2/3 13,1
M3 6,28 —44.9 0,072 42 005 10,0
M 9,41 -51,2 0,082 72 640 5,8
nc 47 priumér 34 546 17,1
Napéti 25 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi12! (min) N H (um) R
™ 2,67 53,6 M6/7 2,1
M7 5,31 —26,7 0,112 12 396 33,9 M5/6 2,7
Mo 5,73 —28,6 0,116 13 626 30,8 M4/5 44
MS 6,29 -30,9 0,131 12 730 33,0 M3/4 87
M4 7,28 —34,0 0,131 17238 24.4 M2/3 214
M3 9,22 —38,1 0,132 27 056 15,5
M 14,42 —43,7 0,154 48 531 8,7
ne 42 priumér 21929 24,4
Napéti 20 kV
Wi (mz,s I.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi,! (min) N H (um) R
™ 3,89 45,9 M6/7 5,2
M7 8,12 —24,0 0,078 59 793 7,0 M5/6 6,6
M6 8,82 —25,7 0,079 69 389 6,1 M4/5 9,7
M5 9,76 =277 0,090 65 468 6,4 M3/4 16,6
M4 11,43 -30,3 0,112 57 968 7,2 M2/3 36,9
M3 14,72 -33,8 0,121 81877 5,1
M 23,70 —384 0,165 113 789 3,7
nc 82 primér 74 714 5,9
Napéti 15 kV
Wi (mz,s I.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 5,53 43,0 M6/7 5,1
M7 12,01 -23,2 0,112 63 323 6,6 M5/6 6,6
M6 13,06 -24.8 0,132 54 466 7,7 M4/5 11,8
M5 14,51 -26,7 0,127 72 501 5,8 M3/4 194
M4 17,07 -29,1 0,129 96 844 4,3 M2/3 37,2
M3 22,15 =323 0,180 84 461 5,0
M 36,49 -36,5 0,274 98 640 4,3
ne 91 prumér 78 372 5,6

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.4 — Separacni charakteristiky maltozového Zebticku v bordtovém pufru 75 mM,
pH 9,5, teplota kapilary 25 °C, 1; = 51 cm, l¢ = 42 cm, ddvkovani 50 mbar 5 s, rlizné separacni

napéti
Napéti 25 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,72 52,6 M6/7 3,6
M7 6,04 -29,0 0,092 24 031 17,5 M5/6 45
Mo 6,62 -31,0 0,096 26 250 16,0 M4/5 7,6
M5 7,46 -33,5 0,124 20 105 20,9 M3/4 15,7
M4 9,01 -36,8 0,115 33799 12,4 M2/3 403
M3 12,45 —41,1 0,142 42 766 9,8
M 25,79 —47,1 0,248 60 180 7,0
ne 86 priumér 34522 13,9
Napéti 20 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 4,19 42,6 M6/7 54
M7 9,88 —24,5 0,115 41102 10,2 M5/6 7.8
M6 10,91 -26,2 0,108 56 470 7,4 M4/5 135
M5 12,43 -28,2 0,121 58 179 7,2 M 3/4 25,1
M4 15,28 -30,9 0,128 79 551 53 M2/3 54,0
M3 21,89 =344 0,182 79 979 53
M 51,73 -39,1 0,469 67 594 6,2
n 132 primér 63 813 6,9
Napéti 15 kV
i (mz.s—l.V
Latka ti' (min) 107 wi,! (min) N H (um) R
™ 6,43 37,0 M6/7 6,2
M7 15,86 -22,0 0,167 50074 8,4 M5/6 8.8
M6 17,59 -23,5 0,162 65 425 6,4 Md4/5 14,7
M5 20,15 -252 0,182 68 350 6,1 M3/4 26,7
M4 25,04 =27,5 0,209 79 654 53 M2/3 -
M3 36,58 -30,5 0,300 82 597 5,1
M - - - - -
N, - prﬁmér 69 220 6,3

! primérna hodnota, n = 2
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Priloha B: Fosfatovy elektrolyt

Tabulka 4.5 — Separacni charakteristiky maltézového zebticku ve fosfatu 25 mM, pH 2,5, teplota
kapilary 25 °C, 1; = 51 cm, ls = 42 cm, davkovani 50 mbar 5 s, riizné separacni napéti

Napéti —30 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
ANTS 2,47 —48,1 0,031 36 335 11,6 M2/3 59
M 3,13 —38,1 0,042 31366 16,3 M3/4 47
M3 3,59 —-33,1 0,052 26 908 19,0 M4/5 3,9
M4 4,02 29,6 0,056 28 192 18,1 MS5/6 3.2
M5 4,42 —26,9 0,064 26219 19,5 Mo6/7T 2,7
M6 4,79 —24.8 0,071 24 932 20,5
M7 5,15 —23,1 0,085 20 359 25,0
nc 20 priumér 26 329 19,7
Napéti —25 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
ANTS 3,14 —45,5 0,036 43 285 9,7 M2/3 74
M 3,99 -35,8 0,045 43702 9,6 M3/4 6,0
M3 4,62 -30,9 0,055 38702 10,9 M4/5 50
M4 5,22 -27.4 0,062 39210 10,7 M5/6 4,1
M5 5,78 =247 0,070 37 645 11,2 M6/7 3,9
M6 6,30 -22.7 0,079 35539 11,8
M7 6,83 -20,9 0,078 42 729 9,8
n, 26 pramér 39 588 10,7
Napéti —20 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wiz' (min) N H (um) R
ANTS 3,90 —45,8 0,042 47750 8,8 M2/3 7.2
M 4,90 -36,4 0,054 45311 9,3 M3/4 538
M3 5,61 -31,8 0,061 46 289 9,1 M4/5 48
M4 6,26 -28.5 0,069 45 435 9,2 M5/6 3,8
M5 6,86 -26,0 0,077 44 383 9,5 M6/7 3,9
M6 7,38 —242 0,083 44 402 9,5
M7 7,94 -22,5 0,083 50 536 8,3
ne 26 primér 46 059 9,1
Napéti —15 kV
i (m2,s—1,V—1)
Latka t;' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
ANTS 5,31 —44.9 0,079 25 146 16,7 M2/3 55
M 6,68 -35,6 0,096 26 900 15,6 M3/4 45
M3 7,64 -31,1 0,111 26 401 15,9 M4/5 38
M4 8,52 -27,9 0,122 27 040 15,5 M5/6 3.2
M5 9,33 -25,5 0,129 29 051 14,5 M6/7 2,9
M6 10,07 —23,6 0,140 28 876 14,5
M7 10,82 -22,0 0,167 23 195 18,1
ne 20 priamér 260911 15,7

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.6 — Separacni charakteristiky maltozového Zebticku ve fosfatu 50 mM, pH 2,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, lg =42 cm, ddvkovéni 50 mbar 5 s, rtizné separacni napéti

Napéti —30 kV

e (s V)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
ANTS 2,59 —45,9 0,032 36 395 11,5 M2/3 5,8
M 3,34 —35,7 0,050 24 412 17,2 M3/4 4,7
M3 3,84 -31,0 0,052 29 950 14,0 M4/5 36
M4 4,32 —27,6 0,068 22 531 18,6 MS/6 29
M5 4,76 —25,0 0,081 19 368 21,7 M6/7 2,5
M6 5,17 -23.,0 0,084 20810 | 202
M7 5,58 -21,3 0,106 15234 27,6
ne 18 priumér 22 051 19,9
Napéti —25 kV
s (s V)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
ANTS 2,91 —49,0 0,035 38 670 10,9 M2/3 6,1
M 3,74 —38.,2 0,052 28 295 14,8 M3/4 50
M3 4,29 —33,3 0,054 35126 12,0 M4/5 3,7
M4 4,79 -29,8 0,066 29 035 14,5 MS5/6 3,1
M5 5,26 27,1 0,082 22 594 18,6 Me6/7 29
M6 5,70 -25,1 0,082 26 891 15,6
M7 6,12 —23,3 0,092 24 525 17,1
ne 20 pramér 27 745 15,4
Napéti —20 kV
i (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
ANTS 3,86 —46,2 0,048 35999 11,7 M2/3 6,2
M 4,95 -36,1 0,061 36 566 11,5 M3/4 5,0
M3 5,67 -31,5 0,076 30 798 13,6 M4/S 45
M4 6,33 —28,2 0,078 36 310 11,6 MS5/6 3,9
M5 6,93 —25,8 0,080 41 178 10,2 Me6/7 3,5
M6 7,48 -23,9 0,086 41 800 10,0
M7 8,00 —22.3 0,092 42 146 10,0
ne 23 primér 38133 11,2
Napéti —15 kV
pi (m*-s7-V7)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
ANTS 5,49 —-43.4 0,064 40 449 10,4 M2/3 6,2
M 7,04 —33,8 0,089 34 400 12,2 M3/4 54
M3 8,02 =29,7 0,096 38671 10,9 M4/S 4.2
M4 8,98 -26,5 0,115 34 003 12,4 MS5/6 4,0
M5 9,83 —24,2 0,121 36 752 11,4 Me6/7T 3,6
M6 10,64 -22.4 0,117 45 841 9,2
M7 11,39 -20,9 0,126 45272 9,3
nc 24 primér 39 156 10,9

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.7 — Separacni charakteristiky maltézového zebticku ve fosfatu 75 mM, pH 2,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, lg =42 cm, ddvkovéni 50 mbar 5 s, rtizné separacni napéti

Napéti —30 kV

s (s -V )
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
ANTS 2,34 -50,9 0,039 20022 21,0 | M2/3 47
M 3,17 -37,6 0,056 17 655 23,8 M3/4 32
M3 3,72 -32,0 0,083 11163 37,6 | M4/5 25
M4 4,24 28,0 0,112 7914 53,1 M5/6 2.2
M5 4,72 -25,2 0,110 10 240 41,0 | Me6/7 1.8
M6 5,15 -23,1 0,115 11158 37,6
M7 5,56 -21,3 0,158 6 856 61,3
ne 14 priumér 10 831 42.4
Napéti —25 kV
i (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
ANTS 2,96 —48,3 0,034 42 819 9,8 M2/3 79
M 3,94 —36,2 0,048 37476 11,2 M3/4 62
M3 4,64 -30,8 0,056 38 621 109 | M4/5 49
M4 5,27 -27,1 0,065 36 226 11,6 MS5/6 3,7
M5 5,87 —24,3 0,076 32 808 12,8 Me6/7 238
M6 6,42 22,2 0,097 24 276 17,3
M7 6,96 -20,5 0,130 15799 26,6
nc 23 pramér 30 868 15,1
Napéti —20 kV
i (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
ANTS 3,95 —45,2 0,044 44 790 9,4 M23 7,7
M 5,20 —-344 0,059 43 291 9,7 M3/4 6,2
M3 6,02 -29,6 0,067 44 382 9,5 M4/5 52
M4 6,79 -26,3 0,078 42 351 9,9 M5/6 44
M5 7,51 —23,8 0,085 43 296 9,7 Me6/7 3,8
M6 8,18 -21,8 0,096 40 346 10,4
M7 8,84 —-20,2 0,110 35585 11,8
ne 27 primér 41 542 10,2
Napéti —15 kV
i (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
ANTS 5,59 —42.,6 0,060 48 220 8,7 M23 79
M 7,34 -324 0,083 43 523 9,7 M3/4 6,4
M3 8,49 -28,0 0,088 51 870 8,1 M4/5 53
M4 9,54 -24.9 0,106 44 573 9.4 M5/6 4,7
M5 10,52 —22,6 0,109 51 741 8,1 M6/7 4.8
M6 11,42 -20,8 0,118 51 604 8,1
M7 12,42 -19,2 0,127 52 944 7,9
ne 29 primér 49 376 8,6
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Tabulka 4.8 — Separa¢ni charakteristiky maltozového zebticku ve fosfatu 25 mM, pH 6,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, lg =42 cm, ddvkovéni 50 mbar 2 s, rtizné separacni napéti

Napéti 30 kV
i (s V)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 1,99 59,7 M6/7 1,9
M7 3,22 -22,8 0,047 26 002 8.4 MS5/6 2,6
Mo 3,38 —24.5 0,054 22 126 16,2 M4/5 38
M5 3,60 -26,7 0,046 34221 19,0 M3/4 5,6
M4 3,93 -29.,4 0,056 26 875 12,3 M2/3 9,9
M3 4,48 -33,1 0,059 31524 15,6
M 5,55 —38,3 0,068 36 939 13,3
ne 25 priumér 34 075 14,6
Napéti 25 kV
i (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,50 57,2 M6/7 50
M7 4,07 -22,1 0,043 49 157 8,5 M5/6 7,0
Mo 4,27 -23,8 0,040 62 693 6,7 M4/5 10,5
M5 4,55 -25,8 0,039 74 946 5,6 M3/4 15,1
M4 4,97 -28,4 0,040 85947 4,9 M2/3 253
M3 5,66 -32,0 0,052 65 661 6,4
M 7,03 -36,8 0,056 87 660 4,8
ne 39 prumér 78 512 5.9
Napéti 20 kV
i (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,20 55,7 M6/7 2,5
M7 5,27 -21,9 0,065 36 506 11,5 M5/6 4,0
M6 5,54 -23,5 0,059 49 572 8,5 M4/5 6,3
M5 5,89 -25,4 0,046 89 513 4,7 M3/4 88
M4 6,43 —-28,0 0,055 75776 5,5 M2/3 13,5
M3 7,32 -31,3 0,064 73 008 5,8
M 9,01 -35,9 0,084 64 030 6,6
nc 36 primér 64 734 7,1
Napéti 15 kV
pi (m?s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 4,44 53,6 M6/7 3,7
M7 7,22 -20,7 0,048 123 886 34 M5/6 4,4
M6 7,58 -22,2 0,067 71 204 59 M4/S 6,4
M5 8,06 —24,1 0,061 98 191 43 M3/4 92
M4 8,79 -26,5 0,074 78 088 5,4 M2/3 16,1
M3 9,98 -29,8 0,079 87 630 4,8
M 12,22 —34,1 0,084 116 341 3,6
ne 43 primér 95 890 4,6

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.9 — Separac¢ni charakteristiky maltézového Zebticku ve fosfatu 50 mM, pH 6,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, lg =42 cm, ddvkovéni 50 mbar 2 s, rtizné separacni napéti

Napéti 30 kV

i (mZ,S—I,V—l)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,20 54,0 M6/7 2,7
M7 3,67 -21,6 0,047 33241 12,6 MS5/6 3,7
Mo 3,91 -23,5 0,054 28973 14,5 M4/5 6,1
M5 4,24 -25,9 0,051 38552 10,9 M3/4 10,0
M4 4,77 -29,0 0,052 45900 9,2 M2/3 18,7
M3 5,75 —33.3 0,062 47 660 8,8
M 8,09 -39,3 0,085 49 892 8,4
ne 45 priumér 40 703 10,7
Napéti 25 kV
lli (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,77 51,5 M6/7 33
M7 4,85 -22,1 0,051 51 065 8,2 M5/6 44
Mo 5,15 -23,8 0,058 43 644 9,6 M4/5 7,6
M5 5,58 -25.9 0,055 56 961 7,4 M3/4 132
M4 6,25 -28,7 0,050 88513 4,7 M2/3 235
M3 7,47 -32,4 0,059 89 493 4,7
M 10,28 -37,6 0,082 86 582 4,9
ne 55 prumér 69 376 6,6
Napéti 20 kV
pi (m?s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,75 47,6 M6/7 4,5
M7 6,58 -20,5 0,055 78 223 5,4 M5/6 6,3
M6 6,99 -22,1 0,050 106 386 3,9 M4/5 94
M5 7,56 —24.0 0,055 103 939 4,0 M3/4 143
M4 8,46 -26,5 0,057 120 311 3,5 M2/3 25,2
M3 10,06 =299 0,075 99 578 4,2
M 13,73 -34,6 0,096 113 464 3,7
nc 65 primér 103 650 4,1
Napéti 15 kV
p (m2s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 5,34 44.6 M6/7 53
M7 9,34 -19,1 0,059 141 316 3,0 M5/6 6,4
M6 9,92 -20,6 0,071 109 708 3,8 M4/5 973
M5 10,72 -22.4 0,076 110 396 3,8 M3/4 14,9
M4 11,98 —24.7 0,083 115 443 3,6 M2/3 28,6
M3 14,23 -27,8 0,095 124 868 34
M 19,32 =322 0,115 157 451 2,7
ne 71 primér 126 530 3,4

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.10 — Separac¢ni charakteristiky maltozového Zebticku ve fosfatu 75 mM, pH 6,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, 1d =42 cm, ddvkovani 50 mbar 2 s, rizné separacni napéti

Napéti 25 kV
i (mZ,S—I,V—l)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 1,99 57,9 0,019 60 841 8,2 M 6/7
M7 3,22 -22,1 0,047 26 002 19,2 M 5/6
Mo 3,38 -23.8 0,054 22 126 22,6 M 4/5
M5 3,60 -25,8 0,046 34221 14,6 M 3/4
M4 3,93 —28.,5 0,056 26 875 18,6 M 2/3
M3 4,48 -32,1 0,059 31524 15,9
M 5,55 -37,1 0,068 36 939 13,5
nc 25 pramér 34075 16,1
Napéti 20 kV
lli (mZ,S—I,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,60 49,6 M6/7 3,1
M7 5,86 -19,2 0,061 51283 8,2 M5/6 4,8
Mo 6,19 -20,8 0,064 51 837 8,1 M4/5 8.2
M5 6,64 =227 0,048 105 749 4,0 M3/4 124
M4 7,35 -25,3 0,054 103 907 4,0 M2/3 20,8
M3 8,60 -28.9 0,064 98 639 4,3
M 11,35 =339 0,091 86 086 4,9
nc 51 prumér 82917 5,6
Napéti 15 kV
pi (m?s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 5,36 444 M6/7 3,6
M7 8,78 -17,3 0,08165 64 103 6,6 M5/6 5,4
Mo 9,26 -18,7 0,0755 83 484 5,0 M4/5 7.8
M5 9,94 -20,4 0,07225 104 996 4,0 M3/4 12,1
M4 11,00 =227 0,08615 90 328 4,6 M2/3 213
M3 12,84 -25,8 0,0932 105 220 4,0
M 16,89 -30,3 0,1307 92 556 4,5
ne 54 priamér 90115 4,8

! primérna hodnota, n = 2
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Obrazek 4.1 — Zavislost proudové odezvy na riizném separacnim napéti,
fosfatovy pufr, pH 2,5, koncentrace 25 mM, 50 mM a 75 mM
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Obrazek 4.2 — Zavislost proudové odezvy na riizném separacnim napéti,
fosfatovy pufr, pH 6,5, koncentrace 25 mM, 50 mM a 75 mM
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Priloha C: Elektrolyt mravencanu amonného

Tabulka 4.11 — Separacni charakteristiky maltézového Zebticku ve NH4sFo 10 mM, pH 6,5,
teplota kapilary 25 °C, 1, =51 cm, l4 =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, rizné separacni napé&ti

Napéti 30 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 1,90 62,5 Me6/7 2,1
M7 3,10 —24,1 0,044 28 087 15,0 M5/6 2,7
Mo 3,25 -25,8 0,040 36 676 11,5 M4/5 4,0
M5 3,44 -27,9 0,044 33387 12,6 M3/4 5,7
M4 3,74 -30,7 0,044 40 807 10,3 M2/3 6,7
M3 4,22 -343 0,057 30 669 13,7
M 5,32 —40,1 0,135 8 606 48,8
ne 22 priumér 29706 18,6
Napéti 25 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,27 63,0 Me6/7 22
M7 3,79 -25,3 0,053 28262 14,9 M5/6 3,0
Mo 3,98 -27,1 0,046 40 648 10,3 M4/5 473
M5 4,22 -29,1 0,049 40 804 10,3 M3/4 62
M4 4,60 -31,9 0,055 38779 10,8 M2/3 8,7
M3 5,23 -35,6 0,064 37 484 11,2
M 6,80 —42,0 0,149 11586 36,3
n, 26 pramér 32927 15,6
Napéti 20 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wiz' (min) N H (um) R
™ 2,86 62,5 M6/7 2,1
M7 4,88 -26,0 0,073 24 875 16,9 M5/6 2,7
Mo 5,13 -27,7 0,070 30115 13,9 M4/5 4.2
M5 5,46 -29,8 0,074 30 505 13,8 M3/4 6,1
M4 5,99 =327 0,073 37 496 11,2 M2/3 14,5
M3 6,90 -36,6 0,103 25072 16,8
M 9,08 —42,9 0,074 84 231 5,0
nc 33 primér 38716 12,9
Napéti 15 kV
pi (m?-s7-V™)
Latka t;' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,81 62,4 M6/7 2,1
M7 6,61 -26,4 0,102 23522 17,9 MS5/6 2,9
M6 6,97 —28,2 0,094 30512 13,8 M4/5 46
M5 7,42 -30,3 0,090 37799 11,1 M3/4 6,1
M4 8,17 -333 0,100 37 264 11,3 M2/3 11,7
M3 9,60 -37,6 0,174 16 776 25,0
M 12,55 —43,4 0,122 58 490 7,2
nc 31 priamér 34 061 14,4

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.12 — Separacni charakteristiky maltézového zebticku ve NH4sFo 30 mM, pH 6,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, lg =42 cm, ddvkovéni 50 mbar 2 s, rtizné separacni napéti

Napéti 30 kV
i (mZ,S—I,V—l)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,31 51,5 M6/7 3,5
M7 4,41 -24.5 0,051 42 363 9,9 MS5/6 473
Mo 4,73 -26,3 0,056 39 822 10,5 M4/5 6,3
M5 5,19 —28,6 0,070 30352 13,8 M3/4 12,7
M4 5,89 -31,3 0,062 50 031 8.4 M2/3 258
M3 7,24 -35,1 0,063 72 400 5.8
M 10,74 —40,4 0,096 69 355 6,1
nc 57 pramér 50 720 91
Napéti 25 kV
lli (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,93 48,7 M6/7 3,5
M7 6,04 -25,1 0,091 24 342 17,3 M5/6 52
Mo 6,55 -26,9 0,085 32 697 12,8 M4/5 8,5
M5 7,31 -29,2 0,086 40 571 10,4 M3/4 172
M4 8,67 -32,3 0,102 40 407 10,4 M2/3 355
M3 11,53 -36,3 0,094 83273 5,0
M 22,73 —42.4 0,277 37 327 11,3
nc 81 prumér 43103 11,2
Napéti 20 kV
pi (m?s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,89 45,7 M6/7 4.2
M7 8,88 -25,8 0,135 24 036 17,5 M5/6 73
M6 9,85 -27,8 0,140 27 404 15,3 M4/5 12,9
M5 11,45 -30,3 0,116 53 802 7,8 M 3/4 20,6
M4 14,46 -33,5 0,159 45974 9,1 M2/3 -
M3 23,43 -38,3 0,353 24 410 17,2
M . B} . . .
nc - primér 35125 13,4

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.13 — Separacni charakteristiky maltézového zebticku ve NH4sFo 50 mM, pH 6,5, teplota
kapilary 25 °C, I =51 cm, lg =42 cm, ddvkovéni 50 mbar 2 s, rtizné separacni napéti

Napéti 30 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,01 59,2 M6/7 2,1
M7 3,83 —28,2 0,066 18 946 22,2 M5/6 2,6
Mo 4,12 -30,3 0,095 10 406 40,4 M4/5 4,6
M5 4,52 -32,9 0,088 14 810 28,4 M3/4 8,8
M4 5,22 -36,4 0,089 19 128 22,0 M2/3 209
M3 6,52 —41,0 0,086 31540 13,3
M 10,15 —47,5 0,118 40 990 10,2
ne 22 priumér 22 637 22,7
Napéti 25 kV
i (mz.s—l.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi12! (min) N H (um) R
™ 2,61 54,6 M6/7 39
M7 5,99 -30,8 0,096 21424 19,6 M5/6 5.2
Mo 6,59 -33.,0 0,086 32 554 12,9 M4/5 8,8
M5 7,45 -35,5 0,110 25 641 16,4 M3/4 183
M4 8,97 —38,7 0,094 50 837 8,3 M2/3 293
M3 12,19 —42.9 0,113 64 281 6,5
M 23,09 —48.,4 0,325 28 007 15,0
ne 74 priumér 37124 13,1
Napéti 20 kV
i (mz.s I.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi,! (min) N H (um) R
™ 3,53 50,6 M6/7 4,7
M7 9,44 -31,7 0,081 75 899 55 M5/6 5,8
M6 10,44 -33,5 0,167 21728 19,3 M4/5 11,7
M5 11,94 -35,7 0,140 40 461 10,4 M3/4 20,0
M4 14,72 38,5 0,140 61457 6,8 M2/3 -
M3 21,25 —42,2 0,244 41 986 10,0
M - - - - -
nc - primér 48 306 104
Napéti 15 kV
i (mz.s I.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 5,00 47,6 M6/7 6,6
M7 15,22 -32,0 0,167 46 162 9,1 M5/6 9,8
M6 17,11 =337 0,171 55567 7,6 M4/5 15,7
M5 20,17 -35,8 0,197 57951 7,2 M3/4 20,9
M4 26,50 =387 0,279 50192 8,4 M2/3 -
M3 44,34 —42.3 0,727 20 635 20,4
M - - - - -
ne - primér 46 102 10,5

! primérna hodnota, n = 2
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Priloha D: Elektrolyt hydrogenuhli¢itanu amonného

Tabulka 4.14 — Separac¢ni charakteristiky maltézového zebticku ve NHsHCO3 10 mM, pH 8,0,
teplota kapilary 25 °C, 1, =51 cm, l4 =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, rizné separacni napé&ti

Napéti 30 kV

i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 1,78 66,9 M6/7 2,1
M7 2,60 -21,0 0,027 51032 8,2 MS5/6 2,6
M6 2,69 —22,6 0,028 50 155 8,4 M4/5 3,6
M5 2,82 =247 0,030 49 973 8,4 M3/4 49
M4 3,01 27,3 0,031 50903 8,3 M2/3 5,7
M3 3,30 -30,8 0,037 43 181 9,7
M 3,82 —35,7 0,071 15956 26,3
ne 20 pramér 43 533 11,6
Napéti 25 kV
pi (m?-s1-v)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,09 68,4 Mé6/7 2,0
M7 3,12 —22.5 0,034 46 422 9,0 MS5/6 24
M6 3,24 —24,3 0,037 43 124 9,7 M4/5 34
M5 3,39 —26,3 0,038 43 354 9,7 M3/4 4,6
M4 3,62 —28,9 0,039 47 235 8,9 M2/3 54
M3 3,97 324 0,049 35794 11,7
M 4,60 -37,3 0,087 15507 27,1
n, 19 pramér 38573 12,7
Napéti 20 kV
w (m?-s1-v1)
Latka ti' (min) 107 wiz' (min) N H (um) R
™ 2,57 69,5 M6/7 1,5
M7 3,87 234 0,065 19 712 21,3 MS5/6 2,1
M6 4,01 —25,1 0,052 33232 12,6 M4/5 373
M5 4,20 27,1 0,055 36 865 12,8 M3/4 49
M4 4,48 —29,7 0,046 51784 8,1 M2/3 52
M3 491 —33,2 0,056 42 789 9,8
M 5,66 —38,0 0,116 13177 31,9
ne 17 primér 32260 16,1
Napéti 15 kV
wi (m?-s1-v1)
Latka t;' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,41 69,9 M6/7 2,0
M7 5,14 —23.,6 0,056 46 891 9,0 MS5/6 2,6
M6 5,33 =252 0,055 51409 8,2 M4/5 3.8
M5 5,58 -27,3 0,058 51183 8,2 M3/4 5,1
M4 5,95 -29,9 0,058 58 849 7,1 M2/3 59
M3 6,51 -33,3 0,070 48 604 8,6
M 7,54 —38,3 0,137 16 829 25,0
ne 20 priamér 45 628 11,0

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.15 — Separac¢ni charakteristiky maltézového zebticku ve NHsHCO3 30 mM, pH 8,0,
teplota kapilary 25 °C, 1;=51 cm, lg =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, riizné separacni napéti

Napéti 30 kV

i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 1,96 60,7 M6/7 2,1
M7 3,10 -223 0,040 33 407 12,6 M5/6 3,0
Mé6 3,24 —24,0 0,039 38618 10,9 M4/5 438
M5 3,43 -26,0 0,036 50403 8,3 M3/4 7.6
M4 3,71 —28,7 0,034 66 360 6,3 M2/3 12,5
M3 4,18 =322 0,038 67 677 6,2
M 5,07 -37,2 0,046 66 191 6,3
nc 30 pramér 53776 8,4
Napéti 25 kV
i (mz s l.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi12! (min) N H (um) R
™ 2,42 59,1 M6/7 34
M7 3,81 -21,5 0,022 163 630 2,6 M5/6 3,6
M6 3,98 -23,2 0,037 63 907 6,6 M4/5 5,6
M5 421 -25,1 0,039 65 899 6,4 M3/4 85
M4 4,56 =27,7 0,035 95 020 4.4 M2/3 133
M3 5,11 -31,1 0,043 80 256 52
M 6,19 -36,0 0,053 75 555 5,6
nc 37 pramér 90 711 5,1
Napéti 20 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi,! (min) N H (um) R
™ 3,08 58,0 M6/7 2,6
M7 4,84 -21,2 0,050 52 993 7,9 M5/6 35
M6 5,06 =227 0,049 59 263 7,1 M4/5 5,7
M5 5,35 —24,7 0,049 67 095 6,3 M3/4 8,9
M4 5,79 -27,2 0,042 104 366 4,0 M2/3 133
M3 6,50 -30,5 0,051 88 725 4,7
M 7,86 -35,3 0,069 72 163 5,8
nc 35 primér 74101 6,0
Napéti 15 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 4,16 57,3 M6/7 2,7
M7 6,53 -20,8 0,066 54 090 7,8 MS5/6 3,8
M6 6,83 -22.,4 0,062 67 370 6,2 M4/5 53
M5 7,22 —243 0,059 82 106 5,1 M3/4 8,0
M4 7,81 -26,8 0,071 67 962 6,2 M2/3 133
M3 8,75 -30,1 0,068 92 966 4,5
M 10,56 =347 0,092 72 691 5,8
ne 35 primér 72 864 5,9

! primérna hodnota, n = 2

93



Tabulka 4.16 — Separac¢ni charakteristiky maltézového Zebticku ve NHsHCO3; 50 mM, pH 8,0,

teplota kapilary 25 °C, 1; =51 cm, lq =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, riizné separacni napé&ti

Napéti 30 kV
i (mZ,S—I,V—l)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,10 56,7 M6/7 33
M7 3,46 -22.3 0,034 57714 7,3 MS5/6 5,0
Mo 3,64 —24.,0 0,031 75 494 5,6 M4/5 7.8
M5 3,89 -26,1 0,028 104 849 4,0 M3/4 11,2
M4 4,28 —28.9 0,031 109 319 3.8 M2/3 193
M3 4,94 -32,6 0,039 91366 4,6
M 6,31 -37.9 0,045 107 504 3.9
ne 49 priumér 91 041 4,9
Napéti 25 kV
lli (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,67 53,4 M6/7 3,1
M7 4,43 -21,2 0,045 54 051 7,8 M5/6 473
Mo 4,67 -22,8 0,044 61900 6,8 M4/5 6,9
M5 4,99 —24.8 0,044 71 609 5,9 M3/4 114
M4 5,50 -27,4 0,042 96 838 4,3 M2/3 188
M3 6,34 -30,9 0,046 105 009 4,0
M 8,10 —35,8 0,064 89 345 4,7
nc 46 pramér 79 792 5,6
Napéti 20 kV
pi (m?s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,50 51,0 M6/7 3,7
M7 5,82 -20,3 0,050 74 940 5,6 M5/6 5,2
M6 6,13 -21,9 0,049 87209 4.8 M4/5 76
M5 6,56 -23,8 0,048 104 656 4,0 M3/4 11,1
M4 7,22 -26,3 0,054 97 935 4,3 M2/3 18,1
M3 8,33 -29.,6 0,063 97 619 4,3
M 10,62 =342 0,085 85 669 4,9
ne 49 primér 91 338 4,7
Napéti 15 kV
lli (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 4,82 493 M6/7 44
M7 8,03 -19,7 0,062 94 085 4,5 M5/6 5,1
M6 8,47 -21,2 0,057 122 639 34 M4/5 6,9
M5 9,07 -23,1 0,079 72 367 5,8 M3/4 10,7
M4 9,98 25,5 0,078 91 064 4,6 M2/3 18,0
M3 11,51 —28,7 0,091 89518 4,7
M 14,64 -33,1 0,114 91214 4,6
ne 49 primér 93 481 4,6

! primérna hodnota, n = 2
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Priloha E: Elektrolyt octanu amonného

Tabulka 4.17 — Separacni charakteristiky maltézového zebticku ve NHsAc 10 mM, pH 6.5,

teplota kapilary 25 °C, 1, =51 cm, l4 =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, rizné separacni napé&ti

Napéti 30 kV
pi (m?-s71-v)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 1,80 66,0 M6/7 3,0
M7 2,84 —24.,0 0,023 84 763 5,0 M5/6 4,0
Mo 2,96 -25,7 0,024 86 567 4,9 M4/5 58
M5 3,11 -27,7 0,022 109 419 3.8 M3/4 83
M4 3,35 -30,4 0,025 98 509 43 M2/3 13,8
M3 3,71 -33,9 0,026 111918 3,8
M 4,38 —38,8 0,031 111285 3,8
nc 37 priumér 100410 4.2
Napéti 25 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,21 64,5 M6/7 32
M7 3,61 —24.9 0,030 78 492 5,4 M5/6 43
Mo 3,77 -26,7 0,030 90 561 4,6 M4/5 6,1
M5 3,99 -28,7 0,031 93922 4,5 M3/4 89
M4 4,32 -31,5 0,034 90 397 4,6 M2/3 15,0
M3 4,85 -35,1 0,036 102 522 4,1
M 5,84 —40,1 0,042 106 844 3,9
n, 40 pramér 93 790 4,5
Napéti 20 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wiz' (min) N H (um) R
™ 2,81 63,5 M6/7 3,2
M7 4,62 -24,8 0,040 74 029 5,7 M5/6 44
Mo 4,83 —26,6 0,039 83 240 5,0 M4/5 6,8
M5 5,12 -28,7 0,038 101 087 4,2 M3/4 10,3
M4 5,56 -31,4 0,038 117 268 3,6 M2/3 16,3
M3 6,26 -35,0 0,041 126 965 3,3
M 7,58 —40,0 0,054 108 525 3,9
ne 42 primér 101 852 4,3
Napéti 15 kV
Wi (m2,s—1,V—1)
Latka t;' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,78 63,0 M6/7 3,6
M7 6,30 =252 0,051 86270 4,9 MS5/6 4,7
M6 6,61 -26,9 0,051 94 856 4.4 M4/5 6,9
M5 7,01 -29,0 0,052 100 677 4,2 M3/4 104
M4 7,64 -31,8 0,055 107 876 3,9 M2/3 16,8
M3 8,65 -35,5 0,059 118 252 3,6
M 10,60 —40,5 0,077 104 608 4,0
ne 45 priamér 102 090 4,2

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.18 — Separacni charakteristiky maltézového zebtficku ve NHsAc 30 mM, pH 6.5,
teplota kapilary 25 °C, 1;=51 cm, lg =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, riizné separacni napéti

Napéti 30 kV

i (mz.s—l.V—l)
Latka t;' (min) 107° wi2! (min) N H (um) R
™ 2,20 54,2 M6/7 5,2
M7 3,77 =227 0,024 134 302 3,1 M5/6 6,9
Mo 3,99 —243 0,024 154 195 2,7 M4/5 10,0
M5 4,28 -26,4 0,026 151 104 2,8 M3/4 15,1
M4 4,73 -29,0 0,028 163 379 2,6 M2/3 253
M3 5,51 -32,6 0,033 154 420 2,7
M 7,17 -37,6 0,044 145 442 2,9
nc 67 priumér 150 474 2.8
Napéti 25 kV
i (mz.s 1 Vv 1)
Latka ti' (min) 107 wi12! (min) N H (um) R
™ 2,71 52,6 M6/7 6,0
M7 4,86 -23,2 0,029 157 453 2,7 M5/6 7,9
Mo 5,16 -24.9 0,029 170 774 2,5 M4/5 11,2
M5 5,57 -27,0 0,032 171 134 2,5 M3/4 17,0
M4 6,22 =297 0,036 162 332 2,6 M2/3 313
M3 7,36 -33,2 0,043 164 696 2,6
M 9,91 -38,2 0,053 192 048 2,2
ne 81 pramér 169 740 2,5
Napéti 20 kV
i (mz.s I.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi,! (min) N H (um) R
™ 3,52 50,8 M6/7 6,2
M7 6,44 -23,1 0,037 171 155 2,5 MS5/6 8,0
M6 6,85 =247 0,041 153 542 2,7 M4/5 11,7
M5 7,41 -26,7 0,042 173 862 2,4 M3/4 17,5
M4 8,31 -29,3 0,049 161707 2,6 M2/3 31,4
M3 9,90 -32,7 0,058 160 364 2,6
M 13,55 -37,6 0,079 164 164 2,6
nc 83 primér 164 132 2,6
Napéti 15 kV
i (mz.s I.V—l)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 4,82 49,4 M6/7 45
M7 8,79 -22,3 0,078 70 181 6,0 M5/6 6,9
M6 9,35 -23,9 0,067 107 666 3,9 M4/5 10,3
M5 10,14 -259 0,068 123 481 34 M3/4 15,6
M4 11,40 -28.,5 0,077 122 848 34 M2/3 27,6
M3 13,67 -32,0 0,094 116 878 3,6
M 18,90 -36,8 0,129 119 490 3,5
nc 70 primér 110 091 4,0

! primérna hodnota, n = 2
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Tabulka 4.19 — Separacni charakteristiky maltézového zebticku ve NHsAc 50 mM, pH 6,5,
teplota kapilary 25 °C, 1; =51 cm, lq =42 cm, davkovani 50 mbar 2 s, riizné separacni napé&ti

Napéti 30 kV

i (mZ,S—I,V—l)
Latka t;' (min) 107 wi2! (min) N H (um) R
™ 2,34 51,0 M6/7T 6,6
M7 4,12 -22,1 0,024 165018 2,5 MS5/6 93
Mo 4,39 -23.8 0,023 204 392 2,1 M4/5 13,7
M5 4,76 -26,0 0,024 211 804 2,0 M3/4 21,1
M4 5,36 -28,7 0,027 213 630 2,0 M2/3 369
M3 6,45 -32,5 0,033 207 313 2,0
M 9,09 -37.9 0,051 177 425 2,4
ne 97 priumér 196 597 2,2
Napéti 25 kV
lli (mZ,S—l,V—l)
Latka ti' (min) 10°° wi2! (min) N H (um) R
™ 3,00 47,7 M6/7 7.1
M7 5,46 -21,5 0,029 203 441 2,1 M5/6 9,5
Mo 5,83 -23,2 0,032 181 084 2,3 M4/5 144
M5 6,35 =252 0,032 218314 1,9 M3/4 22,7
M4 7,18 -27,8 0,036 222 886 1,9 M2/3 392
M3 8,74 -31,3 0,045 209 983 2,0
M 12,65 -36,4 0,072 169 628 2,5
ne 104 pramér 200 889 2,1
Napéti 20 kV
pi (m?s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 3,95 452 M6/7 74
M7 7,31 -20,8 0,039 197 894 2,1 MS5/6 10,1
M6 7,82 -22.4 0,042 189 511 2,2 M4/5 14,8
M5 8,55 —243 0,042 230 071 1,8 M3/4 22,9
M4 9,72 -26,9 0,052 196 941 2,1 M2/3 42,5
M3 11,93 -30,2 0,062 207 428 2,0
M 17,60 -35,1 0,095 190 150 2,2
nc 110 primér 201 999 2,1
Napéti 15 kV
p (m2s V)
Latka ti' (min) 107 wi! (min) N H (um) R
™ 5,46 43,6 M6/7 8,2
M7 10,30 -20,4 0,048 252 989 1,7 MS5/6 10,6
M6 11,03 -22,0 0,058 203 072 2,1 M 4/5 15,7
M5 12,08 -23,9 0,059 233 734 1,8 M3/4 23,6
M4 13,81 -26,3 0,071 211 239 2,0 M2/3 364
M3 17,07 -29,6 0,091 193 943 2,2
M 25,54 -343 0,183 108 631 3.9
nc 106 primér 200 601 2,3

! primérna hodnota, n = 2
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