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Seznam pouzitych symbolu a zkratek

[A] koncentrace latky A

°C stupeni Celsia

A absorbance

AK aminokyselina

Ala alanin

Asn asparagin

Asp kyselina asparagova

C koncentrace

Cl chemicka ionizace

Di difuznim koeficientem

& molarni absorpéni koeficient
Exin kinetick& energie

Epot potencialni energie

ESI ionizace elektrosprejem
Fm objemova rychlost

Gly glycin

HPLC vysokoUlcinna kapalinova chromatografie
I iontovy signal

lo poc&atecni iontovy signal
IE ionizaéni energie

k rychlostni konstanta

k kapacitni pomér

Kb distribuéni konstanta

| délka proudové trubice
I tloustkou absorbuijici vrstvy

A vinova délka
LIDB laserem indukovany dielektricky pruraz
m hmotnost
MALDI laserova desorpce/ionizace za asistence matrice
MeOH methanol
n latkové mnozstvi
N podet &astic
PA protonova afinita
PALS prazsky laserovy systém Asterix
PF prostorovy filtr
S sekunda
Ser serin
metoda proudové trubice s vybranymi ionty s hmotnostnim
SIFT-MS spektrometrem
B fazovy pomér
TEAA triethylamin s kyselinou octovou
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mrtvy retencni ¢as

detektor doby letu
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extrémni ultrafialova ¢ast spektra
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korekce délky

difuzni délka



1 UVOD

Lidé se od pradavna zabyvaji otazkou vzniku Zivota. Dnes se predpoklada, ze
sekvence jednotlivych procesi vzniku Zivota pravdépodobné zacala syntézou
jednoduchych organickych molekul. Tyto jednoduché molekuly spolu reagovaly za vzniku
polymerii a déle na stale vice a vice komplikovanéjsi struktury az vznikl prvni systém,
ktery mohl byt nazyvan zivym.! V tuto chvili se naskytd otdzka, co je to vlastng Zivot?
Odpovéd neni jednoducha. Velmi zjednodusen¢ mizeme fici, Ze Zivot je chemicky systém
zavisly na vodé, schopny vyvoje, reprodukce, adaptace a prenosu molekularni informace
mezi generacemi.

Zajem o vyzkum prebiotické syntézy bioorganickych latek zvysil v roce 1952
Milleriv experiment, kterému se podafilo pomoci elektrickych vyboji syntetizovat ve
smé&si CHy, NH3, H,0, H; jednoduché organické latky 2 (aminokyseliny, moc¢ovinu aj.). V
nasledujicich desetiletich bylo uskutecnéno mnoho experimenti v nékolika riznych
systémech predstavujicich primitivni atmosféry. Slozeni zemské atmosféry meélo
pravdépodobné obrovsky vliv na vznik zivota na Zemi a proto je jiz fadu let intenzivné
zkouméno. V soucasnosti se predpoklada, ze s nejvétsi pravdépodobnosti, byla zemska
atmosféra tvorena piedeviim smési plynii CO5(CO)-N-H,0 ® s tim, Ze velké mnoZstvi
oxidu uhelnatého mohlo byt doddno do atmosféry dopadem komet a asteroidu, které
obsahovaly znaéna mnozstvi tohoto plynu #, a odplynénim Zhavého plasté Zemé.

Ptimé zdroje energie umoziujici syntézu organickych latek na primitivni Zemi byly
slunecni a kosmické zateni, elektrické vyboje, tepelnd sopecnd energie, radioaktivita a
razove Vlny.‘r"6 Potencidln€ nejdostupnéjSim zdrojem energie bylo dlouhovinné ultrafialové
zafeni, avSak nejvetsi specifickou Uc€innost pii jejich syntéze mély rdzové viny spojené
S bleskovymi vyboji a dopady mimozemskych téles do atmosféry.7

Pti vysokorychlostnim dopadu mimozemského télesa do atmosféry dochazi k
uvolnéni velkého mnozstvi energie. Simulaci tohoto jevu je vyuziti vysokoenergetického
laseru, tedy v nasem piipadé laserovému systému PALS (Prague Asterix Laser System).
Pti fokusovani laserového zéafeni v plynném prostfedi dochdzi v zuzujici se ¢asti svazku k
dielektrickému prurazu plynu (laser-inducted dielectric breakdown — LIBD). To zptsobi
vznik oblaku horkého a hustého plazmatu, které je jasné¢ ohrani¢eno v prostoru a ¢ase. V
principu zde dochazi ke kaskadové ionizaci plynu vytvarejici plazma. Tento jev Se navenek

projevi vznikem jiskry.



Energie laserového svazku deponovana v jiskie se do okoli dostava ttemi cestami:
o razovou vlnou, ktera se v ur¢itém okamziku oddéli od expandujiciho plazmatu
o misenim a interakci expandujiciho plazmatu, charakterizovaného velmi vysokou
teplotou a obsahem reaktivnich Castic (iontd, volnych radikdlt, atoml) v
zakladnich i1 excitovanych stavech, s okolnim plynem
o kratkovinnym (UV-VUV/XUV) zafenim a energetickymi ¢asticemi emitovanymi
plazmatem
Jejich podil na chemickych zménach je dan jednak parametry laserového pulzu,
urujicimi teplotu a dalsi klicové charakteristiky jim generovaného plazmatu, jednak
rozdily jejich G&innosti pfi iniciaci chemickych reakei v dané molekularni soustave.®
Nase diive provedené experimenty potvrdily moznost vzniku jednoduchych
organickych latek ze smési anorganickych plynli pomoci vysoce energetickych zdroja
zateni. Pro tyto vyzkumy byla v ptedchozich experimentech, probihajicich na UFCHIJH,
pouzivana velkoobjemova sklenéna kyveta. MnozZstvi aminokyselin v ni syntetizované
vSak bylo velmi nepatrné a proto byla pro dalsi experimenty vyrobena kyveta o n¢kolika
nasobné¢ mensim objemu, ve které se predpokladd kvantitativné a¢inngjsi syntéza
aminokyselin. Dal§im divodem pro zhotoveni nové kyvety byl zdjem studovat interakci
povrchu pii syntéze latek, coz v pivodni kyveté, vzhledem k velikosti vznikajici laserové

jiskry (ptiblizné 10 cm), nebylo mozné.

Cilem této prace je zjistit, zda je mozné v takto nové zvolenych podminkéach
syntetizovat vyssi koncentrace jednoduchych organickych latek ve smési CO-N,-D,0, se
zamé&fenim hlavné na aminokyseliny. A dale, jaky mé vliv interakce s rliznym povrchem

na mnozstvi a tvorbu produktti v ozafované smési.



2 INSTRUMENTACE
2.1 PALS

StéZejnim nastrojem této prace je PALS (Prague Asterix Laser System), obii
laserovy systém, vyuZzivajici atoml jodu ke generaci zafeni v blizké infracervené oblasti,
viz. obr. 1 a 2. Zakladni vinova délka je 1315 nm, tu je vSak mozno konvertovat na druhou
(658 nm, Cervenou) nebo tieti (438 nm, modrou) harmonickou frekvenci. Ve stavajici
konfiguraci a na zéakladni vinové délce 1315 nm laser poskytuje pulzy o energii az 1 kJ.
Vzhledem k velmi kratké délce laserového pulzu (300 - 400 ps) je Spi€kovy pulzni vykon
laseru obrovsky - az 3 TW. Laser je schopen dodat jeden takovy impulz zhruba jednou za
pul hodiny. Vystupni svazek laseru PALS je velmi kvalitni, tj. prostorové homogenni, a
stabilni, tj. jeho energie se vystiel od vystielu prakticky neméni. Opticka draha laseru je
dlouha pfiblizn€ 160 m. Po jeji délce se primér laserového svazku zvétsi desetkrat a jeho

energie se zvy3i stotisickrat.’

s || Konverzni
ﬂ' krystaly
Faradaylv o P
rotator )‘-"4‘/
Interakéni komory
PF1 2 1

Obr.1: Schéma PALS, I- Fidici oscilator, 2- predzesilovac, PF1-6-prostorové filtry, Z1-5-
zesilovace. °

Obr. 2: Umisténi PALS v laserové hale.



2.1.1 Princip

Jak uz bylo zminéno, PALS je plynovy laser, vyuZzivajici ke generaci zareni
pfechodu v atomarni struktufe jodu. Jédovy atom je ziskavan z molekuly alkyljodidu C3F-I
fotolyzou (fotodisociaci). Atom se uvoliiuje z chemické vazby prostfednictvim pulsniho
UV zafeni, které je doddvano vybojkami. Elektronovy obal jodu je excitovan, ¢imz je
zformovana inverze populace vzhledem k nize lezicimu zékladnimu stavu. Tim jsou

vytvotreny podminky pro laserovou akci.

molekula a]kyljodldu excitovany atom jodu  alkylovy radikal

o () +++

T
Obr. 3: Znadzorneni fotodisociace alkyljodidu.

K laserové akci dochazi mezi hladinami jemné struktury 2P, a %Py, zékladni
konfigurace 5825p5 neutralniho atomu jodu. Pfechodem mezi hladinami 2P, ), a 2P3j, dochazi

k emitaci zafeni o vlnové délce 1,315 pm.

2,5 2
/ 5s25p° °P, ,
laserova akce
fotodisociace 1.315 pm
5s25p> 2P,

3/2

Obr. 4: Prechod mezi hladinami 2P1/2 a 2P3/2

Aktivni médium laseru je slozeno kromé z isopropyljodidu CsF71 také z argonu (Ar),
ktery pusobi jako tzv. naraznikovy (buffer) plyn. Argon samostatné K laserové akci

nepfispiva, ve smési ma vsak tfi vyznamné funkce.
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l. Rozsifuje atomovymi srdzkami Sitku spektralni ¢ary emitovaného zateni.

. Rozied’uje alkyljodid v aktivnim prostiedi a tim zlepSuje homogenitu Cerpani

V pficném sméru.

I1. Plsobi jako tepelny rezervoar absorbujici ¢ast tepelné energie deponované do

aktivniho prostfedi vybojkami. To pomdhd vyrazné omezovat nezadouci

tepelny rozklad aktivniho média ve fotolyzované smési.

Fotodisociaci vzniklé alkylové radikaly a jddové atomy jsou chemicky velmi reaktivni.

24

CsF7 +1-> CsF4l

(rekombinace)

CsF7 + CsF7 -> CeFas

(dimerizace)

I+1->1

(vznik molekuly jodu)

Tab. 1: Radikadlové reakce ve fotodisociované smési

Produkty dimerizace alkylovych radikali nemaji vliv na dalsi fungovani pracovni

smési. Zatimco molekuly jodu, produkované piedevsim tteti z uvedenych reakci, zhaseji

velmi ucinné inverzi populace a maji silné korozivni ucinky. Proto je smés po kazdém

vystielu laseru vedena do kryogennich jednotek obsahujicich kapalny alkyljodid.

Molekularni jod z ozétené smési je zachycovan v kapalném alkyljodidu a nové molekuly

alkyljodidu jsou do ni z kapalné faze doplnény. Takto dochazi k regeneraci smési viz obr.

5. Pravé diky moznosti efektivni regenerace je volen isopropyl i-CsF-l.

Ar + C;Fl 1taserova trubig

kryogenni jednotka

—50to-20°C

Obr.5: Regeneracni proces pracovni smési
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2.1.2 Celkové usporadani

PALS se sklada z oscilatorové sekce generujici pocatecni slaby svételny impuls a
Z fetézce peti zesilovacl, které tento pocatecni puls zesiluji. Rozmér zesilovact se od
jednoho zesilovaciho stupné k druhému zvétsuje, takze primér zesilovaného laserového
svazku postupné roste. Primér svazku zac¢ind na 8 mm a konc¢i na 290 mm. Tim, Ze pramér
svazku roste se udrzuje plosna hustota vykonu laserového svazku na hodnoté, pii které
jesté nemiuze dojit kK poskozeni povrchu jednotlivych optickych prvka vlivem piilisné
svételné zatéze. Primér laserového svazku se zvySuje pomoci optickych teleskopi -
prostorovych filtrd, které soucasn¢ vylepsuji kvalitu zesilovaného svazku. DalSim
dilezitym zafizenim v zesilovaci trase je Faradayiv rotator, jenz zabranuje zpétnému

L o . 10
zesilovani odrazenych paprskii.
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2.2 Vakouva linka

K plnéni kyvet na pozadovany tlak byla pouzivana vakuova linka znazornéna na
obr. 6. Tato linka je vyrobena ze skla a k jejimu uzavirani slouzi vakuové kohouty. Tlak
uvnitf linky je méfen pomoci mechanického manometru PREMA s rozsahem od 760 do 0
Torr a elektrického manometru typu Baratron s rozsahem od 13,32 do 0,01 Torr.! Linka je
evakuovéana pomoci rotadni olejové pumpy EDWARDS 5 az do tlaku 107 Torr, ke které je
pfipojena pies vymrazovaci lahev, naplnénou kapalnym dusikem (zabranéni vniknuti

olejovych par do kyvety).

BARATRON

I
AN
ff_,_.
S —
/)
==

Ll !
T
s —

_
Ny
LJ » )! -
I vyRuazovad vyRuazovad
pst kihev

Obr. 6: Schéma vakuové linky 1

Ostatni soucasti jsou k vakuové lince pfipojovany hadicemi tygon pies zabrusové

nebo kovové spojky cajon.?
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2.3 Sklenéné kyvety

Pii experimentu byly pouzivany dv¢ stejné sklenéné kyvety ukazané na obr. 7.

Obr. 7: Jedna ze dvou sklenénych kyvet upevnénd ve stojanku.

Kyvety jsou valcovitého tvaru a jsou opatfeny dvéma vakuovymi kohouty, které
slouzi k evakuaci a plnéni. Vnitini objem kyvet je cca 820 cm®. Délka kyvet bez
vakuovych kohoutd je 15,5 cm a jejich vnitini pramér je 8,2 cm. Na spodni strané téla
kyvet je prohluben, do které je vstiikovana deuterovana voda a slouzi také jako misto pro
kondenzaci vody po ukonceni ostielovani laserem.

Kyvety se skladaji ze vstupniho sklenéného okna, jenoz tloustka je 1 cm. Timto
oknem vstupuje laserovy paprsek do kyvety. Okraje kyvet, na které doseda vstupni okno
jsou mirné zvednuty. Vstupni okno je k t€lim kyvet pfipevnéno nerezovymi piirubami.
Dvé pllmésicové priruby dosedaji piimo na spodni kruhovou ptirubu. Mezi spodni
pfirubou a zvednutym sklenénym okrajem kyvety je umisténa vlozka, aby se zabranilo
prasknuti okraje kyvety tlakem seSroubovanych pfirub. Jako té€snéni slouzi wittonovy
krouzek, ktery je vlozen mezi télo kyvety a vstupni okno. Mezi horni pfirubu a vstupni
okno je opét vloZena vlozka. VSe je spojeno Sesti Srouby tak, aby zadna sklenénéd soucast

nebyla prilisSnym tlakem poskozena, ale zaroven, aby kyveta tésnila.
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2.3.1 Cisténi kyvet

Vsechny sklenéné¢ soucasti kyvet byly vzdy ptred plnénim vyplachnuty
deionizovanou vodou a vypeceny v peci na 450 °C, aby se z vnitinich stén spalily vSechny
organické latky. Po vyjmuti z pece byla co nejvétsi snaha, aby se zamezilo kontaminaci
kyvety organickymi neCistotami, proto jsme pii manipulaci s Kyvetami a véskerym
nadobim a nainim, potfebnym k plnéni, pouzivali teflonové rukavice. Kyvety byly co
nejdiive uzavieny, evakuovany na vakuové lince a naplnény vzorkem. VSechno sklenéné
nadobi a sklenéna injekéni stiikacka byly vzdy dikladné vycisténé, vyplachnuté
deionizovanou vodou a vypecené v peci. Teflonové hadi¢ky a injek¢ni jehly, potiebné
K plnéni a vysavani vody, byly pouzity vzdy nové. Plastové a nerezové Casti byly omyty

deionizovanou vodou a osuseny.

2.3.2 Plnéni kyvet

Kyvety byly plnény ptes vakuovou linku, ke které byly pfipojeny hadici tygon a
nerezvou spojkou cajon, pies jeden z vakuovych kohoutl. Dale byla k vakuové lince
zapojena zasobni bomba s dusikem a oxidem uhelnatym dle obr. 6 v kapitole 2.2.

Nejdiive jsme evakuovali pouze vakuovou linku a k ni pfipevnéné hadice —
vakouvé kohouty kyvety zistaly uzaviené. Poté jsme otevieli kohout kyvety pfipevnény k
lince a evakuovali kyvetu. Evakuace trvala cca 30 — 45 minut. Evakuovanou kyvetu jsme
3x proplachli dusikem tak, Ze jsme ji nejdfive naplnili dusiken na 110 kPa a pak zcela
zCerpali. Tento proces probéhl tiikrat. Po ctvrtém naplnéni dusikem na 110 kPa jsme
rychle odsroubovali druhy vakuovy kohout a pomoci injek¢ni stiikacky, jehly a teflonové
hadi¢ky jsme za proudu plynu zavedli na dno kyvety (do prohlubn¢) 1 ml D,O, kohout
jsme uzavieli a tlak v kyveté snizili na 50 kPa. Poté jsme doplnili kyvetu oxidem
uhelnatym na atmosféricky tlak. Timto postupem jsme docilili, Ze vSechny slozky v kyveté

byly v molarnim poméru 1:1:1.
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2.4 Médéna a teflonova folie

Pro vyzkum interakce povrchi byla pouzita teflonova a médeéna folie, které byly
vsunuty do kyvet, obr.8 A,B. Tloustka teflonové folie je 1 mm a médéné 0,5 mm . Reakéni
povrch folii je 630 cm? Ob& folie maji uprostted kruhovy vyiez, ktery doseda na

prohluben v kyveté¢ a umoznuje tak vodni pare snadno difundovat v systému.

A B
Obr. 8: A- médenda folie v kyveté, 1- Kruhovy otvor nad prohlubni v kyveté; B — teflonova folie

Pted vlozenim do kyvet byly folie oCistény v 40% kyseling¢ sirové a vypeceny v
peci. Teflonova folie byla vypecena pii 250 °C a médeéna byla vypecena pii 500°C ve
vakouvé peci. Stejnym zpisobem byly pfipraveny i referen¢ni kousky folii. Vakuova pec
pro médénou folii, byla pouzita proto, aby se zamezilo nezddouci oxidaci médi. Plnéni
plyny a deuterizovanou vodou probihalo u kyvety s teflonovou folii stejnym zptisobem,
ktery byl popsan v predchozi kapitole. Kyveta s médénou folii byla také naplnéna stejnym

mechanizmem, rozdilné v§ak bylo pouziti H,O misto vody deuterizované.
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3 POUZITA METODIKA

3.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda, kterd vyuziva separace
urychlenych ionizovanych ¢astic (iontl) ve vakuu, a to podle jejich hmotnosti pfi jejich
prachodu magnetickymi a elektrickymi poli.

Tato metoda vyZaduje nepatrné mnozstvi méfené latky, a proto se hmotnostni
spektrometrie Casto pouziva ve stopové analyze organickych latek. Dalsi dillezitd vlastnost
této techniky tkvi v jeji schopnosti ,,poradit si“ 1 s velmi komplikovanymi smésmi latek a

strukturni informaci poskytnout rychle.™

3.1.1 SloZeni spektrometru

o Vstup - misto kudy se vzorek (pevna faze, kapalina, plyn; deska se vzorkem,
kapilara z HPLC...) dostava do systému

o Zdroj — zde dochazi k pfeméné slozek vzorku na ionty (bombardovanim fotony,
elektrony, atomy...)

o Analyzator — zde probiha separace ionti dle m/z

o Detektor - detekce separovanych iontt

o Data procesor — ten slouzi k pfijmu a zpracovani dat

o Vakuum — vytvotené vykonnymi vakuovymi pumpami

vakuum

Obr. 9: Obecné schéma spektrometru.
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3.1.2 Princip

Me¢fteni molekulovych hmotnosti molekul (pfesnéji jejich riizn€ nabitych iontl) ma
vzdy nékolik krokd:

1. Molekula musi byt prevedena do plynné faze (do vysokého vakua), pficemz
ziskava charakteristicky naboj.

2. lont je urychlen. Z charakteru jeho pohybu vakuovanym prostorem lze vypocitat
pomér jeho hmotnosti a naboje.

3. Pomoci detektoru se urci parametry charakterizujici drahu iontu.

4. Navazujici elektronicky systém umozni zpracovat signal vychazejici z detektoru a

vypocitat pomé&t hmotnosti a naboje pfisluSnych iontd (m/z).

Pro ptechod castic do plynné faze se dnes uplatiiuji predevSim dva postupy.
Metoda ESI (electrospray ionization) se uziva v kombinaci s chromatografickymi
metodami nebo s kapilarni elektroforesou. Na usti kapilary, z niz pomalu vytékaji
jednotlivé frakce separovanych molekul, se aplikuje vysoky elektricky potencial, ktery
umozni nahlé odpafeni a ionizaci molekul. Tento zpiisob ionizace umoziuje studium
nativnich molekul, jeji nevyhodou je relativné vysoky naboj iontt.

Druhou moznosti je metoda Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation (MALDI),

kde dochazi k ionizaci laserem za asistence matrice (podrobnéji viz. kapitola 3.3)

K urceni hmotnosti iontu se vyuziva pfedevs§im téchto parametrti drahy iontu ve

vakuovaném prostoru:

o Doba letu iontu, ktery byl urychlen vysokym stejnosmérnym elektrickym napétim,
od mista ionizace k detektoru. Ionty se stejnym nabojem ziskaji pii pruchodu
elektrickym gradientem stejnou energii (Epot = zU, kde z je naboj a U elektricky
potencial), jejich rychlost pak zavisi na hmotnosti m (podle rovnice Egin = %mv?).

Tento zplisob urovani hmotnosti se nazyva TOF (time of flight).

o Zakfiveni drahy v magnetickém poli, kolmém na pohyb iontu. Tento klasicky typ
detektoru vyuziva skuteCnosti, ze draha nabité Castice se v magnetickém poli
zakfivuje tim vice, ¢im se Castice pohybuje pomaleji, ¢im ma vyssi ndboj a nizsi

hmotnost. V nejmodern€jsim provedeni vytvaii magnetické pole supravodivy
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magnet; hledaji se pak takové parametry pole, pii nichz jsou jednotlivé druhy iontl

uvedeny na stacionarni kruhovou drahu v tzv. cyklotronu.

o Charakteristiky pohybu ionti v prostoru, tvofeném c¢tyimi nabitymi ty¢emi (tzv.

kvadrupol). Hleda se takové rozlozeni elektrického pole, pii némz ionty prechaze;ji

do stacionarniho vinéni; z parametrii pole Ize pak uréit pomér m/z jednotlivych

iond.

o Zachyceni iontl v tzv. iontové pasti, tvofené prstencovou elektrodou (na kterou je

piivedeno stiidavé napéti) a vstupni a vystupni elektrodou (na které je piivedeno

stejnosmérné napéti). Po nahromadéni iontli v pasti se postupné zvysuje stiidavé

w7 W r ro* o O :r 14 14
napéti, coz vede k postupnému vypuzeni iontti o vzristajici m/z.

3.2 Hmotnostni spektrometrie s vybranymi ionty v proudové

trubici

Hmotnostni spektrometrie v proudové trubici s vybranymi ionty (SIFT- MS) je

metoda zalozend na reakci prekurzoru a stanovovaného plynu. Témito prekurzory jsou

ionty HsO', NO" a O,

spektrometrem.

Produkty téchto reakci jsou detegovany hmotnostnim

Vyhoda SIFT- MS vyplyva z pfitomnosti proudové trubice. Diky definovanému

Casu, kdy reakce probiha, a rychlostni konstant¢ k, je mozno stanovit koncentraci

analyzované latky a to bez kalibrace pfistroje.

zahfivana
kalibracni
kapilara

vIorIovany

hmotnosto filtr

plyn
proudcva
trubice

hmotnostm
sp Ekl:mmeu

_E[I—I%JE
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laboratornd
vzduch

mikrovinny
rezonator
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— ] | ] S—
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'

pumpa
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pumpa
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Obr.10 : Schéma SIFT-MS
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3.2.1 Princip

Ionty vyuzivané k reakci S analytem jsou tvofeny v iontovém zdroji a jsou
vybirany kvadrup6lovym hmotnostnim filtrem pravé ty ionty, které se budou zrovna
pouzivat (H3O", NO" nebo O, ). PouZivanou ionizaéni technikou je chemicka ionizace
(CI), energie urychlenych elektronti je tedy piendSena na vzorek pies reakéni medium.
Jako iontovy zdroj slouzi mikrovinny vyboj ptes vlhky vzduch a jsou jim tvoreny vSechny
prekurzorové ionty.

Kvadrupélovy hmotnostni filtr se skldda ze ctyt kovovych ty¢i hyperbolického
nebo kruhového prafezu, které jsou piipojeny ke zdrojim stejnosmérného a
vysokofrekvenéniho stfidavého napéti. Ionty, které vlétnou do prostoru mezi ty¢emi, se
dostanou do stiidavého elektrického pole a zacnou oscilovat. Pii vhodné zvolenych
hodnotach stejnosmérného a stfidavého napéti a jejich vhodném poméru projdou
kvadrupdlem pouze ionty o uréitém poméeru m/z, ostatni se dostanou na nestabilni drahy a
zachyti se na ty€ich kvadrupolu nebo na sténach piistroje (obr.11). Zafizeni se chova jako
hmotnostni filtr nastaveny na ur¢itou hodnotu m/z. Postupnou zménou napéti vkladanych
na kvadrupdl (skenovanim) je mozno nechat timto filtrem postupné projit ionty ve

zvoleném intervalu hodnot m/z.

Obr.11: Hmotnostni spektometr s kvadrupolovym analyzatorem. l-iontovy zdroj, A-

akceleracni sekce, K-kvadrupolovy analyzdtor, D-detektor
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Prekurzorové ionty jsou vstiikovany do proudové trubice Venturiho vstupnim
otvorem do rychle plynouciho inertniho plynu. Jako

inertni plyn se obvykle pouziva helium o tlaku 1 Torr.

RNossypbe Venturiho vstupni otvor je tvofen kruhovou $térbinou,
i kterou vstupuje nosny plyn, stfedem do trubice pronikaji
prekurzorové ionty.
Do nosného plynu je vstiitkovan vzorek a
l‘ozlzfaﬂe TIOk nosného  V proudové  trubici  dochazi  kreakcim  analytu
plynu

S prekurzorovymi ionty. Na konci proudové trubice
vstupuji produkty otvorem (obvykle 0,5 mm) do
hmotnostniho spektrometru. Prichodem timto otvorem
se snizi tlak z 1 Torru v trubici na 10 Torru, ktery je tieba
pro funk¢nost kvadrupdlového analyzatoru s nasobiCovym
detektorem. Po hmotnostni analyze jsou produkty

Obr.12: Zndzornéni

Venturiho vstupniho detegovdny a  Citdny  pomoci  kvadrupodlového

otvoru. hmotnostniho spektrometru.
Ubytek primarné vstifknutych iontli a rist produkovanych iontii je zjistovan
pouzitim hmotnostniho spektrometru. Pokles koncentrace primarnich iontd v proudové

trubici v ¢ase N, je dan rovnici:

aN; _ v 2 N.k[A]
de  ipr

kde prvni ¢ast vyrazu na pravé strané popisuje ztratu primarnich iontd na sténach proudové
trubice charakterizované difiznim koeficientem D; a 4, coz je difizni délka, a je zavisla na
priméru proudové trubice. Vyraz -— N:k[4A]  popisuje snizeni koncentrace primarnich
prekurzorovych iontd reakci s analyzovanou latkou, kde K je rychlostni konstanta a [A] je

koncentrace analyzované latky.
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Iontovy signal v pfitomnosti analyzované latky mizeme vypocitat podle vztahu:

I+ =

I = Iexp — k[A]t = Iexp — k[4]

kde | je iontovy signal v piitomnosti analyzované latky, lp je pocateéni iontovy signal, | je
délka proudové trubice, € je korekce délky, [A] je koncentrace analytu, v; je stiedni
prutokova rychlost a k rychlostni konstanta. Rychlostni konstantu ziskame vyjadienim k
Z tohoto vyrazu.

Koncentraci jednotlivych latek je mozné urcit vypoctem z métenych iontovych
signalt prekurzord (liy, li2 ) a produkti (lpg, Ip2 ) rychlostnich konstant probihajicich reakci

k a reakéniho Casu ty, kde Dep1, Dep2 jsou piislusné koeficienty zvySeni difuze. 15,16

Zakladni podminkou prekurzorovych iontd je, aby byly malo reaktivni hlavni
sloZkou analytu a bylo tak mozZno pifesné urcit koncentraci stopovych latek.

Vétsina organickych latek miize byt analyzovana reakci s H3O", nebot’ protonova
afinita vétsSiny latek M je vyssi nez protonova afinita vody a z tohoto divodu dojde
k pfenosu protonu za vzniku MH" iontfl. Vyjimkou jsou methan, ethan a propan, jejichZ

protonova afinita je niZsi, a tudiz je k jejich detekci vyuZziva jiného prekurzorového iontu.

Reakce prekurzorovych iontil jsou znadzornény v tabulce 2.

Reakce Hs;O* NO* 0O,
Protonovy pienos X
Ptenos (H) a (OH") X
Pfenos naboje X X

Tab. 2: Reakce prekurzorovych ionti
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3.2.2 Reakce H;0"

Vétsina organickych latek (M) tvofi s H3O produkty:

HsO"+ M— MH" + H,0
Zajimavy proces vykazuje reakce H3O" s n&kterymi alifatickymi uhlovodiky.

H3O" + CioHz, + He — H30" CyoH,, + He
Tato trimolekularni reakce ziejm¢ nastava v piipad€, ze protonova afinita akceptoru
PA (M) je mensi nez protonova afinita vody PA (H;0), tj. kdyz je protonovy piechod
endotermni. U produkti téchto reakci dochazi casto kreakci svodou za vzniku
H;0"-H,OM ionti. KdyZ je PA (M) mnohem mensi nez PA (H,0), jako je to napiiklad u
n-alkand - methanu, ethanu a propanu, K zadnému protonovému pfenosu ani spojeni
nedochézi. Proto neni ion H3O" vhodny k jejich stanoveni a je vyhodnéj§i pouziti jinych
prekurzorovych iontt.
Pokud neni vzorek Upln¢€ suchy, dochazi k dal§im reakcim s piebytecnou vodou:

Hz0" + nH,0 + X — H30"(H,0), + X
kde X je atom helia, ktery stabilizuje shluk iontii proti disociaci zpét na reaktanty.
Ptitomnost téchto shluki je mnohdy vyuzita jako ptidatny analyticky nastroj. Reaguji totiz
rychle smnoha molekulami pfitomnymi ve stopovém plynu, hlavné s polarnimi
molekulami procesem ,,ligand switching*:

a) H30"(H,0) + CH3COCH3 — CH3COCH3H" H,0+ H,0
b) H30"(H,0) + CH3COCH3— CH3COCH;3H" + 2H,0

V tomto ptipadé polarnéjsi aceton nahradil molekuly vody v hydratovaném oxdéniovém
kationtu a tyto ionty jsou hmotnostnim spektrometrem pozorovany jako produkty. Miize
také dojit k uvolnéni vody.

Obecné se da fici, Ze polarni molekuly s témito ionty reaguji, avSak nepolarni
molekuly s nimi reaguji méné ochotné. Tudiz je nutné, ke spravné kvantifikaci analytu,

porozumét véem reakcim s hydratovanymi HsO" ionty.
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3.2.3 Reakce NO*

Reakce NO™ jsou vice proménlivé, ale obvykle mivaji jen jeden nebo dva produkty.
Existuje nékolik reakénich mechanismii: pfenos naboje produkujici M”, hydridovy pfenos
H™ produkujici (M-H)*, hydroxidovy pienos produkujici (M-OH)®, alkoholatovy pienos
produkujici (M-OR)" a ion - molekulové sdruzeni produkujici NO™M. Organické molekuly
vetSinou podstoupi jednu z téchto reakci, nékdy ale probihaji dvé vedle sebe.

Pfenos néboje je uskutecnén ve chvili, kdy ionizacni energie analytu IE(M) je
mensi nez ioniza¢ni energie NO, ktera je 9,26 eV. To nastava napiiklad u aromatickych
uhlovodikt nebo organosirnych molekul.

Produkty NO" s analytem mohou n&kdy podlehnout ,ligand switching® reakci
svodou analogicky jako v pifpadé H3O" prekurzori produkujici NO'H,O ionty.

3.2.4 Reakce O, "

Ioniza¢ni energie Oy (12,06 eV) je znatelné¢ vy$Si nez u vétSiny organickych
molekul. Reakce jdou tedy bud’ cestou jednoduchého nedisociovaného pienosu naboje
produkujiciho ion M, nebo cestou disociovaného pienosu naboje, jehoz vysledkem jsou
dva nebo i vice fragmenti iontd. Tyto prekurzorové ionty reaguji rychle s vétSinou
organickych molekul, je tedy mozné je pouzit k ovéfeni identifikace a kvantifikace analytd
ziskanych reakcemi prekurzorovych ionti H30" a NO®. Nevyhodou téchto iontii je
skutecnost, ze dojde Casto ke vzniku dvou a vice produktti, coz znesnadnuje analyzu.

O, " prekurzorové ionty jsou velice vyhodné pro detekci a kvantifikaci malych
molekul, které nereaguji s ostatnimi prekurzorovymi ionty. U nich je protonovy pienos z
H30" endotermni. Dalsi vyhodou je vyuzit tyto ionty k detekci amoniaku, ktery pfi reakci

o o . A ; ;o ; + 17,1
tvofi produkt NH3", coZ nam umozni srovnani s vysledky ziskanymi reakci s HsO". 1%
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3.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Teflonova a médéna folie byla po vyjmuti z kyvet analyzovana pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionization — time of flight).
Jak uz sam nazev napovida, jedna se o metodu, pfi které dochazi k ionizaci vzorku laserem
za asistence matrice. Jsou-li molekuly vzorku ionizovany laserem piimo, vétSinou se $tépi
nezadoucim zpusobem, proto se pouziva matrice — latka, jejimz prostiednictvim se energie
laseru pfenasi na molekuly vzorku a tim brani jejich Stépeni. K stanoveni vysSich
molekulovych hmotnosti se MALDI pouziva v kombinace s detektorem doby letu (TOF).'8

Pti pouziti metody Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation (MALDI) se necha
studovana latka (nebo smés latek) vykrystalovat na kovové podlozni desce s matrici. Tou
byvaji derivaty nizkomolekularnich aromatickych kyselin, které mohou absorbovat energii

laserového zafeni ve viditelné nebo blizké ultrafialové oblasti.

2 5-dihvdroxy-
skoficova loyselina shoficova kyselina benzoova kyselina

Obr.13 : Ukazky nejcastéji pouzivanych typii matrice.

Po ozéafeni smésnych  krystall Iasaravy paprsak

nanosekundovym  pulsem  laseru

. . .. .., malakula vzarku
absorbuje matrice energii pulzu a jeji ‘ /
rozklad ionizuje molekuly vzorku. ! —— wystaly matrice
deska 5 vzorkem .
Latky se prudce odpaii do vakua a \
ionty studovanych latek se pak jiz
pohybuji samostatné, jsou urychleny Obr.14: Schema laserové desorpce/ionizace.

silnym  stejnosmérnym  elektrickym
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polem (25-30 kV). V tomto uspoiadani ziskava v&t§ina molekul naboj +1 nebo -1. ™

Dale ionty vstupuji pies uzemnénou miizku do vakua v trubici detektoru letu, kde
se pohybuji rychlosti danou jejich hmotnosti a ndbojem. Zde se méti doba letu castice,
Zniz se pak vypocCte pomér molekulové hmotnosti anaboje cCastice. Hmotnostni
spektroskopie MALDI byla ptivodné vyvinuta pro kvalitativni analyzu peptidt a bilkovin,
avSak nyni se vyuzivd ipro analyzy nukleovych kyselin nebo nizkomolekularnich
organickych i anorganickych latek. Vyhodou je vysoka citlivost a rychlost méfeni. Pri
analyze se vzorek nerozpada, coZ umoznuje méfeni slozitych smési, zanedbatelny je i vliv
pozadi. *®

Pruletovy analyzator — TOF je v principu nejjednodussim hmotnostnim
analyzatorem, tvofenym evakuovanou trubici. K €asovému rozdé€leni iontli dochdzi na
zaklad¢ jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru. lonty s riznym pomérem
m/z maji i riznou rychlost, pii stejné kinetické energii. Hmotnéjsi iont se pohybuje
pomaleji a tudiZ dorazi k detektoru pozdgji. Casova diference a dosazitelné rozliseni zavisi
na délce drahy letu. Hlavni piednosti tohoto analyzatoru je, ze lze pouzit pro teoreticky
neomezeny hmotnostni dosah.™

Princip metody MALDI-TOF je dobfe vidét z obr. 15. Elektricka ¢ocka a deflektor
umoziuji zaostfit ionty stejného poméru m/z a odklonit ty ionty, které nas v daném pokusu
"nezajimaji". Reflektor ma stejnou elektrickou polaritu jako deska se vzorkem a obraci let
iontli smérem k druhému detektoru; umoziluje zvysit presnost mefeni tim, ze prodluzuje

dréhu letu, a také soustiedénim stejnych iontl v duté ¢asti prstencovitych elektrod.™

regulace
intenzity
hranel laseru \ lasar
Y / "'E':EFE;W";' reflektor firearni
> == atekior liontove Zroadio)  detekior
deska ] L T l '

sE vZarkem

‘ 1 deflekiarn’ =

ontowd I |
wrychlovaci bréna -
napét )
elekiricke vakuove
cocky pumpy

Obr.15 : Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF.
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3.4 HPLC

High-performace liquid chromatography (HPLC) se vyvinula v sedmdesatych letech
20. stoleti z plynové chromatografie. Vysoka ucinnost této metody je dosazena pouzitim
staciondrnich fazi, které obsahuji malé Castice pravidelného tvaru a jednotné velikosti,
které homogenné vypliuji kolonu. Prutok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem
(jednotky az desitky MPa). Davkované objemy analytu se pohybuji fddové v mikrolitrech.
Mezi vyhody HPLC patii Sirokd oblast pouzitelnosti a na rozdil od plynové

chromatografie, 1ze slozenim mobilni faze ovliviiovat separaci latek."

CHECOMA TGRS B
E 13
D 14
pumpa Em piky
. N
mobﬂni[E) B e TR
fare wErinl dae [min] _
déawlzovact pocitac
kohoutse™ [ 1 H E;
smyclon separacni
kolona detelctor -

Obr.16 : Schéma kapalinového chromatografu.zo

3.4.1 Zakladni charakteristiky chromatografického procesu

3.4.1.1 Distribucni konstanta

VSechny chromatografické separaéni metody jsou zaloZeny na rovnovazné
distribuci slozek vzorku mezi dvé faze, z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni, na
zéklad¢ fyzikalné- chemickych interakci, jako jsou adsorpce, rozpousténi, iontova vymeéna
apod.?

Aby dochazelo k této distribuci, musi existovat fazové rozhrani mezi stacionarni a
mobilni fazi, ktera unasi slozky vzorku tak, aby obtékala stacionarni fazi. Pii déleni
dochazi k opakovanému vytvateni rovnovaznych stavli separovanych latek mezi mobilni a

stacionarni fazi. Chromatograficky systém se miiZze natolik bliZit rovnovaze, Ze distribuci
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slozky A mezi dvé faze mizeme popsat distribu¢ni (rozdé€lovaci) konstantou Kp, coz je

pomér rovnovaznych koncentraci této slozky [A] ve dvou fézich.

kde (na)s a (Na)m jsou latkova mnozstvi slozky A ve stacionarni a mobilni fazi, Vs a Vi
jsou objemy staciondrni a mobilni faze.

Cim je hodnota distribuéni konstanty pro danou latku vy3§i, tim jeji molekuly
setrvaji ve stacionarni fazi del$i dobu a tim vétsi je jeji retence. Pro déleni jednotlivych
sloZek je tedy nutné, aby se liSily svymi distribu¢nimi konstantami.

Je-li latka rozdélovana mezi dvé nemisitelné kapaliny ustaluje se rovnovaha dle
Nernstova rozdélovaciho zédkona:

Ky=2%

CM

kde cn, je koncentrace slozky v mobilni fazi a ¢; koncentrace slozky ve stacionarni.

3.4.1.2 Kapacitni pomér

Pomér latkového mnozZstvi solutu ve stacionarni fazi k jejimu latkovému mnoZstvi

ve fazi mobilni udava kapacitni pomér K (resp. kapacitni faktor):

(14) v,
k=325 g 5ok
(Hﬂ)m n Vm Dﬁ

kde pomér Vs/Vy, udava tzv. fazovy pomér B. Kapacitni pomér je tudiz mirou retence
solutu v kolon¢, tzn. ¢im vétsi je hodnota k, tim vice je solut v koloné zadrzovan a je

eluovan pozdéji.
3.4.1.3 Retencni Cas

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou separovanou latku v daném systému je
eluéni (retencni) ¢as tg nebo eluéni (retencni) objem Vg. Retencni Cas je doba, ktera uplyne
od néstiiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky a retencni objem je protekly objem

kolonou za tuto dobu. Mezi reten¢nim ¢asem a retencnim objemem existuje vztah:
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Vo= Fy -ty

kde Fp je objemova rychlost [cm®/s]. Objemova priitokové rychlost Fy, je rovna souéinu
linedrni rychlosti mobilni faze (cm/s) a prufezu kolony (sz)_ Z této rovnice lze odvodit

tzv. zakladni rovnici pro reten¢ni objem:
Vo =Wy + K7,

Dosazenim za distribu¢ni konstantu dostaneme:

Ve = Vy 1+

a pro retencni €as tr
to =ty (L4 )

kde Vv je mrtvy objem kolony. Mrtvému retenénimu objemu piislusi mrtvy retenéni Cas
tm, coz je retencni Cas slozky (inertu), kterd neni v koloné zadrzovéna a pohybuje se

stejnou rychlosti jako mobilni faze.?

3.4.2 Chromatograficka kolona

Chromatograficka kolona je trubice nebo kapilara rovnomérné naplnéna nebo
pokryté stacionarna fazi. Vlastni klasickd HPLC kolona se sklada z kovového plasté, ktery
je uzavien porézni kovovou fritou, ktera zabranuje uvoliovani stacionarni faze z kolony a
souCasn¢ umoziuje plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonceny
ochrannym krouzkem a koncovou hlavici, ve které je navrtdn vstup pro kapilaru se

. 22
Sroubem.

g = =

Obr.17: Chromatograficka kolona;l-kovovy plast, 2-frita, 3-staciondrni faze, 4-ochrany

krouzek, 5-koncova hlavice, 6-vstup pro kapilaru
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3.5 UV/Vis HPLC detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zalozeny na principu absorpce zafeni v oblasti
vlnovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-
Beeroveé zakonég, ktery vyjadiuje vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (1),
koncentraci absorbujici slozky (c) a vlastni velikosti absorpce, vyjadienou jako absorbance
(A):

A=¢crl

kde € je molarni absorpéni koeficient (mol*dm3cm™).

Podle konstrukéniho typu se mohou rozd¢lit detektory na Etyfi typy:

o Detektory s fixni vinovou délkou (nejcastéji 253,7 nm), které pouzivaji jako zdroje
zéfeni nizkotlakou rtut'ovou vybojku.

o Detektory s ménitelnou vinovou délkou, a to pouze predem danymi vinovymi
délkami.

o Detektory s programovatelnou vinovou délkou; vlnovou délku lze nastavovat v
ur¢itém rozmezi, nejcastéji od 190 do 700 nm. VInova délka je ménitelnd béhem
analyzy, nékteré typy detektord dokazi snimat pak spektra latek v mérné cele pfi
zastaveném prutoku mobilni faze.

o Detektory diodového pole (photodiode-array, PDA, DAD) snimaji celé spektrum

v realném case bez pferuseni chromatografické separace . 22
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3.6 Derivatizace

Derivatizace analytii, tedy pievedeni analytu na vhodny derivat, se pouziva z
nekolika diivoda. Derivatizaci latky se zvysi citlivost nebo se umozni detekce viibec. Déle
se zvysi rozliSeni nebo umozni separace a také se zamezi nezddouci sorpci latek na koloné.

Podle mista derivatizace miizeme rozd¢lit derivatizacni techniky na tfi kategorie:

1. Piedkolonova derivatizace (pre-column chromatography); chemicka reakce
probiha pted kolonou

2. Postkolonova derivatizace (post-column chromatography); chemickd reakce
probiha za kolonou

3. Derivatizace na kolonég; chemicka reakce probiha ptimo v koloné

V nasem pfipad¢ byla provedena predkolonova derivatizace u které musi byt splnéno
nékolik podminek. A to:

o derivat musi byt chemické individuum a mél by byt dostatecné stabilni

o derivatizacni reakce musi probihat kvantitativné

o derivatiza¢ni reakce nemusi probihat rychle

o reakce by méla byt pokud mozno selektivni

o reakce by méla byt bez vedlejSich produkti a méla by probihat za mirnych
reakénich podminek (pH, teplota) tak, aby nebyla nutna ptfedseparace vzniklého
individua

o pfi pouziti nadbytku derivatizacniho ¢inidla musi byt dobfe separovatelné od svych
produktli na koloné a pokud mozno by mélo mit jiné fyzikalné-chemické vlastnosti

(nevykazuje fluorescenéni vlastnosti) 22

31



3.6.1 Derivatizace aminokyselin

VétSinu aminokyselin nelze detekovat pifimo. Je proto nutné provést jejich
pfevedeni na vhodné derivaty, tedy jejich reakci s vhodné zvolenym derivatizacnim
¢inidlem — latkou, kterd zméni jejich vlastnosti a tim umozni jejich detekci ¢i zvysi

citlivost detekce.

3.6.1.1 5-N,N’-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid (Dns-Cl)

Dansylchlorid (Dns-Cl) je jedno z nejstarSich a nejrozsitenéjSich derivatiza¢nich
¢inidel. Poskytuje derivaty s aminy i nékterymi fenoly. Reakce s primarnimi, sekundarnimi
aminy a aminokyselinami probihda v mirn¢ alkalickém, vodné-acetonovém prostiedi za
nckolikandsobného nadbytku cinidla. Rychlost dansylacni reakce vzriistd se vzristajicim
pH prostiedi, ale soucasné vzristd rychlost hydrolyzy derivati. Optimélni pH prostiedi se
pohybuje od pH 9,5 do 10.

H.© CH

H b T
H

3 E‘,\ /CHz
B

-HC1
+E- ||:H.|:|:||:|H —_—
HH, E

|
g0,C1 SDE-NH'ILI‘H
COOH

Obr.18 : Schéma dansylace

Dansylchlorid reaguje jak s primarnimi tak sekundarnimi aminokyselinami za
vzniku pfislusnych sulfonamida s absorpénim maximem pii 298 nm. Derivatizace probiha
vyhradné pted kolonou. Nejvétsi nedostatek je velmi dlouhy reakéni €as (2 az 60 minut) a
vysoka reakéni teplota (60 az 100 °C). %

Vyhodou je naopak jednoduchy derivatizacni krok. Derivaty jsou stabilni az dva
tydny pfi teploté 4 °oC.2

Pii reakci aminokyselin s Dns-Cl reaguje nejdiive aminoskupina. Pii velkém

nadbytku c¢inidla vSak reakce sméfuje ke vzniku smésnych anhydridli, zejména pii

vy$$im pH. Ty se poté rozpadaji za vzniku oxidu uhelnatého, dansylaminu, aldehydu o
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http://www.hplc.cz/Der/Picture/Dns-Cl.GIF
http://www.hplc.cz/Der/Picture/Dns-Cl_2.GIF

jeden uhlik chudsi nez matefska aminokyselina a dimethylaminonaftalen-1-sulfonové

kyseliny.?
[
R—CH—COOH + DnsCl —— » R—CH—C—0—0Dns
Dne —HH Dns —HH
I
R—CH—C—0—Dns ———* RCH=0 + CO + DnsOH + DnsHH,
Dns —HH

Obr.19 : Reakce probihajici v dansylované smesi za velkého nadbytku Dns

Dansylderivaty jsou zluté krystalické latky, rozpustné v organickych

ex . . y 22
rozpoustédlech a pouze mirn€ rozpustné ve vode.

Pro tento experiment stanoveni aminokyselin byla pouzita ptedkolonova derivatizace

dansylchloridem.
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4 VLASTNI EXPERIMENT

Naplnénd kyveta byla odnesena do PALS laboratofe a umisténa pifimo v laserové
hale za ¢étvrtym zesilovadem, ze kterého byl odebiran laserovy svazek. Svazek byl
fokusovan pomoci plankonvexni ¢ocky s ohniskovou vzdalenosti 250 mm. Cocka byla
umisténa 14 cm od vstupniho okna kyvety, aby ke vzniku LIBD dochazelo pfiblizné ve
sttedu kyvety. Energie generovanych pulsti byla takova, aby po odecteni ztrat na cocce

(max 8%) a na vstupnim okné kyvety (max 8%) dosahovala okolo 100 J.

Tab. 3: Energie pulst v kyveté bez folii

Cislo vystielu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

energie pulsu (J) | 121 | 108 | 116 | 91 | 92 | 125 | 118 | 110 | 115 | 120

&islo vystielu 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

energie pulsu (J) | 116 | 105 | 110 | 126 | 124 | 116 | 113 | 106 | 112 | 110

Tab. 4: Energie pulst v kyveté s teflonovou folii

Cislo vystielu 1 2 3 4 5 6 7 8

energie pulsu (J) 134 89 93 100 115 114 107 105

Tab. 5: Energie pulst v kyveté s médénou folii

&islo vystielu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12

energie pulsu (J) 93 |107| 99 | 96 | 91 | 98 | 100 | 94 | 107 | 99 | 94 | 105

Pfi experimentu s kyvetou bez folie
dochéazelo k zamlZzovani vstupniho okna,
proto muselo byt okno po kazdém vystielu
zahifivano horkovzdusnym vysouSeCem. U

kyvet s foliemi tento problém nenastal.

Obr.20 : Umisteni kyvety s médénou folii v

lasrové hale za ctvrtym zesilovacem.
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4.1 Priprava vzorku na analyzu

Ozafené kyvety byly pieneseny zpét do laboratofe na UFCHJH a jejich obsah byl

zpracovan nasledujicim zptisobem.

4.1.1 Kyveta bez folie

Do kyvety, ktera neobsahovala folii bylo jednim z kohoutii, pomoci injek¢ni
stiikacky a teflonové trubicky, vpraveno 5 ml deuterované vody. Kyveta byla touto vodou
promyta a poté byla z kyvety odsata a pienesena do Cisté a vyzihané ampule, ktera byla
ihned zatavena a uloZena do lednice.

Dale bylo do kyvety vstiiknuto 5 ml hexanu a opét jim byla kyveta promyvana.
Hexan byl z kyvety odsén a pfenesen do ampule. Ampule byla ihned zatavena a ulozena do
lednice. Stejné mnozstvi hexanu bylo do kyvety vstiiknuto jesté jedenkrat a za ob&asného
promichavani se nechala kyveta tyden stat. Po tydnu byl hexan odsan, zataven do ampule a
ulozen do lednice k ostatnim vzorktim.

Vzorek s hexanem byl analyzovan na hmotnostnim spektrometru.

Pro srovnéni byl pfipraven i slepy vzorek. Kyveta byla naplnéna stejnym zpiisobem
jako kyvety piipravované k ozafovani (viz. kapitola 2.3.2) a neozafena byla ponechéana
tyden stat v laboratofi. Po tydnu byl vodny roztok opét odsan z kyvety a preveden do Cisté

ampule a uloZen do lednice.

4.1.2 Mineralizace

Ampule s vodnym vzorkem byla po vyndéani z lednice oteviena a obsah byl
mineralizovan 6 M kyselinou chlorovodikovou. K 2 ml vodného vzorku bylo pfidano 0,5
ml 6 M HCI a tento roztok byl hydrolyzovan 24 hodin pfi 110 °C. Po ukonceni
mineralizace byl vzorek odpafen do sucha na vakuové odparce. Timto jsme vzorek

pfipravili k derivatizaci vhodnym ¢inidlem.
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4.1.3 Dansylace

Vzhledem k ptedpokladu, ze ve vodném vzorku budou obsazeny nékteré z
proteinogennich aminokyselin a také, ze nejcitlivéjsi stanoveni aminokyselin je po jejich
pievedeni na dansylderivaty, byl jako derivatizani ¢inidlo zvolen dansylchlorid (5-N,N’-
dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid).

Dansylchlorid poskytuje signal jak na UV (absorpéni maximum 298 nm) tak i na
fluorescen¢nim detektoru (excita¢ni maximum od 340 do 380 nm a emisni maximum od

470 do 530 nm) a je i vhodnym ¢inidlem pro moznou chiralni separaci.9

4.1.3.1 Dansyla¢ni postup

Dle &lanku 2 byly zvolené optimalni podminky a postup dansylace.

Dansylacni postup pro standardy byl nasledujici. Byly piipraveny vodné roztoky
aminokyselin (Ala, Asn, Asp, Ser, Gly) o koncentraci 1 mg/ml, dale pufr , 2 M KHCO3 —
KOH o pH 9,8. Roztok dansylchloridu byl ptipraven rozpusténim 200 mg dansylchloridu
v 10 ml acetonitrilu. Do ¢isté ependorf zkumavky bylo pievedeno 50 ul roztoku
aminokyseliny, pfidano 30 ul KHCO3; — KOH a 30 pl Dns-Cl v acetonitrilu. Smés byla
dikladné protiepana a ponechana reagovat 30 min ve vodni lazni pii 80° C za nepiistupu
svétla. V ptipadé derivatizace glycinu byla doba reakce prodlouzena na 60 min.

Derivatizace vzorku 1 slepého vzorku, probihala obdobné, jen mnoZstvi
pridavaného roztoku dasylchloridu bylo snizeno na 6 pl. Doba reakce byla 30 min.

Po uplynuti 30 minut byly ependorf zkumavky s dansylderivaty vyjmuty z lazn¢ a
reakce byla zastavena pfidanim 20 pl kyseliny octové. Roztoky o plvodnim Zlutém
zbarveni (zluté zbarveni ziskaly roztoky po pfidani roztoku Dns-Cl v acetonitrilu) se
béhem reakce ve vodni lazni odbarvily. Pfed vlastni analyzou na HPLC koloné byly

roztoky 5 minut centrifugovany.
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4.1.4 Kyvety s foliemi

Folie byly z ostiilenych kyvet opatrné vysunuty a z kazdé folie bylo nastfihano
pomoci chirurgickych niizek a pinzety nékolik malych kouskil. Ustiizky byly odebrany z
casti folie, kterd lezela pfiblizné uprostied kyvety, tedy v misté, kde dochézelo ke vzniku
plazmatu a lze zde tedy predpokladat nejvyssi koncentraci ptipadnych produktii. Veskera
manipulace s féliemi probihala s nejvyssi snahou nekontaminovat jejich povrch, proto jsme
pracovali vyhradné v teflonovych rukavicich a veskeré¢ pouzivané nacini a nadobi bylo
pfedem vypedeno v peci. Ustiizky ozafenych folii i referenéni kousky folii byly ihned

prevezeny na UOCHB, kde byly povrchy analyzovany pomoci metody MALDI-TOF.

4.2 Analyza plynné slozky metodou SIFT-MS

Pied otevienim ozafenych kyvet byla plynna slozka analyzovava metodou
proudové trubice s vybranymi ionty SIFT (selected-ion flow tube) na pfistroji Profile 3
SIFT-MS (Instrument science, UK). Kyvety byly k pfistroji pfipojeny ptes jeden ze svych
kohoutti pomoci kovové spojky cajon.

Proudova trubice pfistroje je dlouha 5 cm a ma pramér 1 mm. Analyt je do trubice

vstfikovan vyhtivanou kapilarou.

Obr.21: Pristroj SIFT-MS (pohled shora).
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4.3 Analyza kapalné slozky metodou HPLC-UV/Vis

Derivatizovany kapalny vzorek byl analyzovan pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie na katedie fyzikalni a makromolekularni chemie PiF UK. Pouzita kolona
(agilent zorbax SB-C8) o délce 150 mm, priméru 4,6 mm a s velikosti zrn 5 um je vidét na
obr 22.

\_/

Obr.22: Kolona agilent zorbax SB-C8

Jako mobilni faze byla zvolena smés methanolu a 1% TEAA (triethylamin s
kyselinou octovou, pH 3,5 ) v poméru 35 MeOH/ 65 TEAA. Stacionarni fazi byl silikagel
s chemicky véazanou nepolarni fazi, oktalovymi fetézci.

Mg¢feni probihalo pfi tlaku 60 Ba a pritokové rychlosti 0,7 ml/min. Detekce pomoci
UV detektoru (Deltachrom UVD200) probihala pii vinové délce 286 nm. Davkované
mnozstvi analytu bylo 20 pl. Nejdifive byly proméfeny jendotlivé standardy AK, poté

jejich smés a nakonec slepy (neozafeny) vzorek a vzorek samotny.

Obr.23: Celkové uspordddni cerpadla, kolony, detektoru a pocitace.
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4.4 Analyza povrchi pomoci metody MALDI-TOF

Ustiizky médéné a teflonové folie byly analyzovany na UOCHB metodou MALDI-
TOF na pfistroji Bruker DALTOWOS.

Obr.24: Pristroj MALDI-TOF

Kousky médi a teflonu byly pomoci uhlikové pasky nalepeny na kovovou desticku
s terCiky, viz obr. 25. Desti¢ka byla zasunuta do pfistroje a povrchy ostiileny dusikovym
laserem. Poté byla destiCka z pfistroje vyjmuta, na povrchy nanesen 1 pl matrice
(dehydroxybenzoova kyselina v 50% acetonitrilu) a po zaschnuti opét ostfilena laserem.

Dehydroxybenzoova kyselina v 50% acetonitrilu byla zvolena jako matrice pro
svoji univerzalnost. Nevyhodou této matrice vsak je, Ze tvoii velké krystaly, coz zpisobuje

posun hmoty v hmotnostnim spektru.

Obr.25: Kovovd desticka s nalepenymi foliemi.:
vlevo uprostred teflon, vpravo uprostred méd.

Horni ustrizek-vzorek, spodni-reference.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Vysledky analyzy plynné slozky

Pomoci metody SIFT-MS byly ve vzorcich stanoveny latky zobrazené v tabulkach 6-8 .

o kyveta bez folie:

, Molekulova | Deteke HmOtn,OSt MnoZstvi (ppm)
Nazev Vzorec , . lontového —— ——
hmotnost ni iont Neozareny | Ozareny
produktu

vzorek vzorek
oxid dusnaty NO 30 0, 30 0,101 172,130

oxid uhli¢ity CO, 44 HsO" 63 1,137 1,724

oxid dusicity NO, 46 0, 46 0,076 1,004

Tab.6: Latky stanovené metodou SIFT-MS v kyveté bez folie.

o 108 prekurzory H;O*  (kyveta bez folic)
?:_‘J‘I[fz%.- 2 82 —
22 .’_”T'//’— ®=D \ & — @ ozifeny vzorek
1071 I 4 81 O neozafeny vzorek
24 4 81 i
| I 80
10¢ I © 60 0 -
o - milll & A e
10° - 43 so [I[ [ IE 70 79ll1l{ e
3 49 58 66 69 86
107 19 323438 o 78 g5, 89 10
6? 72 a0
4745 ag 94
WG‘SH 54 56 m m I]YH”\HQBHN“lggﬂ

18 20 22 24 32 38 W0 42 4 46 48 50 54 56 58 60 62 64 66 68 70 7’4 ?7 79 81 83 85 87 89 93 95 99

Obr.26: Porovnadni ozareného a neozdreného vzorku z kyvety bez folie po stanoveni

metodou SIFT-MS (prekurzory H;O™)
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o kyveta s teflonovou folii:

Mnozstvi (ppm
, Molekulova | Detekc¢ HmOtn,OSt (ppm)
Ndzev Vzorec , . ITontového TS ~
hmotnost ni iont Neozareny | Ozareny
produktu
vzorek vzorek
oxid dusnaty NO 30 0" 30 0 66,71

Tab.7: Latky stanovené metodou SIFT-MS v kyveté s teflonovou folii.

prefurzory H3O+ (lorveta s teflonovou folif)

1000000 — - O/ 0ZAFEY VE.
D0 (D000 'q_‘—‘———._____ 32 O neez. VI
100000 2:2 _‘______,_._——'-"'_—_::f o 5 o
1 &1 M
- N a1 |k - ’
10000 o M = N 8
T
1000 1 = - “ . 64 k] 83
Tl
13 st om oa 43 3 73 100
100 24 30 32 M T =5 = 69 T3
L e e e e e NN B e B B e m e e LA B m e e e e
E2HaHAARMEERAST R THERAE BB R E 2R B 2B

Obr.27: Porovndni ozdreného a neozdreného vzorku z kyvety s teflonovou folii po
stanoveni metodou SIFT-MS (prekurzory HzO™)

o kyveta s médénou folii:

. Molekulova | Deteke Hmotngst MnoZstvi (ppm)
Nazev Vzorec , . ITontoveho — PR
hmotnost ni iont Neozadreny | Ozdreny
produktu

vzorek vzorek

formaldehyd CH,0O 30 H;0" 31 0 2,023

oxid dusnaty NO 30 0," 30 0,068 78,84

Kyanovodik HCN 27 0," 28 0 0,675

oxid uhli¢ity CcO, 44 H;0" 63 0 0,015

oxid dusicity NO, 46 0," 46 0 0,050

Tab.8: Latky stanovené metodou SIFT-MS v kyveté s médeénou folii.
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o prekurzory H;0 (kyveta s médénou folii)

H0'{H, Oy 23
73 S
37 ‘___/’_55—_ . \ Ly B ozifeny vzorek

75

O neozareny vz.

23 6
57

58

1820 22 31 33 37 30 41 43 45 47 49 51 53 55 57 50 61 63 €5 67 70 72 74 76 78 80 82 84 87 8 91 93 95 o7 90
Mr
Obr.28: Porovnani ozareného a neozareného vzorku z kyvety s médenou folii po stanoveni

metodou SIFT-MS (prekurzory H;O™)

V plynnych vzorcich bylo analyzovdno nékolik latek. Z nichz pouze NO byl
ptitomny ve vsech kyvetach.

Pfi porovnani obsahu kyvet s povrchy je vidét, Ze v kyveté¢ s médi vznika vice,
anorganickych plynt. V kyveté s teflonem byl analyzovan pouze NO. Slozeni plynné
slozky v kyveté bez folie a v kyveté s médi jsou podobné v obsahu anorganickych plyna
(NO, NO,, COy), kyveta s me&di v§ak obsahuje navic formaldehyd a kyanovodik.

Pokud porovname kvantitativni zastoupeni latek, nejniz§i mnozstvi oxidu
dusnatého obsahuje kyveta s teflonovou folii a nejvyssi, vice nez dvaapulkrat vyssi nez
v systénu s teflonem, obsahuje kyveta bez folie. Obsah oxidu dusnatého v kyveté s médi je
pfiblizn€ o 15% vyssi nez u kyvety s teflonem. NO je ve vSech tfech systémech
dominantnim vznikajicim plynem. Oxid uhli€ity je nejmén¢ zastoupen v kyveté s médi a
jeho mnozstvi je ve srovnani s kyvetou bez folie téméi Ctyficetkrat nizsi. Vzniklé mnozstvi
oxidu dusicitého je v kyveté s médi dvacetkrat nizsi nez v kyveté bez folie.

Tyto rozdily ukazuji, Ze rizny povrch (sklo, méd’, teflon) méa vliv na slozZeni plynné

smési v ozarené kyvete.
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5.2 Vysledky analyzy kapalného vzorku

o analyza aminokyselin ve vodném vzorku

v

Pro snadné¢jsi identifikaci aminokyselin byly nejdiive proméfeny vybrané standardy.
Standardni aminokyseliny (Ala, Asn, Asp, Ser, Gly) byly vybrany z diivodu, ze nase diive
provedené experimenty (viz. prace °) potvrdily jejich p¥itomnost ve vzorcich.

Analyza vlastniho vzorku nepotvrdila pfitomnost detegovatelného mnozstvi
alanininu, asparaginu, k. asparagové ani serinu. Na chromatogramu jsou vSak patrné tii
piky; obr. 29. Jeden z nich odpovida svym retencnim ¢asem dansylglycinu (4,08 min);
obr.30, pik ¢. 6. Dalsi dva piky neodpovidaji retencnimi Casy zadné z vybranych

dansylaminokyselin, ale ukazuji na ptitomnost dalsich latek schopnych vazat dansyl.

odezva v mV

R e i

cas v min

Obr29.: Porovndni chromatogramu vzorku se slepym vzorkem (z neozdzené smési). Na

chromatogramu vzorku jsou patrné 3 piky.1-pik nezreagovaného Dns-Cl.
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cas v min

Obr.30:Porovnani chtomatogramu vzorku a smési AK; 1 — Dns-asn, 2 — Dns-asp +Dns-

ser, 3—Dns-gly, 4 — Dns-ala, 6 — pik odpovidajici retencnim ¢asem dansylglycinu, 5,7 - ?

odezva v mV

cas v min

Obr.31: Porovnani chromatogramu vzorku a glycinu., 3" — Dns-gly, 6 " — pik odpovidajici

retencnim c¢asem dansylglycinu, 57,7 - ?
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Z obr. 32 je ziejmé, ze signaly dansylglycinu a dansylalaninu jsou pfiblizné
Ctyfnadsobné ve&tsi neZz signdly ostatnich dansylaminokyselin. Pravdépodobné je to
zpusobeno tim, Ze pro kazdou aminokyselinu je jina optimalni doba dansylace. U alaninu,

serinu, asparaginu a k. asparagové byla doba reakce s dansylchloridem 30 minut a je
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zfejmé, ze pro alanin byla tato doba optimalngjsi nez pro ostatni aminokyseliny. Glycin
byl ponechén reagovat 60 minut a vzniklé mnozstvi dansylderivatu je pfiblizné srovnatelné

s alaninem.

Mnozstvi glycinu v realném vzorku bylo stanoveno zodezvy detektoru pro

standardni aminokyselinu glycin. Jeho koncetrace se pohybuje fadové 10°  mol/ml.
o analyza latek ve vzorku s hexanem

Analyzou roztoku hexanu na hmotnostnim spektrometru na principu iontové pasti
nebyly detegovany zadné latky. Znamena to tedy, ze v ozafené smési nevznikaji zadné

chemické latky rozpustné v tomto rozpoustédle.
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5.3 Vysledky analyzy povrchi

Analyza povrchii pomoci metody MALDI-TOF neprokazala piitomnost
detegovatelného mnozstvi organickych latek na povrchu médi a teflonu. Nazorné je to
vidét z nasledujicich obrazkl, které porovndvaji hmotnostni spektra ze vzorku a z
referenéniho vzorku. Jako reference byl pouzit stejny povrch, ktery v§ak nebyl pfitomen v
ozafované kyveté. Spektrum ziskané bez pouziti matrice 1 spektrum ziskané s nanesenou
matrici, se shoduje se spektry referenéniho vzorku. Analyza byla provedena postupné pro
hmotnostni rozsah 900-3500 Da, 0-3500 Da, 0-20000 Da.

Na obrazku 33 C jsou patrné piky (1), ty vSak pravdépodobné vznikly kontaminaci
¢asti povrchu, nebot’ se nevyskytuji v jinych spektrech (A, B, D).
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Obr.33: Porovnani hmotnostnich spekter Cu povrchu bez matrice s referentnim povrchem
Cu; AB,C,D, ref.vz. — povrch vystaveny 20 pulsium. 1-piky vzniklé pravdépodobné

kontaminaci vzorku.
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Obr.34: Porovnani hmot. spektra Cu povrchu s matrici s ref. povrchem Cu s mat.(20

pulsii)
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Obr.35: Porovndni hmotnostnich spekter teflonového povrchu bez matrice s referentnim

povrchem teflonu; A,B,C, ref.vz. — povrch vystaveny 20 pulsiim.
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Obr.36. Porovnadni hmot. spektra tef. povrchu s matrici s ref. povrchem tef. s mat.(20

pulsii)

Obr.37: Snimky povrchii zachycené kamerou umisténou uvniti- hmotnostniho spektrometru.
A- médény povrch se zietelnymi body po ostrileni laserem; B-teflonovy povrch s krystaly
matrice.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné v n€kolikanasobné¢ mensim objemu
plyni syntetizovat vyssi koncentrace jednoduchych organickych latek, hlavné
aminokyselin, ve smési CO-N,-D,0. A dale nas zajimalo, zda-li ma interakce s riznym
povrchem vliv na mnozstvi a tvorbu produktti v ozafované smeési.

V kyvetach o objemu 820 cm® byly p¥ipraveny tfi typy systémil. Kyveta bez folie
naplnéna smési CO-N;,-D,0, kterd byla vystavena 20 pulsim o primérné energii 113 J,
kyveta s teflonovou folii naplnénd smési CO-N,-D,0, kterd byla vystavena 8 pulsim o
prumérné energii 107 J a kyveta s mé€dénou folii naplnéna smési CO-N2-H,0, ktera byla
vystavena 12 pulsiim o primérné hodnoté energie 99 J. StéZejnim nastrojem této prace byl
vysoce energeticky laserovy systém PALS, vyuzivajici ke generaci zafeni atomu jodu a
pracujici na zdkladni vlnové délce 1315 nm. K témto experimentiim byly diive pouzivany
malé lasery s vysokou opakovaci frekvenci, poskytujici pulzy o nizkych energiich nebo
elektrické vyboje. Pomoci nékolika vysoce energetickych laserovych pulzi l1ze deponovat
V plynné smési stejné mnozstvi energie jako s tisici pulzy s nizkou energii. Tim je mozné
ptedejit nezddoucimu vlivu nésledujicich laserovych pulzi na jiz vzniklé produkty, coz je
Vv piipad¢ nizko energetickych laserovych pulzii nevyhnutelné.

Do této doby byla na UFCHIJH k vyzkumu slozeni atmosfér pouzivana kyveta o
nckolikanasobné vétsim objemu, neZz je kyveta pouzitd v této praci. Vysledky analyz
ukazaly, ze ve velkoobjemové kyveté vznikaji plsobenim velkych laserovych jisker
jednoduché organické latky, hlavn€ aminokyseliny, jejichZz koncentace jsou vSak velice
nizké (ve smési CO-N,-H,0 tadové 10 mol/ml). Nové malé kyvety byly sestrojeny cilend
tak, aby vznikajici jiskra zaplnila pokud mozno cely prostor kyvety. Tim by také byla
mozna interakce s povrchem. V takovychto podminkach se predpoklada u€¢inng;si syntéza
organickych latek.

Po ozafeni kyvet bylo slozeni plynné slozky analyzovano pomoci metody SIFT-MS,
kapalny vzorek z kyvety bez folie byl analyzovan pomoci HPLC-UV/Vis a povrchy
meédené a teflonové folie metodou MALDI-TOF.
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Shrnuti dosaZenych vysledkii:
o Chemické zmény slozeni plynné smési byly zkoumany hmotnostni spektrometrii
Vv proudové trubici s vybranymi ionty (SIFT-MS). Vysledky jsou shrnuty v
tabulkach 9 a 10.

NO NO; CO; | HCN | CH,O
X X X

kyveta bez
folie
kyveta s
teflonovou X
folii
kyveta s
médénou X X X X X
folii

Tab.9: Kvalitativni porovnani plynnych slozek vzniklych po ozdreni v kyvetdch. X

znaci obsah latky v systéemu.

NO NO, CO, HCN | CH,O

ky"tf",t"’.‘ beZ | 10096 | 100% | 100% | 0% | 0%
olie
kyveta s

teflonovou | 38% 0% 0% 0% 0%
folii
kyveta s

meédénou 46% 5% 2,5% | 100% | 100%
folii

Tab.10: Kvantitativni porovnani vzniklych latek mezi systémy. Hodnota 100% byla
vzdy zvolena v systému s nejvyssim zastoupenim konkrémi latky. Tabulka
zndzoriuje procentudlni srovndni obsahu jedné latky ve vSech systémech, nikoliv

procentudlni zastoupeni v§ech latek v jednom systému.

Z tabulek 8 a 9 je vidét rozdilné zastoupeni latek, kvalitativni i kvantitativni,

Vv kyvetach s povrchy a v kyveté bez povrchu.

o Pro stanoveni aminokyselin byla vypracovana metoda pomoci HPLC-UV/Vis. Bylo
vybrano 5 standardnich aminokyselin - alanin, glycin, asparagin, kyselina
asparagova a serin. Ve smési CO-N2-D,0O, vystavené 20 laserovym pulsim o
primérné energii 113 J, byla analyzovana aminokyselina glycin a dalsi dvé latky,

jejichz reten¢ni Casy neodpovidaly zadné z vybranych aminokyselin. Jedna se vSak
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o latky schopné vazat dansylchlorid, musi tedy obsahovat ve své molekule alespon
jednu amino skupinu. Muzou to byt také latky obsahujici hydroxylové skupiny,
nebot’ pii vysokém nadbytku dansylchloridu reaguje dansyl i s touto skupinou (viz.
schéma 19 v kapitole 3.6.1.1). Koncentrace glycinu ve vzorku byla fadové 10°
mol/ml. Ve srovnani s vysledky dosazenymi ve velkoobjemové kyveté (Ala —

1x10°® mol/ml), se zde podafilo syntetizovat o fad v&tsi koncentraci aminokyseliny.

o Analyza povrchii metodou MALDI-TOF méla objasnit, zda se na zvolenych
povrsich vytvoii polymerni fetézce aminokyselin, pospojované riznymi typy
vazeb, mezi kterymi by mohla byt i vazba peptidova. Vysledky vSak nepotvrdily

detegovatelné mnozstvi zadnych latek na povrchu médi a teflonu.

Uvedené vysledky ukazuji, ze nové zvolené podminky pro syntézu organickych
molekul ze smési anorganickych plyni CO-N,-D;O vedly k syntéze aminokyseliny
glycinu, kterd v piedchozich experimentech (uvedenych v praci °) nebyla nalezena v
detegovatelném mnozstvi. Naopak alanin, ktery byl v piedchozich experimentech S
detegovan, se v tomto experimentu ve vzorku v detegovatelném mnozstvi nevyskytoval.
Pii srovnani koncentrace syntetizovaného alaninu (1x10° mol/ml) z prace ° a koncentrace
syntetizovaného glycinu (1x10®° mol/ml) z této préace, je vidét, Ze se v podminkach malé
kyvety vzniklo desetkrat vice glycinu, nez alaninu v kyveté velkoobjemové. Tyto rozdily
jsou pravdépodobné zptisobeny pouzitim kyvet o odlisném objemu. Jiskra deponovana v
malé kyveté dosahuje az ke st€énam kyvety, neni tedy prostorové a Casové mozn€, aby
nasledné doslo k oddé€leni rdzové viny. Ve velkoobjemové kyveté tato situace nenastava.
Jelikoz mé razova vlna urcity podil na chemickych zménach v systému, mlzZe byt jeji
absence divodem uvedenych rozdilnosti.

Dale se prokazalo, ze rizny povrch (sklo, méd’, teflon) ovliviiuje slozeni plynné smési

v ozafené kyveté. Ptima vazba produktii s povrchem vsak nebyla potvrzena.
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