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SUMMARY

Chirality is one of the most significant natupilenomena. On the principal of
chiral interaction is taking place most of the kesocesses in living cells. Chiral
separation or separation of enantiomers is an itapbrand very interesting area of
research, because it was shown that optical isooserdrave very different behavior in
living organisms. Optical isomers (enantiomers)ehpractically identical physical and
chemical properties, therefore means for their isg¢wen must be highly selective and
effective. Capillary electrophoresis is used and very powerful tool for solving this
problem. The advantage of capillary electrophorésisimplicity of method, high
sensitivity and resolution, speed of analysis, ssainple consumption as well as low
comsuption of reagents and posibillities of autonaion.

The aim of this thesis was the develop methodcliiral separation of D- and
L-lactic acid using capillary electrophoresis witass spektrometry (CE-MS) with
vancomycin as chiral selector. D- and L-lactic asién important component of food,
which is represented in the form of individual etr@mers (D-,L-lactic acid), which are
either pure or in a specific ratio, or as a racem&nantiomers are characterized by
differences in taste, aroma, nutritional values #msl effects influence quality of food.
Enantioselective analysis of D,L-lactic acid can bsed to control fermentation
processes, ageing process, storage conditionsydiegical processing and evaluation
of microbial contamination in food and drinks.

Moreover, lactic acid as one of the key metabaddixists as two enantiomers.
Lactic acid is produced from pyruvic acid underemwoic conditions. In mammals L-
lactic acid as main form is produced in metabolisim addition, L-lactic acid may
also be produced by bacterial fermentatiorha gastrointestinal tract. The optical
isomers of L-lactic acid, D-lactic acid, also egish mammals even though its amount
is approximately 1.0% relative to L-lactic acid. LRetic acid, found in human
physiologic fluids, generally is produced from timetabolism of carbohydrate by the
action of D-lactate dehydrogenase in presencetestimal bacteria which is ingested in
foods and absorbed from bacteria in the gut, anehdd by the glyoxalase pathway.
Simultaneous determination of D- and L-lactic asidvery important for subsidiary
diagnosis of some metabolic disease such as dsabetkitus, short bowel syndrom.

The developed method was applied to the detetromaf D- and L-lactic acid

in real samples of beer and human blood serumaC$eparation of lactic acid by using



of CE-MS while yet not routine method, thus thesteenay be in the future subject to

further research in medicine and pharmacy.
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1. UVOD

Chiralita je bezesporu jeden z nejvyzna&jaith gFirodnich fenoméin Na
principu chiralnich interakci se odehravésSina kléovych proces v Zivych buikach.
Chiralni separace neboli separace enantibnseiu dilezitou a velice zajimavou oblasti
vyzkumu, nebo bylo dokazano, Ze optické izomery mohou mittmaozdilné chovani
v Zivych organismech. Protoze optické izomery (¢éioamery) maji prakticky totoZzné
fyzikélné-chemické vlastnosti, prastdky pro jejich dleni musi byt vysoce selektivni
a separace musi byt dostai& ucinné. A pra¢ kapilarni elektroforéza je hodn
pouzivanym a vysoce vykonnym nastrojem peseni tohoto problému. Vyhodou
kapilarni elektroforézy jeipdevsim jednoduchost metody, vysoké citlivost #Jovaci
schopnost, rychlost analyzy, maly objem vzorkuiglmy pro analyzu, nizka speba
¢inidel a rozsahlé moznosti automatizace.

Cilem této prace bylo vyvinuti metody chiralni seyg@ D-,L-ml€né kyseliny
s vyuzitim kapilarni elektroforézy s hmotnostni lgp@metrii a vankomycinem jako
chiralnim selektorem. D-,L-mé@a kyselina je @lezitou sodasti potravin, ve kterych je
zastoupena ve forrjednotlivych enantiomér(D- a L-ml&na kyselina), které jsou Bu
Cisté, nebo v uwitém specifickém pogru, anebo jako racematy. Enantiomery se
vyzn&uji rozdily v chuti, wni, vyZzivové hodnat, a tim ovliviuji celkovou kvalitu
potravin. Enantioselektivni analyza kyseliny tmé miZe byt vyuZita i kontrole
ferment&nich proces, st&i, skladovacich podminek, technologického zpracbowan
hodnoceni mikrobialni kontaminace v potravinackapajich.

Navic, kyselina mi&na jako jedna z kibvych metabolii existuje ve dvou
izomernich stavech. Kyselina mifé se vyrabi z kyseliny pyrohroznové za anaerobnich
podminek. Ziveisné tkar produkuji v metabolismu pouze L-ndéou kyselinu. Krom
toho, mize byt L-ml€na kyselina produkovana bakterialnim kvaSenim skikin
zazivacim traktu. D-mtéd kyselina se vyskytuje v lidskych fyziologickytdkutinach,
ale je ji tam pouze 1 % oproti L-ndlgé kyseliny. D-mléna kyselina je produkovana
metabolismem sachafidpisobenim D-laktatdehydrogenasy zétgmnosti stevnich
bakterii, které se dcsla dostavaji z potravy glykolyzou. S&asné stanoveni D-a L-
mléné kyseliny je velice wezité pro uéeni diagnosy &kterych metabolickych

onemocgni jako je cukrovka a zéty tlustého seva.



Vyvinuta metoda byla aplikovdna na stanoveni D- -mlé&né kyseliny
v realnych vzorcich piva a krevniho séra. Vzhledetmmu, Ze chiralni separace @ié
kyseliny zatim nepét mezi rutinni metody, fiZze byt tato prace v budoucniednmetem

dalSiho zkoumani a to hla¥n oblasti |ékéstvi ¢i farmacie.



2. Teoretickadéast

2.1. Kyselina ml€na

Kyselina ml€éna je karboxylova kyselina se sumarnim vzorcegisOs; a
chemickym nazvem 2-hydroxypropanova kyselina, tak#ma jako kyselina mléka. Je
pongrné dokie rozpustna ve véd Ma hydroxylovou skupinu na uhliku sousedicim
s karboxylovou skupinou, takZze se jedna-bydroxykyselinu. Poprvé byla kyselina
mlé&né izolovana v roce 1780 Svédskym lékarnikem a dteem Carlem Wilhelmem
Scheelerh

Vyskytuje se ve dvou optickych izomerech (obrazglelden je znamy jako L-
(+)- ml&na kyselina a druhy jako D-(-) néiéa kyselina. Pro kazdy izomer kyseliny
mlé&né existuje fslusny enzym: L-laktatdehydrogenasa (L-LDH) a D-
laktatdehydrogenasa (D-LDH). Lidsky organismus piage pouze L-mlénou
kyselinu a proto je v organismu pouze L-LBH

Jde tedy o vyznamnou skmninu (obrazek 2), ktera hrajeildzitou roli
v nékolika biochemickych procesech. J&rpzereé produkovana bakteriemi ndéeho
kvaSeni a nachazi se tudiz v mnoha fermentovanyléingcth vyrobcich (jogurty,
syry), ale také v kyselém zeli, nakladané zekenkonzervovaném mase a rybach.
Pouziva se proto v pelsivi, pivovarnictvi, k fipraw limonad a p barveni
a zuSlechovani textilii. Diky svym antiseptickym vlastnostese pouZiva také
v mastech, Ustnich vodach a jako pfedek k oSé¢bvani vias.

Sul kyseliny mlgéné se nazyva laktat se vzorcem LEHOH-COO. Laktat
vznika @i nadnerné namaze, kdy se glukosa spaluje za nedostatitikleyve svalech.

To se projevuje bolesti svapo pohybu.

D-mléna kyselina L-mida kyselina
HOOC . H, COOH
=B T
H,C OH HO cH,
COOH COOH
HO+H H OH
CH, CH,

Obrazek 1: optické izomery kyseliny mé&é



Obrazek 2: prostorovy model kyseliny miéé

2.1.1. Chemickeé a fyzikalni vlastnosti kyseliny migné

Zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti ié kyseliny jsou uvedeny

v nasledujici tabulée

Tabulka 1: Fyzikalni a chemické vlastnosti kyseliny rné

OBECNE
Systematicky nadzev kyselina 2-hydroxypropanova
Trivialni nazev kyselina miéna
Sumarni vzorec £H05
Vzhled bily prasek
VLASTNOSTI
Molarni hmotnost 90,08 g/mol
Teplota tani 53 °C
Teplota varu 122 °C
Hustota 1,209 g/ci
Disociani konstanta pK | 3,86
ZARAZENI
Registr&ni ¢islo CAS 50-21-5
10326-41-7 (D)
79-33-4 (L)

V molekule kyseliny migné se vyskytuje chiralni centrum - asymetricky

2.1.2. Opticka aktivita mlé&né kyseliny

uhlikovy atom, ktery je zodp@&dny za tzv. optickou aktivitu této latky. Existwjzdy
dvé stereoizomerni formy (optické izomery - enantioghemezi nimiz je vztah jako
mezi gedmétem a jeho odrazem v zrcadle. D- a L- izomery kpgahléiné se oznaji

podle toho, zda hydroxylova skupina na opticky \aktn uhlikovém atomu s&uje
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doprava (D-) nebo doleva (L-). Z chemického hlediggou oba izomery rovnocenné,
liSi se ale kterymi fyzikalnimi vliastnostmi.

Opticka aktivita latek sgiva v jejich schopnosti otét rovinu polarizovaného
swtla. Podle smyslu ot&ni rozliSujeme pravotovou a levot@ivou (+ nebo -) formu
kyseliny ml&né. D-ml€na kyseliny sté& rovinu polarizovaného stla doprava a L-
mlé&né kyselina doleva. S¥8 obou enantiomérse nazyva racemicka &, kterd

rovinu polarizovaného stla nestéi.

2.2. Kvaseni

KvaSeni neboli fermentace je biotechnologicky psonebo-li peména latky
za Wasti enzynd mikroorganisni. Fri tomto procesu probihaji vidledku metabolické
aktivity mikroorganisni chemické pemeny organickych latek, obvykle sachatjd
a vznikaji latky energeticky chudsi nebo se nowkyl&yntetizuji. V potravinétvi se
fermentace vyuzivaipvyrobé alkoholickych napdi, octa, drozdi, kysanych ntdéych
vyrobki, zrani sy, kynuti €sta, vyrolé fermentovanych uzenin, Sknpborganickych
kyselin aj. Fermentace se vyuzivatiae jinych obofi: nag. k likvidaci odpadnich vod

¢i ropnych skvrn, fi sildzovani krmiv, v chemickém a farmaceutickériinpyslu.

Cilem procesu fermentaceje
» piiprava utité latky
» dosaZeni witych senzorickych vlastnosti potraviny
* zvySeni nutkni hodnoty potraviny

» prodlouzeni trvanlivosti

2.2.1. Ml&né kvasSeni - anaerobni glykolyza

Anaerobni organismy v cytosolu zpracovavaji pyrukéry vznika z glukosy
a mlg&nym kvasSenim je ignmenovan na laktat. K této ipmené jsou vyuzivany
mikroorganismy, ale & je béZzny i v ZivaiSnych tkanich - v kosternich svalech.
Pracuje-li sval intenziw) probihd anaerobni reoxidace NADH na NAEa redukce
pyruvatu na laktat, tim se obnovuje koenzym NARtery je nezbytny pro glykolyzu.

Laktat je Zasti genesen mimo hiky a krvi se dostava do jater, kde se znownima
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glukosu, a Zasti se p dostatku kysliku oxiduje zp na pyruvat, ktery je odebiran

aerobni oxidaéi”.

Celkovy proces odbouravani glukosy se nazyva abaéglykolyza a probiha

podle uhrnné rovnice (1):

glukosa + 2 ADP + 2 P> 2 laktat + 2 ATP + 2 O + 2 H (1)

Tento &) poskytuje pouze 2 ATP na molekulu glukosy. Vesilg produktem
jsou vodikové ionty, které snizuji pH iy, tj. vyvolavaji acidézu, a jsouriginou
Unavy kosterniho svalstva. Proto tento orgarZenpracovat za anaerobnich podminek
jen za pedpokladu, Ze v nasledujicim klidovém obdobi bulditat a vodikové ionty
vyplaveny do jiné tk&h(jater), kde budou zpracovany za aerobnich podmine

U mikroorganism schopnych Zit dlouhodékza anaerobnich podminek, hap
kvasinek, odpada moZnost odbourani laktatu &ledém organu a produkt redukce

pyruvatu niize byt odstriovan pouze difdzi do okolniho priestf.

2.2.2. Ml&né bakterie

Mlééné bakterie jsou skupinou bakterii, kterou spojmjiorfologické,
metabolické a fyziologické vlastnosti. Jako kémg produkt pi fermentaci vSechny
tvoii kyselinu mlénou. V @irodk jsou velmi roz§ené a nalézaji se ro¥n v lidském
zazivacim traktu. Nejzna$i je jejich pouziti g vyrobé fermentovanych midych
vyrobki.

Zakladni rody, které twd mlé&né bakterie (obrazek 3), jsdiactobacillus,
LeuconostocPediococcus a StreptococCd8 Trideni mi&nych bakterii do tznych
roda je zaloZzeno hlawh na morfologickych vlastnostech, tgmbu kvaSeni glukosy,
rastu @i raznych teplotach, prostorové konfiguraci gmé kyseliny, schopnostiistu
v piitomnosti vysoké koncentrace soli a ha zaklpdsouzeni tolerance ke kyselégfiu
bazickému prosedi. MI&né bakterie fedstavuji skupinu nejen s velkym
ekonomickym vyznamem, ale rashse uplatuji pii udrzovani a zlepSovani lidského

zdravit!?
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Lactobacillug®

Obrazek 3: Zakladni rody mlénych bakterii

2.2.3. Ostatni druhy kvaseni

Alkoholové kvaSeni:Tento druh kvaSeni se odehrava v kvasinkach, jséna
mesofilni a acidorezistentni mikroorganismy. Alktdvé kvaSeni je lidmi odedavna
vyuzivano k pipraw alkoholickych napdi. Tato fermentace vyzaduje anaerobni
podminky, picemZ z jednoduchych cukrvznika ethanol a oxid uliity. Proces
probiha ve dvou reakcich. V prvni nastava dekaraaey pyruvatu na acetaldehyd
Gcinkem pyruvatdekarboxylasy, ve druhé reakci pakhdatk redukci acetaldehydu na
ethanol dinkem alkoholdehydrogenasy

Méselné kvasenile S¢peni cukru nebo kyseliny nidgé na kyselinu maselnou
za vyvoje oxidu uhtitého a vodiku. Z mnoha drahbakterii, které se pozivajitip
maselném kvaseni, jsou nejobvyklejSi bakterie r@lastridium butyricum které
vytvareji vedle kyseliny miéné také butanol. Maselné kvasSeni se upfat gi m&eni
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Inu, vyroke pSenéného Skrobu kysanim dirani rekterych syii, ale je nezadoucitip
piipraw silaze.

Propionové kvaSeni:Je anaerobni kvaSeni tgmbované mikroorganismy
z ¢eledi Propionibacteriaceae Tyto mikroorganismy zkvasuji cukryigs kyselinu
pyrohroznovou na kyselinu propionovodinnosti &chto mikroorganisr vznika i
kyselina ml€na. Propionové bakterie jsotifomny v mléce a v midéych vyrobcich.

Octové kvaSeniProbiha za fistupu kysliku, kdy bakterie octového kvaseni
meni alkohol na acetaldehyd a naslédma kyselinu octovou. Timto #pobem se

pripravuji vinné octy.

2.3. Kyselina ml€na ve svalech

Laktat je pirozerg se vyskytujici organicka sléenina produkovana ¥le
kazdého jedince. Nachazi se krosvali i v krvi a v dalSichdesnych organech.¢lo
potrebuje laktat ke své funkci. Laktat jako metabatiského &la se tvdi ve svalovych
bunkach i intenzivni pohybové&innosti bez fistupu kysliku. Nkdo je na fisobeni
laktatu odol®jSi a rekdo se s nim vyrovnavaite. Behem intenzivniho zatizeni neni
namahany sval dost&® zasoben kyslikem. Aby vSakigsto dosahl pozadovaneho
vykonu, svalova htka ziskava energii odbouravanim krevniho cukru k@gy) bez
kysliku, tedy kvaSenim.iom vznika kyselina mkn4a, resp. laktat - anion kyseliny
mlécné, ktery na &akou dobu pekyseli svalovou tka

Kdyz se laktat wte nahromadi, Zjsobuje svalovou Unavu. Stupsvalove
unavy odpovida zvysené hladikyseliny ml€né, sniZzeni zasob glykogenu, snizenému
pH v tkanich a zimé prokrveni. Velké mnozZstvi kyseliny ndléé nuze v extrémnim
piipadt zablokovat vapnikové ionty, a tim uplmnemoznit svalovou kontrakci. Svalova
Unava je signalem prorgruseni prace, nez dojde kéeypani, a pofpadc poskozeni
svalu. Odolnost proti svalové Griase da zvysit pravidelnym tréninkéin

Kyselina mléna se vyskytuje kromnsvali také v biologickych vzorcich jako
je krev a plazma. V poslednich letech j&femi laktatu v krvi aktualnim tématem, nébo
jeho hladina ve tkanich korespondujeékatika fyziologickymi i patologickymi dii.
Laktat je dilezity indikator bolesti a potizi a navySeni jetmncentrace v krvi vede
k otraw krve a hromadnému selhani organExistuje rkolik vrozenych vad
metabolismu, které z&iginuji hyperlaktamii - nadbytek kyseliny ntiéé. Mereni

laktatu v krvi je dilezité ve sportovni medicira fyziologii.
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3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) pat spolu s chromatografii a hmotnostni
spektrometrii k dlezitym metodam v analytické chemiiibec. CE umoiuje provadt
separace analyt ze smisi a je komplementarni metodou k chromatografickym
metodam. Mezi jeji hlavni vyhody gatjednoduché provedeni, minimalni Sfedta
vzorku, moznost automatizace a Siroké spektrumkagli Nevyhodou kapilarni
elektroforézy je ovSem mala koncegtracitlivost a robustnost.

Princip elektroforézy sgiva v migraci elektricky nabitychéastic ve
stejnosmirném elektrickém poli. ProtoZe rychlost pohylastice zavisi na velikosti jeji
molekuly a naboji, rzr¢ velké a ézn¢ nabité molekuly se budou pohybovat odliSnou

rychlosti a mohou byt od sebe separovany.

3.1. Elektroosmoticky tok a elektroforeticka migrae

Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je jedna z hybnych kdpilarni elektroforézy
(obrdzek 4). B pH > 2 se ionizuji silanolové skupiny na \tniim povrchu kemenné
kapilary. Na vnitnim povrchu se tak vytw¥d zaporny povrchovy nédboj a vznika
elektricka dvojvrstva. To ma za nasledgkghovani kationt putujicich ke katod] ale
vzhledem k malym roz#mam kapilary (ptimér mensi nez 0,1 mm) dochazi ke strhavani
anionti, které poté také putuji ke katodElektricka dvojvrstva je charakterizovana
veli¢inou ¢ potencidl, kterd popisuje potencidlovy spad mehitou sénou kapilary
a okolni kapalinou. Rychlost EOF je po celé délcapiléry stejna. Diky

elektroosmotickému toku, Ize separovat kationtyioaty zarové.

k.apilany

Obrézek 4: Elektroosmoticky tok viemenné kapii&'®
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Vznik elektroosmotického tokuime mit pozitivni vliv na prbé¢h separace, ale

v nékterych fipadech je vhodné elektroosmoticky tok péitlaebo jeho srr obratit.

Elektroosmoticky tok Ize potéa:
e pH mensim nez 2
» modifikaci silanovych skupin (kovalentni pokrytiitini s€ny kapilary)
o pifidanim tenzid do zakladniho elektrolytu Ize potla nebo zn&nit smer
elektroosmozy
» zvySenim iontoveé sily pracovniho elektrolytu
» pridavkem organickych rozpoustel

» zvySenim viskozity pracovniho elektrolytu

Velikost EOF je mozno vyj&tt jako rychlost nebo pohyblivost pomoci rovnicg, (B):

£L
Ver = —.E 2
EOF ,7 ( )
L
Heop = — 3
EOF " ©)

¢...zeta potencial
&...dielektricka konstanta

1...viskozita

Elektroforeticka migrace

Elektroforetick& migrace je druhy a zarav@avni transportni & probihajici
v CE a jedna se o pohyb nabity¢hstic v elektrickém poli. Sén pohybu (pokud
zanedbame vliv elektroosmotického toku) zavisi nanzénku naboje nabit&astice
a polarit vlozeného elektrického pole. Jeho rychlost zawsvelikosti naboje, intenzit
vloZeného elektrického pole a odporu okolniho geakt Pro srovnani pohyblivosti
jednotlivych ¢astic v fiznych systémech zavadime tzv. elektroforetickou iltob
(rychlost pohybu nabité latky v elektrickém polieainotkové intenz#).
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Velikost rychlosti daného iontu Ize vygitat podle rovnice (4):

v:,ue.E:L.E
6.77r

(4)
V...rychlost pohybu iorit

g...naboj

E...intenzita elektrického pole

r...polomer ionti

Me...elektroforeticka mobilita

1...dynamicka viskozita okolniho prdeti

Pozorovana rychlost migrace analytu je dana ¢teon vektorovych rychlosti

elektroforetické migrace a elektroosmozy.

Zdanliva a iontova mobilita
Experimentald méienou velkinou je migrani casty, ze kterého lze vygdtat

tzv. zdanlivou mobility,, podle rovnice (5):

I
Ha =i ®)

...je efektivni délka kapilary (vzdalenost od mistgkce po detaini celu)
tm...je migrani¢as
L...je celkova délka sepati kapilary

U...je vloZzené nagti

Zdanliva mobilita je vektorovym soétem efektivni mobility ues (efektivni

mobilita je elektroforetickd mobilita nabitéstice pro dané prdstdi — teplota, pouzity
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elektrolyt, rozpougdlo, pH, iontova sila, pouziti aditiv, ve kterémgmace probihd)

a mobility elektroosmotického tokt.s, podle rovnice (6):

lua - luef + lueof (6)

Zdanliva mobilita neni fyzikalni konstantou, tzmlejo komplexni vetinu
a nelze ji vyuzit pro kvalitativniggly a pro porovnani s hodnotami ziskanymi za jinych
podminek. KdyZz se zbavimechto omezujicich vlastnosti ziskame tzv. iontovou
limitni) mobilitu o, tj. hodnotaues extrapolovana na nulovou iontovou sildi p
konstantni tepl@ta @i ¢astici v plré disociované nebo protonizované férRoté uz jde

o fyzikalni konstantu, kterou Ize nalézt v tabutkdé®

4. Separace enantiomar

Chiralita je jeden z nejvyznarg8ich girodnich fenoméin ktery organické
molekuly vhodné konstituce mohou vykazovat. ChisaBe projevuje existenci dvou
konstitiené identickych molekul (enantiomigr, které se liSi pouze ve vzajemném
uspdadani atom a vazeb v prostoru. Nutné podminky v konstituckagované pro
existenci chirality jsou lehce splnitelné pré&tsinu slozigjSich organickych latek, a tak
neni gekvapujici, Ze #Sina girodnich latek pedstavuje chirdini sl@eniny. Na
principu chiralnich interakci se odehrav&tSina klcovych proces v Zivych
organismech. Velk&ast z celkového @tu dnes znamych latek vykazuje optickou
aktivitu a fada chiralnich latek se wippdk vyskytuje pouze jako samostatny
enantiomer. Velky vyznam ma opticka aktivita hlava I&€iv, neb@ pouze jeden
enantiomer raZze byt @&innym I&€ivem pro organismus a druhy zizoreje buf
neinny, a nebocasto vykazuje zr@ou toxicitu. Dokonce 1iZze inhibovat Ginky
druhého vyuzivaného izomeru. Mezi oblasti, kdehselit¢ vénuje zvySena pozornost,
pati predevSim farmakologie a klinicka chemie (enantiddelei U¢inky I€&Civ),
potravind&ska chemie (rzné vian¢ a chuti ovliviené pouze rozdilnou stereoselektivitou)
a Vv neposledni fadt oblast pesticidnich ffpravki (nag. studium @innosti
a metabolismus jednotlivych enantioriierSeparace a stanoveni optickych izoimer
proto gednttem zajmu nejen chemikzabyvajicich se sep&rdmi metodami, ale i

pracovniki z jinych obo#i*®.
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V tabulce 2 jsou uvedeny agoby realizace enantioselektivniho predt

v separanich technikach.

Tabulka 2: Zpiisoby realizace enantioselektivniho predf v separich technikach

Separa&ni metoda UmiseEni chiralniho selektoru
Chromatografické metody
GC chiralni stacionarni faze
kapilarni GC CS pokryty nebo navazany rimstkapilary
HPLC chiralni stacionarni faze
CS gridan do mobilni faze
kapilarni LC chiralni stacionarni faze

CS gridan do mobilni faze

Elektromigra éni metody
kapilarni zonova elektroforéza| CH#8dan do zakladniho elektrolytu

izotachoforéza CsStglan do vedouciho elektrolytu
micelarni elektrokineticka
chromatografie micely chiralnich tenzifl snEsné micely

kapilarni gelovéa elektroforéza | CS zabudovan v gelu

CS gidan do zakladniho elektrolytu
kapilarni elektrochromatografie chiralni staciondéaze

CS gidan do zakladniho elektrolytu

4.1. Separace enantiomer pomoci kapilarni elektroforézy

Chiralni separace uskudtevané pomoci technik CE jsou dnes na vysoké
arovni teoretického i praktického poznani, toizeme dokazat velkym ptem
publikaci. Na Web of science je doposud abstrahmvéwegeberné mnoZzstvi
publikovanych praci zabyvajicich se kapilarni algktrézou a chiralnimi separacemi.
Kapilarni elektroforéza je jednou z nejpouzigjdfch technik pro separaci chiralnich
latek. Vyhoda CE oproti jinym chromatografickym o@dm spoéiva ténti v
neomezeném vyou chiralnich selektdra jejich vyrazg nizsi spatebs nez v gipad
chromatografickych technik. CE v mnohaipgadech umaluje ziskat excelentni

rozliSeni enantiomérdiky velkému mnoZzstvi vyhod:
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* nizk& spateba vzorku, pracovniho elektrolytu i chiralnihoesébru

e moznost vyuziti Sirokérady chiralnich selektér a moznost vyuZziti i
kombinaci ®kolika raznych chiralnich selektdr pro dosazeni
pozadovaneho rozliSeni

* moznost zmany koncentrace a za&my chiralniho selektoru za jiny

e vysoka separtmi (&innost dovoluje separovat enantiomery i s vyuZzitim

velmi malé selektivity

Tyto hlavni vyhody povySuji CE jako hlavni metodwo phirélni separaci
riaiznych enantiomér Usmdnost separace dvojice enantiotngr zavisla na selektiit
pouziteho sepataiho systému. Pro U&fnou chiralni separaci jgeba, aby doslo
k vzajemné interakci mezi selektorem a enentiongergavic, aby se tato interakce
alespa v jedné fyzikalg-chemické vlastnosti liSila. DalSi podminkou prgpd&ou
chiralni separaci je i dost&®@ velkd rychlost dynamické rovnovahyi pchiralni

separad’.

4.2. Chiralni selektor

Pro uspsnou separaci je nutna volba vhodného chiralnithekteu (tab.3).
Chiralni selektor by ® splhovat rékolik zakladnich podminek:
* meél by byt stereoselektivni a t¥ib prechodné diastereomerni komplexy
s kazdym enantiomerem
* mél by byt v pracovnim elektrolytu déé rozpustny a chemicky stabilni
* nentl by interferovat p detekci

» kinetika tvorby diastereomernich kompielxy méla byt rychla
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Tabulka 3: NejpouZivagjsi chiralni selektory v CE

Chiralni selektory
a-CD DM-B-CD
B-CD TM-B-CD
y-CD HP$-CD
Aniontové CD Kationtové CD
Chiralni crowm ethery Makrocyklické antibiotika
Komplexy ligandové Chiralni tenzidy-Zlgové
vymeény kyseliny

Jak je patrné ztabulky 3, cyklodextriny a jejiderivaty pati mezi
nejpopularijSi a nefastji pouzivané chiralni selektory. Jsou to neutrgbtirodni
cyklické oligosacharidy, které v prostoru vypadajo hrnek bez dna na obrazku 5.
Jejich relative hydrofobni kavita s vysokou elektronovou hustotmooziuje vytvaet
inkluzni  komplexy s nepolarnimi analyty o vhodnyazmeérech. Enantioselektivita
cyklodextrimi je dana asymetrickymi uhliky glukézy a hydroxylavy skupinami
primarnich a sekundarnich alkofhiolna vstupnich prstencich. Afinita kavity
cyklodextrini k analytu vziista s jeho nastajici hydrofobicitoff. Mezi aniontové CD
pati CM-B-CD, S$-CD, SBEB-CD a mezi kationtové CD sadi napiklad aminop-
CD a QAf-CD®.

=)

\z)

Obrazek 5 Tvar molekulyo-, B-, y- CD (n = 6,7,8) gislovanim atora

I
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DalSi velkou skupinou chiralnich selekiojsou makrocyklické antibiotika.
Tyto chiralni selektory maji &kolik chiralnich center. V kapilarni elektroforéze
pouzivaji zakladni 4 makrocyklické antibiotika: kamycin, teikoplanin, ristocetin

a rifamicin.

4.2.1. Vankomycin chlorid

Vhodnym selektorem pro enantioseparaci D,Lmé&kyseliny pomoci CE je
makrocyklické antibiotikum vankomycin chloffd proto se zde omezim pouze na
zakladni popis vlastnosti a vyuziti vankomycinu E.CVankomycin chlorid je
makrocyklické antibiotikum, které ve své strulduwbsahuje 18 stereogennich center
a funkéni skupiny fizné povahy (karboxylova, amino-, amidoskupina, byglové
skupiny, aromatické kruhy apod.), které mohou zpeokovat tizné typy interakci
mezi vankomycinem a enantiomery &iié kyseliny. Chemicka struktura vankomycinu

je na obrazku 6.

HH; PHow

CH;

Obrazek 6. Chemicka struktura vankomycinu
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V tabulce 4 jsou uvedeny vybrané fyzikalthemické vlastnosti vankomycin
chloridu.

Tabulka 4: Fyzikalre chemické vlastnosti vankomycin chloridu

Charakteristika Vankomycin
Molekulova hmotnost 1449
Pctet stereogennich centel 18
Patet mikrocykii 3
Patet hydroxylovych skupin 9 (z toho 3 fenolicke)
Potet aminoskupin 2
Pacet karboxylovych skupin 1
Potet amido skupin 7
Patet aromatickych jader 5
pl 7,2
Relativni stabilita az 2 tydny
pKa 2,9;7,2;8,6;9,6;10,5;11,7

Diky pritomnosti 3 makrocyklickych krdha dvou postrannicketézci, které
jsou tvdené N-methylleucinem a sacharidovym dimerem, vytvéankomycin
v roztoku tvar pipominajici koS. Tento koS tak umuge casténou inkluzni
komplexaci se separovanymi enantiomery. Vankomyeinelmi dol¥e rozpustny ve
vodé a v polarnich organickych rozpoédlech. Vankomycin je vhodny selektor hlgvn
pro separaci karboxylovych kyselin.

I kdyZz vankomycin chlorid poskytuje velmi dobrézliSeni pi separacich
enentiomel, ma jeho vyuziti v CE &kolik nevyhod. Diky své strukia pongrné silné
absorbuje UV z&ni zejména v intervalu od 190 do 260 nm. Navio/agkomycin
velmi ochot v kyselém prosedi sorbuje na &wu nepokryté temenné kapilary
a dochazi tak ke vzniku rozmytych zén analyt

Pro eliminaci uvedenych problénse pouzivaji népstji kombinace dvou
technik. Jde o vyuZiti kovalentnpokryté Kemenné kapilary (dochazi k eliminaci
zaporného néboje na vimif sen¢ kapilary a tim k omezeni nezadouci sorpce tiaust
kapilary) a technikycast&éného plrni kapilary elektrolytem obsahujici vankomycin

(eliminace vankomycinu z det&kiho okénkay.

23



4.3. Rehled praci zabyvajicich se stanovenim kyseliny nééé

V nasledujicich tabulkdch 5 a 6 jsou uvedeny prad®/vajici se stanovenim

mléné kyseliny, které byly doposud publikovany.

Tabulka 5: Prehledpraci zabyvajici se stanovenim kyseliny ink&technikou kapilarni

elektroforézy.

PRACOVNI TYP
TECHNIKA SEPARACE ELEKTROLYT VZORKU LOD CITACE
CE bez chiral.separagélris-HCl+laktat+NAD | buiiky 0,3 U/ml 23
bez chiral.separagdris-HCI erytrocyty 0,017 U/ml 24
bez chiral.separagdNa,HPO;+NaH,PO, sliny 7,6.10 mol/l 25
bez chiral.separagdosfat lymfocyty — 26
kyselina
g-aminokapronova +
bez chiral.separagenandlova kyselina krev 8,0.10 mol/l 27
glukosa+Tris+
bez chiral.separagdluorescein disodny erytrocyty 20 amol 28
fosfat-Tris+ TTAB+ D-laktét:20,0.10mol/l
chiral.separace | 2HP$-CD plasma L-laktat: 15,0.1G mol/l 29
chiral.separace fosfatovy pufr+2HPED | potraviny — 30
D-laktat: 0,1 mg/ml
chiral.separace fosfatovy pufr+2HPED | téIni tekutiny | L-laktat: 0,04 mg/ml 31
bez chiral.separagef TAB+TMA smes kyselin | 0,05-0,7 mg/l 32

Jak je patrné ztabulky 5, byly publikovany poufeprace zabyvajici se

chiralni separaci D-,L-mé@é kyseliny kapilarni elektroforézou, ostatni amglypyly

provedeny bez chiralni separace. Stanoveni kysefil&né v publikovanych pracich

bylo prova@no na potravinovych vyrobcich a klinickych vzorcichdi a zvfat.

V tabulce 6 je uvedenighled praci zabyvajicich se stanovenim ¢néé

kyseliny pomoci ostatnich analytickych technik.
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Tabulka 6: Prehled ostatnich praci zabyvajici se stanovenimikysalécne.

Typ
TECHNIKA Podminky separace vzorku LOD Citace
Chiralpak AD-RH (silikagel
HPLC pokryty amylosou tris
(3,5-methylfenylkarbamatem) moc 1,0.10° mol/l 33
HPLC Chiralcel OD-RH (celulosa od 10 mol/l
trisfenylkarbamat) krev do 20um/ml 34
HPLC polystyren-divinylbenzen potraviny| — 35
biosenzor zaloZzeny na
Biosenzor katalyticky aktivnich
enzymech-LOX,D-LDH,HPO rajcata 2,5.10 mol/l 36
. na biosenzoru mdé od 1,0.18 mol/l
Biosenzor
imobilizovany LOX vyrobky | do 5,0.20moll/l 37
: grafit-teflonova kompozitni od 1,4.fanol/l
Biosenzor
elektroda s LOX potraviny | do 0,9.1F mol/l | 38
TBO-toluiden blue O a LDH
Enzymova elektrodd byly imobilizovany
na povrchu elektrody potraviny 4,0.10 mol/l 39
Enzymova elektrod .na b|.o.senzoru _
imobilizovany LOX potraviny 1,0.16 mol/l 40
Amperometricky | LOX imobilizovany na
biosenzor polymeru vino — 41
Uhlikova elektroda uhlikova elektroda b|olog.|cke
nasycena NADH tekutiny | 2,75.10° mol/l 42
Amperometricky
biosenzor biosenzor na bazi @, pot — 43
Potenciometricky | elektroda modifikovana
biosenzor polyakrylovou vrstvou plasma 2,0.16mol/I 44
FIA — syr 2,0.16 mol/l 45
Membranova kapalna membrana _
chir.selektor: N-3,5-dinitro-
separace benzoyl-L-alaninoktylester — — 46
HPLC Chiralpak AD-RH krev — 47
téIni
HPLC Mechanismus ligandové tekutiny
vymeény(centralni atom Cu2+) u Zeite 1,0 .106° mol/l 48
2D-HPLC fluorescerni derivatizace
NBD-PZ plasma AM 49
reverzni faze s chiralnim
HPLC selektorem N,N-dioktyl-L-
alanin krev 0,5.1G molll 50
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T
TECHNIKA Podminky separace vzgrpliu LOD Citace
HPLC fluorescerini derivatizace od 300 fmol
NBD-PZ vino do 360 fmol 51
GC/IMS chirélni SF: heptakis-B-CD ndo — 52

Jak je patrné ztabulky 6, tak pro stanoveni lkygemléiné se v praxi
pouzivaji elektroanalytické metody s vyuzitim bimseii. Analyzy kyseliny mléné
pomoci biosenzdr se fadi na prvni mista, nebgsou schopny selekti¢na rychle
analyzovat vzorek, vyhoda je také v jejich snadiigraw, rychlé odez¥ a nizkych
nakladech, avSak nevyhodou této metody je, Ze n&tuje separaci enantionier
problémy biosenzdr souviseji také s jejich reprodukovatelnosti a dblatelnosti.
Nejcastji pouzivané biosenzory pro stanoveni kyseliny améé jsou laktatové
biosenzory na bazi laktatoxidasy a laktatdehydraggn

Pouzivaji se také chromatografické metody jako G€P&AC, tyto metody jsou
rychlé, spolehlivé a igkonavaji spoustu nedostatki jinych nap. enzymatickych
metod. Mezi vyhodydchto metod pét, Ze dokazi saiasré stanovovat oba enantiomery
kyseliny ml&né.

Plynova chromatografie mi@adu vyhod: je jednoduchd, procesy v plynné fazi
jsou rychlé, ale nevyhodou této metody je, Zze jezana dkavosti analyt, umoziuje
delit pouze 30% vSech znamych latek. ¢Bo stanovitelnych analyt Ize rozsiit
pievedenim malo¢kavych latek nagkawjSi derivaty. Tyto reakce ale vedou k dalSim
problémim, nag. vznik vedlejSich reakci, dale pak mobilni faz&@, nosny plyn, je
inertni a tudiZz neumaiije ovliviiovat separaci.

Jednou z nejpouzivaSich metod pro stanoveni kyseliny ¥nié a také
enentiomel kyseliny ml€né je vysokotinnad kapalinova chromatografie. U této
metody se voli bdi ne@gima metoda (derivatizace chiralnindinidly a separace
naslednych diastereoniema achiralnich stacionarnich fazich) nebo metotimé
(pouziti chirélnich stacionarnich fazi). Z tabuklkymizeme vidt, Ze byly pouzity jak
negimé metody (derivatizace s NBD-PZ ), tak i metodiyme, nefastjSi pouzivané
chiralni stacionarni faze byly na bazi celulosynaylosy. Rimé metody se vyziaji
oproti derivatizanim postugm fadou vyhod, fedevSim neni nutno provédse
vzorkem komplikované procedury, dalsi problém ufiimepch metod je, Zeinidla

pouzitd k derivatizaci musi byt nejvySSi optickistoty, tudiz jsou draha, dalSim
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problémem je, Ze fite dojit k racemizaci, epimerizacéiem derivatizace. Néjme
separace jsou ménvhodné pro kvantitativni agly a nevhodné pro semipreparativni
a preparativni &ely. PouZiti chiralnich stacionarnich fazegstavuje vyraznotasovou
asporu, ale jsou drahé a také&ize dojit k racemizaci dnem sepakmiho procesu.
Metoda HPLC umaluje ctlit 80% vSech znamych latek. Stanoveni kyseliny cmdé

v publikovanych pracich bylo prov&wb na potravinovych produktech (réhé
vyrobky, vino, zelenina) a klinickych vzorcich jakev, ma, plasma®.

5. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vysoce citliva serirdechnika, kterafevadi
vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé iosgparuje podle hodnoty podilu jejich
hmotnosti a ndboje/z Je to metoda destrérk, spoteba latky k analyze je vSak velmi
mala gddow v pikogramech). Tato technika vypovida o prim&tniktire analyzované
latky, uuje izotopovy porér prvki ve vzorku, umoiuje analyzu komplexnich sisi
a nekovalentnich kompléx umo#uje stanovit molekulovou hmotnost, identifikuje

proteiny.

Zakladnimi kroky v této technice jsou:
» odpdeni vzorku a rozpouidla
e ionizace analyt
» akcelerace iofitdo hmotnostniho analyzatoru
* separace iofit

+ detekce iont

Pti ionizaci molekuly dochézi obvykle krto interakcim:
1, M- M +¢€ ionizace molekuly a vznik molekularniho iontu
o jednotkovém naboji
2,M"> A"+nm’  rozpad molekularniho iontu na fragmentovy

ion a elektroneutralifstici
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Tézistm analytického vyuziti hmotnostni spektrometrigijedevSim stopova
analyza organickych latek smzem na jejich identifikaci. Spojeni hmotnostniho
spektrometru se sep&rdami metodami vyrazh zvySuje selektivitu a umdije
provadt identifikaci komponent vzorku ve slozité matrieimotnostni spektrometr zde
vystupuje jako struktughselektivni detektor, ktery umtije kront obvyklé registrace
z6n latek eluovanych z kolony nebo kapilary proviégjich identifikaci na zaklasl
zaznamenaného hmotnostniho spektra. Vyyigtimjovée instrumentace pro hmotnostni
spektrometrii, i pro kombinované systémy jako jejepi CE-MS, GC-MS a LC-MS
jsou v sodasné dob komekné dostupné a jsou pinvyuzivané v analytickych
laboratdich pro rutinni analyzy. Aplikovatelnosttchto metod je velmi Siroka

a miZzeme se s nimidiné setkavat ve vSechitbZitych oblastech chemické analyzy.

Na obrazku 7 je uvedeno blokové schéma hmotnossgbktrometru.
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Obrazek 7. Schéma hmotnostniho spektrometru:

Bézny hmotnostni spektrometr obsahujecgmti obsazené na obrazku 7. Vstup
vzorku, ktery umo#uje prevedeni vzorku analyzované latky z predf vrgjSiho do
prostoru iontového zdroje. lontovy zdroj slouzigastisperzni prvek, ktery umamije
rozcklit v prostoru nebocase sms ionfi o riznych pordrech hmotnosti ku naboji.
Detektor, na ktery je s#éhovan proud iont po pfichodu hmotnostnim analyzatorem,
poskytuje analogovy signal @mmy pcitu dopadajicich iofit Tento signal je pak
pieveden do potace a vhodnym programovym softwarem zpracovan do yorm
hmotnostnich spekter. Hmotnostni spektrometr peaczf velmi nizkych tlak

a nedilnou sotésti zéizeni je vakuovyerpaci systéni >
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5.1. Kapilarni elektroforéza - hmotnostni spektromérie

CE je sepatmi technika, ktera se pouziva pro separaci laleké povahy,
pocinaje separaci iofit malych molekul jako aminokyselin a k@n separaci
biomolekul jako jsou peptidy, proteiny a nukleowssdliny. V neposledniac je dnes
CE vyuzivana pro separaci bazi DNAZZE je CE spojovana s dei&kimi technikami
jako je UV spektrofotometrie a nebo LIF. Nevyhodqmojeni CE a UV detekce je nizka
citlivost a mizeme ji pouzit pouze pro latky, které absorbuji &eni. Nevyhodou
fluorescekini detekce je, Ze ne vSechny latky maji chromofoiyazujici dostat&nou
fluorescenci a jejich #ima detekce neni vzdy mozna. Pak je nutnd lanalyty
derivatizovat reakci s derivatia@m ¢inidlem, které vhodny chromofor obsahuje, nebo
pouzit jiny druh detekce jako je riddad MS, popipac pouzit nepimou detekci.
Vyhodou spojeni kapilarni elektroforézy a hmotnosspektrometrie jako deteki
techniky je, Ze poskytuje nezbytné informace pfmp stanoveni struktury analyti’.

CE-MS je analyticka technika vyuzivajici spoj&apilarni elektroforézy jako
vysoce inné separi techniky a hmotnostni spektrometrie jako daBpas&ni
a detekni techniky. Spojeni CE-MS ime byt velice silny nastroj pro separaci,
identifikaci a charakterizaci molekul. Jedinou neegiou této metody je slozité spojeni,
které je nejastji realizovano pomoci iontového zdroje typu elekprej. Problémy
zpasobuje pedevSim {liS nizky pfitok zakladniho elektrolytu, ktery protéka viivem
EOF pges sepakmi kapildru. BZny piitok zakladniho elektrolytu se pohybujeadu
nl/min, to je ale nedostateé mnozstvi pro vytv@ni stabilniho spreje ve zdroji ESI. A
proto chylgjici pratok kapaliny musime dodat z externiho zdroje, ptto tkely se
pouziva tzv. stinici (pomocnd) kapalina (sheathidi(obrazek 8). Pomocnéa kapalina
je negastji vodny roztok &kavé soli a vhodného organického rozpeédist jako je
negastji methanol nebo isopropanol. Pdigavku této stinici kapaliny se celkovy
objem givackné kapalné faze (tj. nosného elektrolytu a stioigibztoku) pohybuje

v fadu jednotelul/min.
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Piivod

Piivod mertniho
stiniciho plynu
roztoku \\\
Separacni
kapilara

Obrazek 8 MoZné realizace spojeni CE s ESI zdrojentidgvnym tokem stiniciho
roztoku*

DalSim problémem je realizace vodivého spojeni koseparéni kapilary se
zemnici elektrodou vysokon&jmvého zdroje pro elektroforézu. Vyhodou stiniciho
roztoku je, Ze umaije vodivé spojeni mezi koncem sepaiakapilary a zemnici
elektroforetickou elektrodou. Abychom podilictvorbu spreje a zvysili jeho stabilitu, je
do prostoru ESI zdrojefpaden pod vhodnym tlakem inertni zmlzZzovaci plyn (fegji
N2). Aby nedochazelo ke kontaminaci iontového zdeojaké k peruSeni tvorby spreje
béhem analyzy, @i bychom pouzit jako nosny elektrolykiavé soli typu mraveatan
amonny a acetat amonny. BohuZel se v @b pouzivaji pufry typu fosfat sodny nebo
borat sodny, tyto latky nejsogkiave, a proto nevyhovuji podminkam pro spojeni CE-
ESI-MS.

Pokud bude dostatey pivod stiniciho roztoku, iZeme pracovat iipnulové
hodnot elektroosmotického toku v kyselych nosnych eldigtexh nebo v kapildrach
s kovalentnim pokrytim vritti s€ny kapilary kde je zanedbatelny EOF. U kovaléntn
pokrytych kapilar mize dojit k nezadouci migraci igntze stiniciho roztoku do
separani kapilary a kovliveni sloZzeni nosného elektrolytu. Abychom tomuto
zabranili, gidavame do nosného elektrolytu a stinici kapalitgjneu @il o stejné
koncentraci.

Dulezita je volba slozeni a ok stiniciho roztoku, ktery oviwije citlivost
a mez detekce a stanoveni. ¢daigji se jako stinici kapalina pouziva s vodou miséel
rozpoustdla jako jsou methanol a isopropylalkohol. Ovlive@paraci mize i volba pH
stinici kapaliny. Je nutné, abji gvoleném pH byly separované a naskedmizované

latky dostaténé disociovany.
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Z hlediska minimalizace Sumu jeuldzité zajistit plynuly pivod stinici
kapaliny do zdroje ESI. Proto je velice vyhodné Zbwkvalitni chromatografické
pumpy, u nichZ je zaji8h bezpulsni pitok kapaliny**°®

5.1.1. Zakladni princip ionizace elektrosprejem

V sowasnosti je to népsgji pouzivany iontovy zdroj pro spojeni mnoha
technik s hmotnostni spektrometrii jako Hklad spojeni CE-MS a LC-MS. Schéma
elektrospreje je uvedeno na obrazku 9. Kapalna jiz#ivedena do kovové kapilary
a k jejimu rozprasSovani dochazi vlivem nehomogemmlektrického pole mezi ustim
této kapilary, na niz je vysokeé ripv radu jednotek kilovott, a protielektrodou, ktera
je uzemgna. Bihem elektrosprejovani dochazi ke vzniku velmi mialkaptek
kapalné faze, které maji vysokou hustotu povrchovéaBboje. Tyto kagpky jsou
vlivem horkého inertniho plynu rychle vysuSenyeghazeji do plynné faze a vzniklé
ionty jsou vedeny vstupni&binou gres iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru.
V tomto procesu mohou vznikat kladn zapor nabité ionty v zavislosti na polatit

napsti, které je vioZeno na protilelektrotfu

Kovova kapllara ||| K hmotnostnimu

Il analyzatoru
3-5kV

Obréazek 9 Schéma ESI zdrojé
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Kvadrupolovy analyzator

Separator iorit déli vytvorené ionty podle potmu m/z kde m je hmotnost
ionti a zje paiet elementarnich nahpjkteré ion nese. Je to vhodny analyzator pro
spojeni techniky CE-ESI-MS. Je to dynamicky andlyzadleni ionti je dosazeno
jejich prichodem mezétyimi kovovymi ty¢emi (obrazek 10). Kvadrupdlovy analyzator
je sestaven z&yi ty¢i kruhoveho piezu, které jsou symetricky usigolany vzhledem
k podélné ose (obrazek 11).c¢Byjsou propojeny tak, ze vzdy protilehlé dvojiceuysa
spole&ném potencialu. lonty se pohybuji v elektrickémi motiélce 20-30 cm. Pole ma
dvé sloZky: stejnosgrnou a radiofrekvemni cca 10 MHz. Nafi vloZzena na dva pary
ty¢i jsou zvolena v danérdiasovém okamziku tak, aby mezicgyni proletly pouze
ionty s hodnotoum/z v urtitém omezeném intervalufipadré s jedinou hodnotou m/z.
V naSem pipadt byla tato hodnota nastavena na iont/g= 89 + 0,5. Zbylé ionty jsou
vyneseny ven z elektrického pole a zachyceny rié&chykvadrupélu. Vyhodou je
relativre rychly zdznam spektra (celé spektrum ziskame Za dé@du ms), linearni
stupnice hmot, tolerantnostiai vysSimu tlaku, rozsah hmot 2-1000. Nevyhodou jeak

jednotkové rozliseni, diskriminace igns vy3$si molekulovou hmotnosti

Evadrapalovy filir

Obrazek 10: Pricny prizer Obrazek 11: Schématicke
kvadrup6lovym analyzatoreth znazor@ni kvadrupdlu s

nazn&nim drahy iorit®°

32



5.1.2. Vyuziti metody CE-MS

Spojeni metod CE-MS se uplaje hlavie v oblasti analyzy latek iontove
povahy ve slozitych matricich, kde se #®buplatni vysokd dinnost kapilarni
elektroforézy s moznosti struktérreelektivni detekce hmotnostnim spektrometrem.
Vyznamnou aplikéni oblasti je farmaceuticka analyza, kde je metG&#aMS v praxi
vyuzivana pi stanoveni obsahu a strukturni charakterizaciigepych I&€iv. Také se
tato metoda velmi ddb uplatiuje @i analyzach biopolymértypu bilkovin a fragmeirit
nukleovych kyselin. Toto spojeni se pouziva jakiddda analytickd metoda v oblasti

genomiky a proteomiky.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Chiralni separace kyseliny mlé&ne
Chiralni separace miéé kyseliny byla provedena separametodou kapilarni

elektroforézy s hmotnostni spektrometrii jako détékechnikou. Byla pouZzita ionizace

elektrosprejem ve spojeni s kvadrupélovym hmotriosamalyzatorem.

6.1.1. Fistrojové vybaveni

CE-MS systém Agilent Technologies. Kapilarni elefdréza CE HP
(Agilent, Némecko) s detektorem diodového pole (DAD) a hmotmiosispektrometrem
pracujici na principu jednoduchého kvadrupdlu (AgilG6130). Tok fidavné kapaliny
byl zaji¥ovan sokratickou pumpou pro kapalinovou chromatiigregilent G1310).

6.1.2. Chemikalie a vzorky
» D-laktat litny (Sigma)
» L-laktat litny (Sigma)
» octova kyselina (Sigma)
* hydroxid amonny (Fluka)
» deionizovana voda
» vankomycin chlorid (Sigma)
* methanol (Merck)
* amoniak (Fluka)
* hydroxid sodny (Sigma)
e kyselina dugina (Sigma)
» 3-trimethylsilylpropylmethakrylat (Sigma)
* ethanol (Sigma)
* akrylamid (Sigma)
* N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (Sigma)
» peroxodisiran draselny (Sigma)
» redlné vzorky piva a krevniho séra

VSechny pouzité chemikalie byly pastoty.
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6.1.3. Kovalentni pokryti kapilary
Pro chiralni separaci D,L-migé kyseliny vankomycinem je vyhodné pouZzit
pokrytou Kemennou kapilaru. S pomoci pokrytéeenné kapilary dojde k potkni
elektroosmotického toku a to umozni migraci vankoimy snérem ke katod (od
detektoru) a miéné kyseliny srrem k anod (k detektoru). Detekce se pak odehrava
v pracovnim elektrolytu bez ffpomnosti kationt vankomycinu. Polyakrylamidové
pokryti je vyuzivané hlavnpro separace pepfidproteini, ale i nizkomolekularnich
latek. Byla pipravena kapilara s polyakrylamidovym kovalentnpokrytim. Na
obrazku 12 jsou schématicky uvedené reakce prdbihgji kovalentnim pokryti
kapilary akrylamidem. Postup promyvani kapilaryrmaije rekolik kroka:
» kiemenna kapilara se promyje 3 hodiny roztokem 1 Inid&OH, poté 0,5
hodiny deionizovanou vodou a nakonec se promyjedsiy 1 mol/l HNQ
» dalSi postup zahrnuje silanizaci 1 % (v/v) roztokem
3-trimethylsilylpropylmethakrylatu v ethanolu poliio3 hodin
* promyti deionizovanou vodou 30 minut
» linearni polyakrylamidoveé pokryti silylované kapilése provede roztokem 4 %
(w/v) akrylamidu werst¥ prevaené a zchlazené deionizované &od
s pridavkem 0,1 % (w/v) peroxodisiranu draselnéhola%,(v/v) N,N,N",N"-
tetramethylendiaminu (TEMED) po dobu 12 hodin

e promyti deionizovanou vodou 30 minut

Obrazek 12: Chemické reakce probihajidii pzniku kovalentniho pokryti
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6.1.4. Experimentalni podminky

Separace D,L-mt@é kyseliny byla provasha s vyuZzitim pokryté lemenné
kapilary o celkové délce 81 cm a nitm priméru 50 um. Efektivni délka pro
hmotnostni spektrometr je stejna jako celkova déReo experiment byly pouZity
standardni roztoky D- a L- laktatu o koncentra®50mg/ml, 5 mM vankomycin chlorid
a pufr acetat amonny o koncentraci 50 mM a pH = £hiralni separace byla
uskuté&néna s vyuzitim metodyast&ného plgni kapilary pracovnim elektrolytem
s vankomycinem do 90 % celkové délky kapilary. Kidivani elektrolytu obsahuijici
vankomycin bylo vyuzito hydrodynamické davkovani rabar/1500 s. Za zénu pufru
s vankomycinem byl pak nadavkovan vzorek obsahupgL-mlécnou kyselinu
hydrodynamicky 50 mbar/5s. Separace kapilarni elétézou byla provaga gi
-20 kV. Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnastrspektrometrem bylo realizovano
elektrosprejem. lonizace analylektrosprejem byly provédy v negativnim méduip
hodnot sprejovaciho napi — 3,5 kV. Pomocna kapalina byla sloZzena z methavoda
50:50 (v/v) s pidavkem 0,13% (v/v) amoniaku.®ok pomocné kapaliny byl nastaven
na hodnotu 4u/min. Enantiomery kyseliny méé@é byly detekovany s vyuzitim SIM
modu, kde byly na kvadrupolu monitorovany pouzeyanpongrem m/z = 89 + 0,5.
Uvedena hodnota pafru m/z odpovida ioim [M-H] . Pred vlastni chiralni separaci
D,L-mlécné kyseliny byl prostudovan vliv experimentalnicdrgmetié. Pozornost byla
vénovana zejmeéna koncentraci vankomycin chloridatgku pfidavné kapaliny, teplst
dusiku a slozeni stinici kapaliny.

K separaci enantiomirkyseliny mi€né byla vyuzita technik&ast&ného
plnéni kapilary pracovnim elektrolytem obsahujicim vamiycin chlorid jako chiralni
selektor. Vankomycin neni dostéane tekavy, a proto je nutné zabranit jeho vstupu do
iontového zdroje, kde by mohl kontaminaci sniZzoedtivost detekce a dinnost
ionizace. Vyuziti kovalentn pokrytych kapilar a cast&éného plgni kapilary
elektrolytem obsahujicim vankomycin této kontaminaabraiuje. Vankomycin
v pracovnim elektrolytu je davkovan pouze do 90 e&tkavé délky kapilary. Po
nadavkovani vzorku obsahujici D,L-rat@u kyselinu za zonu pufru s vankomycinem a
vloZzenim negativniho sep&rdho nagti dochazi k protisgrné migraci enantiomér
kyseliny ml&né a vankomycinu (mé@a kyselina migruje jako anion grem ke katod

a tedy do iontového zdroje; vankomycin, ktery jeracovnim elektrolytu o pH 4,5
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kladre nabity migruje k anofl smérem od iontového zdroje). Schéma metody

¢asteného plrni je uvedeno na obrazku 13.

Casteéné plnéni 90 % celkové délky kapilary pracovnim elektrolytem obsahuijici vancomygh

chlorid
- Pracovni elektrolyt obsahuijici 3
vankomycin
-1

D,L-lactic acid

Elektrolyt bez
vankomycinu

0 ’Y
1

D,L-mlééna
kyselina

EOF =0

Obrazek 13 Schéma technik§ast&ného plni kapilary ve spojeni s CE-MS

Zavislost rozliseni D,L-laktatu na koncentraci vamycin chloridu je na
obrazku 14. Pro chiréalni separaci D,L-laktatu bgtodovano koncentéai rozmezi
vankomycin chloridu 2 — 10 mmotl Dostaténé rozliSeni pro chirdlni separaci
poskytuje roztok vankomycinu o koncentraci 5 mmiol$e zvysujici se koncentraci
VAN dochazi dale ke zvySovani rozliSeni, ale zafotaké k ¥tSimu rozmyvani zén

obou enantioméra poklesu &innosti piki.

12
10 P ad

[ee]
|

Rozliseni

i _
.

0 2 4 6 8 10 12

Koncentrace vankomycinu (mmol.l %)

Obrazek 14: Zavislost rozliSeni na koncentraci vankomycin cllo.
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Uginnost ionizace elektrosprejem Ize ovlivnit vhodnymitokem pomocné
kapaliny. Nastaveni vhodného tpsku pomocné kapaliny se musi optimalizovat,
porgvadz tim ovliwiujeme citlivost, meze detekce a stanoveni. Proraep®-, L-
mléné kyseliny bylo studovano rozmezitufwki od 2 do 10ul/min. Jak je patrné

z obrazku 15, nejvysSicinnost dosahuje ptok 4 pl/min, ktery byl pouZzit ve vSech

nésledujicich analyzach.

450000
400000 - r
350000

300000 1
250000 [ ] m L-laktat
200000 - O D-laktat

150000 - [ ]
100000 -

50000 -
0 .

2 4 6 8 10

odezva

pratok pl/min

Obrazek 15:Vliv pratoku pomocné kapaliny

Uginnost separace ieme ovlivnit také nastavenim vhodné teploty spago
kapilary. Bylo studovano rozmezi teplot od 150 @5 2C. Z obrazku 16 je patrné, Ze

teplota @i které dosahujeme nejvysstidnosti je 175 °C. B zvySovani teploty

dochazi k poklesudinnosti ionizace a tim se citlivost detekce sniZuje
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Obrazek 16:Vliv teploty dusiku na ionizaci

Vyznamnym parametrem oviivjicim citlivost techniky CE/ESI-MS je sloZeni
pomocné kapaliny. Tato kapalina jednak zajjé vodivé spojeni elektrickych okréih
kapilarni elektroforézy a hmotnostniho spektrometaiu jednak upravuje piok
zakladniho elektrolytu pro ionizaci elektrosprejeByly studovany iizné pondry
sloZeni pomocné kapaliny (obrazek 17). Pro sep&ati ml&né kyseliny se ukazalo
byt nejvhodgjsi sloZzenim methanol:voda 50:50 (v/v) s malyndavkem amoniaku

(0,13 %, v/v) z dvodu nejlepSi opakovatelnosti migrach¢asi a ploch pik.

900000
800000 { —+—, S
700000 _
< 600000 - :
N 200000 +— — O L-laktat
© 400000 - e
8 300000 || | O D-laktat
200000 -
100000 -
0
Q Q Qo Q Q
Iz Iz I < o8 Z Iz
QO Q< OIS D c X Q<
Q (OV) Q (?v') L © o ®© 8-) [0 ?\r)
89 &< 2 a° S o
st st S+ g+ st
N © s} 2 el

slozeni pomocné kapaliny

Obrazek 17: Vliv sloZzeni pomocné kapaliny
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Pro (tely stanoveni obsahu D- a L-laktatu byla vypracevialibrace (tabulka
7) a stanoveny dgkteré zékladni charakteristiky (tabulka 8). Z datybzhotoveny
kalibratni grafy pro D-a L- laktat (obrazek 18 a 19) zmelam zjiSéni kalibranich

rovnic. K tomuto vyhodnoceni byl pouzit program @&pert.

Tabulka 7: Kalibragni data pro D- a L- laktéat

plocha
¢ (mg/ml) L-laktat D-laktat
0,0005 77568,4 10527,1
0,001 121979,1 17085,3
0,0025 142557,9 47480,0
0,005 123462,1 69596,3
0,01 177721,2 139501,6
0,05 508738,3 582903,2
0,075 853015,9 898826,4
0,1 1153158,6 1167635,6
e Fealibradéni zavislost D-1alctat
=
=
I koncentrace mg/ml I
Obrazek 18 Kalibracni graf D-laktatu
w1 Kalhbraind zavislest L-laktat
,g P
-]

T T T T T T T T T 1
Bigd gl Bt GIE fatad BRGE BSE BOATE dadE dae BaEd

koncentrace mg/ml

Obrazek 19 Kalibratni graf L-laktatu
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Tabulka 8: Zakladni analytické parametry pro stanoveni D-Jéemé kyseliny

Rovnice kalibrani Limit detekce| Limit stanovitelnosti
piimky r (mg/l) (mg/l)
D-laktat| y=1440020,38x + 3449,22  0,9998 0,14 0,47
L-laktat | y = 1351265,91x + 18731,98  0,9948 0,16 0,53

Elektroferogram separace standardu D- a L-lakté@nkemycinem je na
obrazku 20.

T MSD0Z TIC, WS File (DT EQLAKLARKTLAROOO004 0y ES-AFI, Heg, SIM, Frag: 70, "60°

ﬂﬂﬂﬂﬂ : L-laktat
“““““ - D-laktat

40000 -
20000

20000 -

a4
T T T T T T T
2.5 5 75 10 125 15 175

Obrazek 20: Podminky separace:0,05 mg/ml D,L-laktat, U = -20 kV, sepérd pufr:

50 mM acetat amonny pH = 4,5 gigavkem 5 mM VAN (davkovani pufru s
vankomycin chloridem do 90 % celkové délky kapild&® mbar/1500s

MS detekce negativni ESI ionizace — 3,5 kV, T = 175 °C, tlaklZujiciho plynu je 10
psig, patok zmlzujiciho plynu je 13 I/min, pomocna kapaliB@:50 methanol:voda
(v/v) s gidavkem 0,13 % amoniaku, ok 4 pl/min.
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6.1.4.1. Analyza realnych vzork

Cilem aplikace vyvinuté metody chiraini separded.-mlécné kyseliny
s pomoci CE-ESI-MS byla demonstrace jeji aplikovatsti na redlné vzorky. Byly
vybrany dva typy realnych vzaik

Jako prvni typ vzork byly analyzovany piva zi&y Pilsner urquel, Kozel,
Radegast, Branik, Gambrinus, Zlatopramen a Stammga iznou stupovitosti.

Stupiovitost udava koncentraci rozp#&sych latek ze sladu v ukené mladig
pied zakvaSenim. Udava kolik bylofi pvareni mladiny pouZito sladu a kolik
zkvasetilného extraktu uiena mladina obsahuje.

Pivo obsahuje rozpusty CO,, ktery se musiied samotnou CE-MS analyzou
odstranit. Dale je nutné vzorekdfiltrovat, tak aby nedochazelo k ucpani kapilary.
Postup pipravy vzorku piva Ize shrnout do nasledujicichkkro

» vzorek byl umisin po dobu 15 minut na ultrazvuk
* poté bylo pefiltrovano 500ul vzorku pges mikrofiltr (0,45um NYLON) do
vialky

» vialka se vzorkem byla uméta po dobu 5 minut na ultrazvuk

DalSim typem vzorku u nichz byla provedena sepaaastanoveni D,L-mi@eé
kyseliny bylo krevni sérum. Krevni sérum je mozmélovat z plné nesrazlivé krve po
centrifugaci. Vzhledem ktomu, Ze krevni sérum bbga celou fadu latek
vysokomolekularni povahy (proteiny apod.) je nupmévést Gpravu vzorku krevniho
séra (deproteinaci)ied vlastnim nadavkovanim do kapilary. Postépravy vzorku
krevniho séra lze shrnout do nasledujicich &rok

» vzorek plné nesrazlivé krve byl centrifugovan pooad0 minut pi 5 000 ot/min

e 200 ul krevniho séra bylo po centrifugaci odpipétowy do mikrozkumavky a
piidano 200 pl acetonitrilu jako deprotetného cinidla, snmeés séra a acetonitrilu
byla dana na 10 minut do ultrazvuku a poté zcergavana 10 minutip10 000
ot/min

* horni acetonitrilova vrstva byla odpipetovana ddsSidamikrozkumavky a
acetonitrilovy extrakt byl odgan do sucha pomoci mirného proudu dusiku p
laboratorni teplat

» odparek byl rekonstituovan v 200 ul deinizovanéywadiavkovan do kapilary
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7. Vysledky a diskuze

Koncentrace mlié kyseliny je v mnoha zejména potravinovych vadrci
ponerné vysoka. Uvedenou metodu separace D-,L-cmdekyseliny Ize tedy pouZit pro
analyzu realnych vzotk Jako modelové realné vzorky byly zvoleny vzorkyap které
by mely podle odborné literatury obsahovat stejné mnozBt- a L- laktatu a to
priblizné 50 mg/l.

V tabulce 9 jsou uvedeny vysledky analyz piva. Kaadalyza piva byla provedena 5x.

Tabulka 9: Analyzy vzorki piva

Vzorky (n=5) D-laktat (mg/l)| RSD (%) L-laktat (mg/l) | RSD (%
pilsner urquel 12° 10,79 2,07 6,91 4,07
kozel 10° 13,65 8,4 1,86 7,71
zlatopramen 11° 39,67 0,96 42,57 1,49
staropramen 12° 28,1 17,27 6,27 12,26
radegast 12° 11,82 0,53 1,92 5,55
radegast 10° 8,81 19,92 7,2 2,28
gambrinus 10° 6,27 1,32 < LOD*

kozelcerny 12,9 11,44 9,91 5,16
staropramen 10° 7,24 3,68 22,8 2,98

* L-laktat ve vzorku piva Gambrinus 10° nebyl elatvan

V tabulce 9 jsou uvedeny vysledky chiralni separB- a L- laktatu u vzortk
piv s pouzitim vankomycinu jako chiralniho selektodak je patrné z tabulky 9, tak
mnozstvi D-laktatu ve vzorcich pivagvaZzuje nad mnoZzstvim L-laktatu. Toto zvySeni
D-laktatu v piw je zpisobeno bakterialni kontaminadi pyrob¢ piva.

Pivo se vyrabi tzv. kvasnym procesem, je to soutikrobialnich pochodl, pri
kterych probiha kvaSeni neboli fermentace, tj. eol@a@ (bez pistupu vzduchu)
odbourani cukr ( sacharid glukozy, maltézy a maltotriézy) za vzniku oxiduligitého

a ethanolu. Obecné schéma mikrobialniho procesunagph
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» piipravu média

* piipravu zakvasu

» vlastni fermentaci (mikrobiologicky pochodist buiek a tvorba produls)
o oddileni burgk a jejich gipadné zpracovani

* izolaci produki

Fermentani proces nemusi mit vSechny uvedené operace, Zer@@fch volba
zavisi na pouzité surowin ze které se fjpravuje fermenténi medium, pokud je
produktem napoj jako pivo, je nutné @tid kvasinky od kvasu, jinak dochazi
k mikrobiélni kontaminaci surovin pouZzivanych préippavu fermenténich meédii
a zn&n¢ to ovliviuje cely proces fermentace. Ktomu, abychom zalrdéio
kontaminaci, se pouZivajiuzné operace, které vedou k redukci¢tpo t€chto
nezadoucich latek, jako tepelna sterilace neboepast. Slozky, které jsou citlivé na
pusobeni vysoké teploty se destruuji aschto gikladech se misto tepelné sterilace
vyuZiva filtrace nap s pouzitim specialnich fili".

Pivovarské kvasinky neboli kvasnice na obrazkusd®l jvedlejSim produktem,
ktery se ziskavaipvyrobé piva. Jsou to jednobgéné, kulovité organismy, které maji
schopnost feménovat zkvasitelné cukry na alkohol a oxid ¢hfi. Kromé téchto
hlavnich produkt metabolismu vytvi&ji | fadu vedlejSich metabaiitjako jsou estery,
vysSi alkoholy a kyseliny, které se vyznamnogreu podileji na utvi@ni senzorickych
vlastnosti piva. K vyrob piva se pouZzivaji kvasinky spodniho kvasSesadharomyces
cerevisiae subsp. uvarum carlsbergepditeré jsou po praihnuti kvaseni vynaSeny na
povrch fermenténi kapaliny a tvéi na ni hustou gnu a kvasinky svrchniho kvaseni
(Sacharomyces cerevisiae subsp. cereviskteré se v kormé fazi shlukuji ve vieky

a sedimentuji na drkvasné nadot5¥.
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Obréazek 21: pivovarské kvasinkypacharomyces cerevisiae

Separace D- a L- laktatu ve vzorcich piva jsou lm@zku 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29
a 30. Podminky jsou stejné jakou jsou uvedené ézidor20.

MS02 TIC, NS F (DCWITEKLAKLAKDOOZ36.0)  ES-API, Neg,SIM, FRg: 60,7590

]

D-laktat

13000 -

1d.40

16000
14000
12000
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10000 -

9.151

8000

6000

4000 4

2000

Obrazek 22:separace D- a L-laktatu u vzorku piva &naPilsner urquel 12°
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MS02 TIC, NS Fle (DWITEKLAKMESLAKIOO2G1.0)  ES-API, Neg,S1IM, Frag a0, "85
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. L-laktat

7900
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= L W

Obrazek 23:separace D- a L-laktatu u vzorku piva &naKozel 10°

MSO2 TIC, NS Fle (DWITEKLAKMESS\LAKIDO2G6.0)  ES-API, Neg, 51N, Frag: 60,7897
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Obrazek 24:separace D- a L-laktatu u vzorku piva &aZlatopramen 11°
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MSDZ TIC, MS Fe (DAWITEKLAKLAMOOO25E.0  ES-API, Neg, SIM, Fag: 60,789
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Obrazek 25: separace D- a L-laktatu u vzorku piva &@naStaropramen 12°

MZD2 TIC, MS FE ([DWITEKLAKILAKODOZG1.00  ES-API, Neg,SIM, Fag: &0, 890
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. | -laktat

13004

5000
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Obrazek 26: separace D- a L-laktatu u vzorku piva &naRadegast 12°
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MSO2 TIC, NS Fle (DWITEKLAKMESLAKIDO2G9.0)  ES-API, Neg, 51N, Frag: 60,7897
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Obrazek 27:separace D- a L-laktatu u vzorku piva #naRadegast 10°

MSD2 TIC, NS Fle (DWITEKLAKLAKDOO2G6.0; ES-API, Neg,SIM, Fag: 60,789
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Obrazek 28: separace D- a L-laktatu u vzorku piva @naGambrinus 10°
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MS02TIC, NS FE (DCWITEKLAKLAKDIOZI0.0)  ESAPI, Neg,SIM, FRg: 60,7550
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Obrazek 29: separace D- a L-laktatu u vzorku piva &@naKozel cerny

MSD2 TIC, NS Fle (DWITEKLAKLAKDOOZT 1.0) ES-API, Neg,SIM, Fag: 60,789
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Obrazek 30: separace D- a L-laktatu u vzorku piva &aStaropramen 10°
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Elektroferogram separace D,L-ral& kyseliny ve vzorku krevniho séra po deproteinaci

je uveden na obrazku 31.
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2 4 6 '8 '10 '12 14 [min]
Obrazek 31 Elektroferogram separace D,L-laktatu v krevnimuge deproteinaci

Koncentrace L-laktatu v séru byla stanovena 1,27, ikdmcentrace D-laktatu
byla 11,40um. Normalni povolené obsahy kyseliny #é u zdravéhalovéka jsou
priblizné od 0,6 do 2,4 mmol/l. Hodnoty, které jsou r@emy u vzorku krevniho séra
jsou v tomto rozmezi a nigkraiuje maximalni povolené mnozstvi u zdravéhavéka.
Muze ale dojit k vychylkdmegthto hodnot. ZvySenou hladinu v krvitgobuje zvySeni
kyseliny ml&né ve tkanich, kde probiha glykolyza befispupu kysliku, nebo ip
nedostaténém odstraovani laktatu z organismu. ZvySené hodnoty kysetmgné se
objevuji u velkého p#iu systémovych onemoémi, metabolickych onemoéni,
infekci, vrozenych chorobi po podani skterych I€iv. Dochazi k laktatove acidoze.
Diagn6za laktatové acidozy je potvrzena sniZzenigvikiho pH pod 7,2 a zvySenim
laktatu nad 5 mmol. Liba laktatové acidézy ma i v stasnosti neuspokojivé vysledky,
mortalita je vysoka a vSechny tyto stavyipaia jednotku intenzivni @é. Divodem
vysoké mortality je ®tSinou velmi zavazna primarni porucha a @ Sse na
neusgchu l&by podili i fakt, Ze specificka ¢éa laktatové acidézy neexistuje. Ke
zvySeni laktatu dochazi i ve svalech po n&wh@m cvéeni. Svalm nestai kyslik i
tak veliké z&tzi, a proto anaerobni glykolyzou vznika laktat arhadi se. Proto také

svaly @i namaze boff®*
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8. Souhrn

Teoreticka ¢ast

* byla popsana kyselina ndlga, jak z hlediska obecnych vlastnosti, optické
aktivity, ml&ného kvaSeni, tak i z hlediska biologickéhdisgbeni na
organismus

* byly popsany teoretické zaklady sepamiametody kapilarni elektroforézy
a detekni techniky hmotnostni spektrometrie a také jeggojeni, které je
realizovano iontovym zdrojem typu elektrosprej

* byly popsany chiralni separace enantiairgrseliny ml€né metodou CE-ESI-
MS

* byl sepsan fehled nejastjSich metod zabyvajicich se stanovenim kyseliny

mlé&iné jak s chirdlni tak i bez chiralni separace

Experimentalni ¢ast

* byla provedena optimalizace systému CE-ESI-MS phiralni separaci
standard D- a L-ml&né kyseliny (pozornost byla émovana zejména
koncentraci vankomycin chloridu, jgoku pfidavné kapaliny, teplétdusiku
pii ionizaci a slozeni stinici kapaliny)

* byly provedeny stanoveni D,L-ndiéé kyseliny ve vzorciclteskych piv a
vzorka krevniho séra po deproteinaci

* pomoci statistického programu QC Expert byly vyhmwmbny zakladni

parametry pro stanoveni obsahu D- a L-damékyseliny v realnych vzorcich
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9. Zawr

Kapilarni elektroforéza je analytickd separametoda, ktera se pouziva pro
separaci enantiomemiznych analyi mimo jiné i pro separaci enantiomekyseliny
mléné. Metody kapilarni elektroforézy naSly v oblashiralnich separaci vyznamné
uplatreni. Dikazem je mnoho vyhod této metody jako je inamiverzalnost, vysoka
acinnost, vysoka rychlost a nizka sfedia cinidel a vzorki, tak i bohaty vybr
chiralnich selektdr. DalSi vyhodou kapilarni elektroforézy je také tdpsiost vhodné
detekini techniky od BZzné UV-vis spektrofotometrie az po hmotnostni detek

Pro chiralni separaci enantiomed- a L-ml&né kyseliny byly prostudovany
experimentalni podminky metody CE-ESI-MS. Pozornbgla wnovdna zejména
zavislosti rozliSeni na koncentraci vankomycin cidle, vlivu pritoku pomocné
kapaliny, vlivu teploty dusiku na ionizaci a vlivslozeni pomocné kapaliny. Byla
provedena separace enantioinstandard D- a L-ml&né kyseliny a nasledna chiralni
separace realnych vzdrkJako modelové realné vzorky byly pouzity vzorgskych
piv a krevniho séra.

Srovnanim prezentovanych vyslédébsahu jednotlivych enantiontiemlé&né
kyseliny s vysledky v odborné literdtuje vict, Ze metoda CE-ESI-MS je vhodna pro
separaci enantiomiemlé&né kyseliny. Pro dalsi éveni, zda je tato metoda vyuzitelna
pro realné analyzy obsahu enantioindwyseliny ml&né v pi, je nutné provést
srovnani s jinou analytickou metodou. Ze statigtiukzpracovani vysledke patrné, ze
ve vzorcich pevazuje mnozstvi D-laktatu nad L-laktatem. Zvy3edaktatu v pig je
zpisobeno bakterialni kontaminadi pyroke piva. Kron€ vzorka piv byla provedena i
analyza D,L-laktatu v krevnim séru, aby byla deni@mvsina i aplikovatelnost metody

na biologické vzorky.
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Seznam zkratek

ADP
ATP
a-CD
B-CD

CE

CD

CS
CM-B-CD
DM-B-CD
D-LDH
ESI

EOF

FIA
v-CD

GC
HP$-CD
HCI
HPLC
HPO
L-LDH
LC

LOX

LIF

LOD
LOQ

MS
NaHPO,

adenosindifosfat
adenosintrifosfat
a-cyklodextrin
B-cyklodextrin

kapilarni elektroforéza
cyklodextrin

chiralni selektor
karboxymethyB-cyklodextrin
dimethyl$-cyklodextrin
D-laktatdehydrogenasa
elektrospre]
elektroosmoticky tok
pratokova injekni analyza
v-cyklodextrin

plynova chromatografie
hydroxypropylp-cyklodextrin
kyselina chlorovodikova
vysokodinna kapalinova chromatografie
Kenova peroxidasa
L-laktatdehydrogenasa
kapalinova chromatografie
laktatoxidasa

laserem indukovana fluorescence
mez detekce

mez stanovitelnosti
hmotnostni spektrometrie

hydrogenfosforgnan sodny
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NaH,POy,
NAD"
NBD-PZ
P9
QA-B-CD
S$-CD
SBE$-CD
TM-B-CD
Tris
TTAB
TMA
UV-vis
VAN

dihydrogenfosforénan sodny
nikotinamidadenindinukleotid
4-nitro-7-piperazino-2,1,3-benzoxadiazol
piktogram

kvartérni amoniov{-cyklodextrin
sulfatovanyB-cyklodextrin
sulfobuthylethef-cyklodextrin
trimethyl$-cyklodextrin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
tetradecyltrimethylamoniumbromid
1,3,4-benzentrikarboxylova kyselina
ultrafialové a viditelné zZéni

vankomycin
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