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v drogistickych ptipravcich, jako pfimés zabrafujici nezddoucimu
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ale take pro vzorky panc¢ovaného alkoholu. Vhodnou metodou pro
toto stanoveni muze pravé kapilarni elektroforéza ve spojeni s
ruznymi typy detektort.

Kapilarni elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, Bitrex,
denatonium benzoét

61

0

Cesky



Bibliographical identification:

Autor's name:
Title:

Type of thesis:
Department:

Supervisor:

The year of presentation:

Abstract:

Keywords:

Numbers of pages:
Numbers of appendices:

Language:

Petr Langer
Determination of Bitrex by capillary electrophoresis

with UV-VIS detection and tandem mass spectrometry

Diploma thesis

Department of analytical chemistry

Doc. RNDr. Vitézslav Maier, Ph.D.

2015

Bitrex, which is white crystalline substance made from 1958,
has one very specific attribute. Its strong bitterness is used in
drugstore products as an additive that helps to stop children and
pets from eating them. Bitterness of Bitrex is also used for
denaturation of alcohol which is meant to be used only for
technical purposes. However Bitrex can be removed from
alcohol by the use of oxidation agents. This procedure was used
for illegal production of adulterated alcohol. Because of this it is
important to have quick and effective method for analyze not
only drugstore products but also for samples of adulterated
alcohol. Appropriate method for this analysis can be capillary
electrophoresis with different types of detectors.

Capillary electrophoresis, mass spectrometry, Bitrex,
denatonium benzoate

61

0

Czech



Prohlasuji, Ze jsem tuto praci vypracoval samostatné. Veskeré literarni prameny a informace,
které jsem v praci vyuZzil, jsou v seznamu pouZité literatury.
Souhlasim s tim, ze prace je prezencné zptistupnéna v knihovné Katedry analytické

chemie, Pfirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomoucidne ........cccoeveeee...

vlastnoru¢ni podpis



Podékovani

Chtél bych predevs§im podekovat doc. RNDr. Vitézslavu Maierovi, Ph.D. za vedeni
mé diplomové prace, za jeho trpélivost, rady a informace pii sepisovani teoreticke i
experimentalni Casti.

Také bych rad podékoval mé roding, pritelkyni, pratelim a spolubydlicim, ktefi mé

neustale podporovali pii studiu i psani.

Petr Langer



Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva studiem stanoveni Bitrexu kapilarni elektroforézou se

zapojenim s DAD detektorem a také hmotnostnim spektrometrem.

V teoretické Casti jsou uvedeny a popsany nejpouzivanéjsi elektromigracni techniky,
véetné samotné kapilarni elektroforézy, jeji historie i teorie. Teoreticka ¢ast dale obsahuje
popis hmotnostniho spektrometru, jeho propojeni s technikou kapilarni elektroforézy, zvlasté

pak samotny iontovy zdroj.

Prakticka ¢ast se vénuje optimalizaci podminek pro samotné méteni, vyvoj a vytvoreni
castecné validace metody pro stanoveni Bitrexu ve vzorcich komeréné dostupnych piipravkil
a také ve vzorcich pancovaného alkoholu. Cilem bylo vytvofit vhodnou a rychlou metodu

pro stanoveni latky Bitrex kapilarni elektroforézou.



Summary

This thesis deals with study of determination of Bitrex by capillary electrophoresis with

combination of DAD detector and mass spectrometer.

Most used electromigration techniques as well as capillary electrophoresis with its history
and theory are described in theoretical part. This part also contains description of mass
spectrometer, its combination with technique of capillary electrophoresis and finally ion

Source.

Practical part deals with optimization of conditions for measurement and with
development and creation of partial validation of method for determination of Bitrex in
samples of commercially available drugstore products and in samples of adulterated alcohol.
The goal of this thesis was to create appropriate and quick method for determination of Bitrex

by capillary electrophoresis.
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1 Uvod

Kdyz v roce 1958, pii rutinni praci na lokélnich anestetikach, laboratorni pracovnici
poprvé pripravili latku denatonium benzoat, urcité nevédeli, jakého uspéchu tim dosahli.
Ptipravena latka, pozdéji pojmenovana Bitrex, byla neuvéfitelné hotka a proto se rozhodlo, ze

bude slouzit jako denaturant alkoholu misto do té doby pouzivaného a jedovatého brucinu.

| dnes po padesati letech stale pouzivame Bitrex jako denaturant alkoholu, ktery ma
zabranit pfipadnému nechténému poziti nebo odradit od dalsi konzumace. AvSak po nedadvné
Methanolové aféie, ktery zasahla Ceskou republiku na podzim roku 2012, vyslo na povrch, Ze
nelegélni vyrobci alkoholickych ndpoji pouzivaji i alkohol denaturovany pravé Bitrexem.
K odstranéni Bitrexu z alkoholu jim pak staci oxidacni ¢inidlo, kde v mnoha ptipadech bylo
pouzito Savo. Takto pfipraveny alkohol pak dale fedili, ochucovali a distribuovali
do obchodu. I proto je nutné mit ur¢itou analytickou techniku, kterd by rychle, ale uc¢inné

tento pancovany alkohol odhalila.

Dalsim odvétvim, které vyuziva onu hotkost Bitrexu je vyroba drogistického zbozi.
Détské Sampony, CistiCe skel, rozmrazovace €1 nastrahy na hlodavce. Tyto pfipravky jsou
mnohdy barveny do pastelovych barev a tim mohou byt velmi ldkavé pro malé déti nebo
domaci mazlicky. Pokud vSak vyrobce pfida do svého produktu Bitrex, miize tim ochranit

mnohé Zivoty.

Pokud bychom chtéli mit metodu schopnou detekce Bitrexu v nizkych koncentracich,
muzeme vyuzit metody kapilarni nebo plynové chromatografie. Neméli bychom ale
zapominat 1 na elektromigra¢ni metody. Bitrex tvoti kvartérni amoniovy kationt, ktery by mél
byt vyhodny pro metody separujici nabité Castice. Propojeni takové metody s hmotnostnim

spektrometrem mtiZze nabidnout vysokou citlivost i rychlost samotné analyzy.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kapilarni elektroforéza (CE)

Elektroforézou dnes rozumime separa¢ni metodu, pii které dochazi k separaci nabitych
Castic (iontd) diky jejich odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Pokud

separace probiha v kapilafe, mluvime o kapilarni elektroforéze. [1]

2.1.1 Historie

Elektroforéza byla poprvé popsana jako separa¢ni technika Tiseliem v roce 1937, ktery
umistil smés proteintt krevniho séra do trubice naplnéné roztokem pufru a na vzorek nechal
pusobit elektrické pole. Zjistil, ze ionty se pohybuji v zavislosti na jejich mobilité a naboji.
Za tento objev byl Tiselius ocenén v roce 1948 Nobelovou cenou. Protoze separac¢ni Gi¢innost
takovéto metody je limitovana vodivosti a tepelnou difuzi, probiha tradi¢ni elektroforéza
vV nevodnych médiich. Tim miZou byt agarosové gely nebo polyakrylamidové gely umisténé
do kapilary nebo na desce. V piipadé deskového formatu gelu, ktery je dnes nejbéznéjsi, je
elektroforéza vyrazné pomalejSi, méné efektivni, t€Z8i pro detekci 1 automatizaci celého
procesu. Toto plosné usporadani také nedovoluje separovat nizkomolekularni latky, avSak
pro separaci vysokomolekularnich latek maji nezastupitelnou roli. Prvni prace s kapilarni
elektroforézou se datuje do roku 1967, kdy Hjertén pouzil kapilaru s primérem I1mm,
se kterou otacel podél podélné osy, aby minimalizoval u¢inky proudéni. Pozdé€ji Virtanen
a také Mekkers a Everaerts provedli elektroforézu v kapilafe s vnitinim primérem ptiblizné
200pm vyrobené ze skla, respektive teflonu. Po roce 1980 se zacinaji pouZzivat také kapilary

z taveného kiemene i s vnitfnim prufezem méné nez 75um. [2-3]

2.1.2 Zakladni instrumentace

Jednou z velkych vyhod kapilarni elektroforézy je jeji instrumentélni jednoduchost.
Na schematickém obrazku 1. jsou oba konce kiemenné kapilary umistény do rezervoaru
s pufrem. Do nadobek s pufrem jsou navic zavedeny elektrody (zpravidla platinove), které
zajistuji generovani elektrického pole v kapilate.
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Obr. 1: Schéma kapilarni elektroforézy

Vzorek se davkuje do kapilary vyménou jednoho rezervoaru s pufrem za nadobku
se vzorkem. Nejcastéjsi je davkovani elektrokinetické, kdy se na nékolik sekund pfipoji
na elektrody davkovaci napéti v fadu kilovolti. Béhem této doby se do kapilary nasaje malé

mnozstvi vzorku (jednotky az desitky nl). Nadavkovany vzorek je pak obohacen o kationty.

Druhym typem davkovani je davkovani hydrodynamické. Kapilara se ponoii do vzorku
a tlakem plynu se po uzavieni vzorkovaci nadoby natla¢i nékolik nl do kapilary. Potiebného
ptetlaku 1ze dosahnout 1 zvednutim nadobky se vzorkem nad vystupni nadobku. Pfi tomto

plnéni se sloZeni vzorku neméni.

Po nadavkovani vzorku a opétovné vymeéné nadobky se vzorkem za rezervoar pufru miize
zaCit samotna separace. NejCastéji pouzivanym detektorem pro kapildrni elektroforézu je

Vv soucasnosti detektor opticky, ktery mize zaznamenat analyty piimo pies sténu kapilary.

2.1.3 Detekce

Techniky pouzivané pro detekci v kapilarni elektroforéze jsou velmi podobné jako
pro HPLC techniky. Metody je mozné rozdglit na on-column, kdy je latka detekovana piimo

Vv kapilafe a na off-column, kdy je detektor az na konci kapilary.
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2.1.3.1 UV-VIS detektor

Vibec nejéastéji pouzivanym detektorem pro kapilarni elektroforézu je UV-VIS detektor
pracujici v rozpéti 190 az 800 nm. Je vybaven miizkou nebo diodovym polem (DAD). Tyto

detektory méii absorbanci (A) podle Lambert-Beerova zékona:

A=c¢ecd @
podle kterého je absorbance piimo zavislda na molarnim absorpénim koeficientu (&),
koncentraci latky (c) a také na délce absorpéni vrstvy (d), kterd je v piipad¢ klasické kapilarni
elektroforézy rovna vnitinimu priafezu kapilary. Klasické kapilary z taveného kiemene maji
vnitini pramér 25-75 pm, diky tomu je naméfena velmi nizka absorbance. Zpusobu jak délku
absorp¢ni vrstvy prodlouZit existuje dnes jiz mnoho. Naptiklad ohnuti kapilary do tvaru ,,Z*

[4], pouziti ploché kapilary [5], vyuziti multireflexe [6] nebo vyuziti vypouklé kapilary
do tvaru bubliny [7].

kapildra A

- %
smér svétla
smér svétla

\ D kapildra s bublinou
reflexni vrstva N 1\ A
- smér svétla
smér

Obr. 2: Ruzné zpusoby prodlouzeni délky absorpéni vrstvy: A ,,Z* kapilara, B plocha
kapilara, C kapilara s reflexni vrstvou, D kapiléara s bublinou
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Vsechny tyto zplisoby sice mnohondsobné vylepsi a zvySi absorbanci, ale na druhou
stranu je jejich pofizovaci cena piili§ vysoka. Navic z davodu pouziti borosilikatového skla

jsou pro nékteré experimenty nevhodné.

2.1.3.2 Fluorescenéni detektor

Fluorescenéni detektor dosahuje vyssi citlivosti nez UV-VIS detektory, jeho linearita je
viak velmi nizkéa a pouze ve velmi nizkych koncentracich (107 - 10”° mol/l). Tyto detektory
jsou zalozeny na principu fluorescence a metfeni sekundarniho zafeni po absorpci primarniho
elektromagnetického zafeni. Konstrukce je velmi podobna jako u UV-VIS stim rozdilem,
ze fotonasobi¢ je umistén kolmo ke zdroji excita¢niho zafeni. Jako zdroj se pouzivaji rtutové

vybojky, v novéjsich ptistrojich pak lasery, které maji vétsi intenzitu.

Pti méfeni UV-VIS i fluorescencnim detektorem je mozné pouzit také nepfimou metodu.
Ta byla vyvinuta pro latky, které dostate¢né neabsorbuji svétlo (nefluoreskuji) [8]. Do pufru
pouzitého pro elektroforézu se vtom piipadé piida urcité mnozstvi svétlopohlcujiciho
absorbujiciho iontu. Kdyz neabsorbujici (nefluoreskujici) latka migruje detektorem,
zaznamename pokles absorbance a negativni pik na elektroferogramu. Nepiima metoda

méfeni je univerzalni a pouzitelna pro vSechny ionty.

2.1.3.3 Elektrochemicka detekce

Hlavnimi dvéma metodami elektrochemické detekce jsou amperometricka detekce
a méfeni konduktivity. V pfipadé¢ amperometrické detekce méfime proud vyvolany
prichodem redukované nebo oxidované latky. Mérné elektrody jsou vyrabéné ze skelné¢ho
uhliku, grafitovych vlaken, zlata, platiny nebo jinych kovii. Jejich povrch podléha oxidaci
a proto je nutné je Cistit mechanicky nebo oto¢enim polarity elektrodového systému.

Nejcasteji se méti v tiielektrodovém systému.

Detektory pro méfeni konduktivity méfi zménu elektrické vodivosti roztoku, kterou

zpusobuji ionty prochazejici mezi dvéma elektrodami se sttidavym napétim.
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2.1.4 Teorie elektroforézy

Separace V elektroforéze je zalozena na rozdilech rychlosti pohybu latek v elektrickém

poli. Tato rychlost je dana nasledujicim vztahem:

V=pE (2
podle kterého je rychlost (v) podminéna pravé elektroforetickou mobilitou () a intenzitou
elektrického pole (E). Elektroforetickd mobilita je pro dany iont v daném médiu a teploty
konstantni a charakterizuje tak tento iont. Jeji hodnota je tabelovana, avSak tyto hodnoty byly
naméfeny v roztocich s jednotkovym stupném ionizace (a;), tedy kdy jsou vSechny rozpusténé
latky v nabitém stavu a nasledné jsou piepocéteny pro nekoneéné ziedéni. Experimentalné
naméiend mobilita (efektivni) se od teoretické 1isi, jelikoZ je vysoce zavisla naptiklad na pH

a teplote:

Hefr = ile 3
a je stanovena silou elektrického pole (Fg), ptisobici na ionty o naboji q.

Fz = qE 4
Proti této sile pusobi tieci sila, ktera je pfimosmérna poloméru (r) a rychlosti ¢astic (v). Tento

vztah popisuje Stokestiiv zakon, ve kterém je zahrnuta i viskozita rozpoustédla (7).

Fr = —6mnrv (5)
Pii ustaleni se v soustavé obé sily vyrovnaji, a dochazi ke vzniku rovnovahy mezi obéma

silami:

qE = —6mrv (6)

Pro vypocet elektroforetické mobility 1ze pak pouzit rovnici:

__ 4 ()
He 6mnrv

ze které plyne, Ze mensi ionty s vétsSim nabojem maji mobilitu vétsi, nez mensi, mén¢ nabité

ionty.

2.1.5 Elektroosmoticky tok

V kapilarni elektroforéze se v kapilaie kromé rozpusténych latek pohybuje pod vlivem
pusobeni elektrického pole i samotny pufr. Tento jev se nazyva elektroosmoticky tok (EOF).
14



Za normalnich podminek je smér elektroosmotického toku od kladné k zaporné nabité

elektrod€, coz znamena, ze skrz kapilaru a detektor proudi i samotny pufr.

Nabité molekuly jsou separovany na zakladé rozdilnych elektroforetickych mobilit a maji
tendenci migrovat k elektrodé nabité opacné€, neZ je jeji naboj. Zaporné nabité molekuly by
mély migrovat ke kladné nabité elektrodé. Sila EOF je vSak obvykle mnohem vétsi nez
samotné mobility jednotlivych ionti a proto jsou unaseny smérem k detektoru. EOF je tak
silny, ze dokaze odnést k negativni elektrodé¢ smérem do detektoru i malé, trojnasobné nabité
ionty [9]. Naopak kladné nabité ionty, které jsou pritahovany katodou, jsou silou EOF jesté
urychlovany. RozpusSténé latky, které nemaji Zadny naboj a tudiZz ani Zadnou mobilitu,
se pohybuji v kapilafe stejnou rychlosti jako samotny EOF. To znamena, Ze latky prochazeji
kapilarou v poradi kationy, neutralni latky, aniony. (Obr. 3) Nabité molekuly se navic rozdéli
diky svym rozdilnym elektroforetickym mobilitam. Neutralni latky zGstavaji nerozdé€leny,

ale jsou oddéleny od nabitych latek. (Obr. 4)

Hleo (-) 5 ) s =
>

Obr. 3: Zastoupeni neutralnich (N), kladné (+) a zaporné (-) nabitych ¢astic v kapilafe
vlivem EOF a elektroforetickych mobilit

15



viechny neutralni latky

kationty anionty

malé
wvysoce nabite Eastice

malé vysoce || ‘ |

nabité &astice

Obr. 4: Schematické znazornéni elektroferogramu s ptisobenim EOF a elektroforetickych
mobilit

Elektroosmoticky tok vznikd vlivem pufra s pH vétSim nez 2, pii kterém ionizuji
silanolové skupiny (Si-OH) na sténach kiemennych kapilar. Negativné nabité silanolové
skupiny (Si-O") pfitahuji kladné nabité ionty z pufru a vytvareji tak vnitini, kladn¢ nabitou
vrstvu kapilary. Tyto kationty tvofi fixni nepohyblivou (Sternovu) vrstvu, se kterou mohou
reagovat negativné nabité ionty. Anionty jsou jen zpomaleny, ne vSak Upln€ poutany. Vytvari

proto mobilni vrstvu. Tyto dvé vrstvy spolecné tvoii difuzni dvojvrstvu.

Elektroosmoticky tok ma v porovnani s laminarnim tokem v HPLC relativné uzky profil.
Diky tfeni je pratok kapaliny pfi sténé kapilary pomalejsi, nez ve zbytku kapilary.Toto téeni je
vSak zanedbatelné, protoze oblast v blizkosti stény je pomémé mala. Vyhoda plochého
prutokového profilu je, Ze na vSechny molekuly rozpusténé latky piisobi stejna slozka
rychlosti  zpusobena EOF bez ohledu na jejich polohu v profilu kapilary

a vychdzeji tak jako Uzké pésy odpovidajici Uzkym piktim s vysokou U¢innosti.

Rychlost EOF je mozné zménou rtiznych parametrti zménit. Napiiklad zvySenim intenzity
elektrického pole je zvysen EOF, tim padem je zkrécena doba analyzy [10]. ZvySenim pH,
stejné tak jako zvySenim teploty, lze zvysit disociaci silanolovych skupin a tim zrychlit

elektroosmoticky tok. Hlavni vyhodou EOF je separace vSech nabitych latek ve vzorku, jak
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kladnych tak zapornych, v jediném experimentu. V nékterych piipadech je vsak tfeba EOF
Caste¢né potlacit nebo uplné zastavit. Pfili§ rychly EOF mize urychlit prichod vzorku do
takové miry, Ze neprobéhne dostateéna separace jednotlivych iontd. Pro jiné ptipady je mozné

smér EOF tuplné obratit a to pfidanim napiiklad kvartérniho aminu do pufru.

2.2 Parametry elektroforetické separace

Mezi parametry elektroforetické separace pocitime migrac¢ni ¢as, ucinnost, selektivitu
a rozliSeni. Kazdy z téchto parametri je ovliviiovan jednim nebo vice faktory a samotnym

nastavenim experimentu.

2.2.1 Migracni ¢as
Migraéni Cas (tn) je doba, kterou iont potfebuje pro migraci efektivni délkou kapilary (I)

a je dan pomérem této délky a rychlosti iontu.

[ L (8)

v tyU

tm
Pro migracni Cas je také dulezita celkova délka kapilary (L), stejné tak jako vlozené napéti
(U), které se vétsinou pohybuje v rozpéti 0 — 30 kV. Jak je vidét z rovnice (8), vyssi napéti,
krat$i kapilara a tim vyssi elektroosmoticky tok poskytuji mensi migracni Casy a tim 1 kratsi

doby analyzy. Pti velmi kratkych analyzach v§ak muze dochazet ke zhorSeni rozliseni [11].

2.22 Utinnost
U¢innost (N) je vyjadiena jako pocet teoretickych pater, vypoétenych z poméru

migracniho Casu a $itky piku pfi jeho zakladn€ (W) nebo v jeho poloving (W12):

weto(ln) = sse(f) ®

Wi,2

4 A, Yo uzsi pi vy ZASC vV G8 .
to znamena, ze uzsi piky a delsi migraéni ¢asy zajist’uji vyssi ucinnost
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V kapilarni elektroforéze se zony pfili§ nerozsifuji, protoze se pohybuji kapilarou jako
ucpavky. Tim se 1isi od HPLC, kde se zény rozpusténé latky pohybem

pod vlivem laminarniho toku v kolon¢ rozsituji a detekujeme $irsi, rozmyté piky.

Rozsah, jakym se zéna rozmyva, je dan rozptylem (6°), coz je hodnota udavajici, jak moc

se nekone¢né tenka zona bude rozsifovat v prub¢hu ¢asu (t):
o? = 2Dt (10)

kde D je diflzni koeficient rozpusténé latky. Za predpokladu, ze by bylo vSechno Joulovo
teplo odvéadéno, byly by pouzity malé objemy nasttiku, adsorpce vzorku na sténu kapilary by
neprobihala a zony by nebyly rozsifovany radialni difazi, mohla by byt rovnice pouzita

pro vypocet rozsitovani zon.

2.2.3 Selektivita

Selektivita («) udava, jak daleko od sebe budou dvé sousedici rozpu$téné latky
pfi  prichodu detektorem, to znamena vzdalenost vrcholii sousedicich pik
na elektroferogramu. Selektivita se vypocita podobné jako v HPLC:

t
o=-2 (11)

t
kde t, a t; oznacuji migracni ¢asy dvou sousednich piku (t; je ¢as pozdé&ji eluujiciho piku).
Utinnost Ize uréit také podilem jednotlivych elektroforetickych mobilit (s, H):

LM (12)
Hy

Nejsnadnéj$i a nejefektivnéjsi zplsob ovlivnéni selektivity je zména pH pufru pouZitého

pro separaci. [12]

2.2.4 Rozliseni
NejdilezitéjSim parametrem separace je rozliSeni, které oznacuje, jak dobie jsou
jednotlivé komponenty ze smési separovany. RozliSeni (R) mlZe byt vypocitano

z elektroferogramu pomoci rovnice:
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p= 2=t (13)
(w1 —wy)
kde w; a w; jsou $itky dvou sousednich pikt.. Pro dostatecné rozliSeni jsou vhodné velké
rozdily v elektroforetickych mobilitdch jednotlivych latek. Vétsiho rozliSeni 1ze dosahnout
také zvySenim pouzittho napéti, prodlouzenim délky kapilary nebo optimalizaci
elektroosmotického toku. Také zménou slozeni pufru a jeho pH lze snadno dosahnout
kvalitnéjSiho rozliSeni. NejCasteji se za GspéSnou separaci povazuji experimenty s dosazenym

rozlisSenim 1,5 a vyS$im.

2.3 Mddy kapilarni elektroforézy

Stejné jako mad HPLC rGzné reZimy, ma kapilarni elektroforéza rizné mody. Ty nejcastéji
pouzivané jsou popsany nize. V mnoha piipadech mize byt pouzit pouze jediny, ktery
poskytne urcitou separaci, zatimco v jinych pfipadech mohou byt vzorky separovany dvéma
nebo vice technikami. Oproti HPLC, kde zména modu znamena vétSinou vyménu kolony
1 mobilni faze, staci v pfipad¢ kapilarni elektroforézy pozmeénit slozeni pufru. Kapilara
Z taveného kifemene muze byt pouzita pro vice méda. Napiiklad ke zméné z CZE na MEKC

stac¢i pouze do pufru ptidat tenzid.

2.3.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

CZE je nejpouzivangjsi elektroforetickd technika, protoZe relativné snadno dosahneme
separace anionta i kationta (i kdyz ne neutralnich latek) v jediné analyze. V CZE je kapiléra
naplnéna pufrem konstantniho sloZeni. Po injektovani vzorku do takto naplnéné kapilary
a vloZeni napéti je vzorek separovan vlivem mobilit jednotlivych analytli i u¢inkem EOF
do jednotlivych z6n. Neutrdlni latky separovany nejsou. Technika CZE miize byt pouzita
pro separaci téméf vSech nabitych ¢astic, které jsou rozpustné v pufru. Mohou to byt malé
anorganické ionty i velké biomolekuly. Pfi pouziti nevodnych pufri mizeme separovat

i ve vodé nerozpustné latky. [13-17]
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2.3.2 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)

Hlavnim ukolem MEKC je, kromé klasické separace iontt, také separace neutralnich nebo
vysoce hydrofobnich latek. Metoda vyuziva solvatace téchto latek v micelach, které vzniknou
V pufru po pfidani povrchové aktivni latky. Témito latkami jsou tenzidy, nejcastéji pak
dodecylsiran sodny (SDS), které ve vodném prostfedi tlumivého roztoku po piekroceni
kritické micelarni koncentrace za¢nou tvofit micely. Micely jsou zpravidla kulového tvaru,
kdy hydrofobni ¢ast tenzidu je vné micely a hydrofobni ¢ast molekuly je otoCena do stiedu
micely, pry¢ od vodného prostiedi pufru. Nadavkovanim hydrofobniho analytu do pufru
obsahujiciho micely se budou hydrofobni molekuly snazit dostat do hydrofobni dutiny micel.
Disociované skupiny na povrchu micel zptisobuji povrchovy ndboj micel a po vloZeni napéti
mohou vSechny micely migrovat stejnou rychlosti. Analyty se podle své polarity déli mezi

vodnou a micelérni fazi a tim vznika separace. I zde v§ak musime pocitat se silou EOF.

2.3.3 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

CGE kombinuje principy plosné gelové elektroforézy a prvky pouzivané v CZE jako je
uzky pramér kapilary. V kapilarach dochazi k lepsimu rozptyleni tepla nez v plo$né vrstvé
gelu, a moznost vyuZziti vyssi intenzity elektrick¢ého pole poskytuje rychlejsi separace, je
rychlej$i a dosahuje vyssi ucinnosti. Vyhodou oproti ploSné varianté elektroforézy je takeé
moznost on-line detekce. V CGE je kapilara plnéna gelem (nejcastéji polyakrylamidem), latky
jsou pak separovany pouze na zakladé velikosti jejich molekul, ne jejich poméru naboje
k velikosti, jako u klasické CZE. Gel tak pini funkci molekulového sita. CGE je nejvhodnéjsi
pro separaci vysokomolekularnich biologicky aktivnich latek, jako jsou peptidy, bilkoviny,

polynukleotidy nebo fragmenty DNA.

2.3.4 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Technika CIEF se pouZziva k separaci proteint a peptidi na zakladé jejich isoelektrického
bodu (pl). Kapilara je naplnéna roztokem amfolytii a proteini, které po pfipojeni elektrického
pole vytvoii v kapilafe linearni gradient pH. Konce kapilary jsou ponofeny do nadobek
s katolytem s katodou a anolytem sanodou. Analyty migruji podle naboje do svého
isoelektrického bodu (pH = pl), kde se zastavi a fokusuji. Poté je cely objem kapilary
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i s fokusovanymi zénami mobilizovan smérem k detektoru. Jednou z metod mobilizace je
hydrodynamicky tok [18]. Mnohem castéji se vSak vyuziva elektroforetickd mobilizace,
zalozena na vyméné anolytu a katolytu. Po zavedeni napéti zatnou hydroxylové ionty
migrovat k anodé a za¢nou posouvat gradient pH i zony fokusovanych analytd, které tak
vytla¢i az k detektoru, kde jsou postupné zaznamenany. Tuto metodu je mozné pouzit také
Vv kapilare plnéné gelem. Vzdy je vsak nutné eliminovat EOF, naptiklad pokrytim vnitiniho

povrchu kapilary vrstvickou hydroxyethylcelulosy.

2.3.5 Kapilarni isotachoforéza (CITP)

Kapilarni elektroforéza vyzaduje na rozdil od ostatnich technik pouziti dvou pufri —
vedouci a koncovy. Vedouci elektrolyt obsahuje koiont stejného znameénka jako analyty
a velkou elektroforetickou pohyblivost. Naopak koncovy tlumivy roztok obsahuje koiont také
se stejnym znaménkem, ale s malou pohyblivosti. Pfi nadavkovani vzorku mezi tyto dva pufry
vzniknou zony jednotlivych analytii s ostfe ohranicenymi hranicemi, které na sebe navazuji.
Zobny jsou sefazeny podle elektroforetickych mobilit jednotlivych analytt v nich obsazenych.
CITP mé navic schopnost samozaostfovani, coz znamena, ze pii prechodu ¢astice do jiné
z0ny, napiiklad difazi, je iont ihned zpomalen ¢i urychlen diky vlivu rozdilné intenzity
elektrického pole v jednotlivych zénach. Diky tomu jsou zény velmi striktné oddé€leny
a technika se Casto pouziva jako technika prekoncentracni. V jednom meéfeni je mozZné
separovat bud’ kationty nebo anionty, vzdy je vSak nutné eliminovat EOF vrstvou

hydroxyethylcelulosy nebo pouzit kapilaru z PTFE.

2.4 Hmotnostni spektrometr jako detektor kapilarni elektroforézy

Hmotnostni spektrometr (MS) ma oproti jinym detekénim technikdm poZivanym pro
kapilarni elektroforézu nékolik vyhod. Ma relativné dobrou senzitivitu, funguje jako
univerzalni detektor, ale mtize byt i velmi selektivni. Navic spojeni téchto dvou technik
pfinasi dalsi klady a jednotlivé techniky navzajem kompenzuji sva omezeni. Napiiklad latky
stejné molekulove hmotnosti, které nelze rozlisit pomoci MS, se rozseparuji pomoci techniky
CE a az poté jsou detekovany MS. Také v opacném piipad¢, kdy latky, které eluuji ve stejny
¢as, mohou byt detekovany a rozliSeny MS.
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Dalsi vyhodou spojeni hmotnostniho spektrometru s CE oproti klasické HPLC je nizky
prutok. Ten u HPLC dosahuje okolo 1 ml/min a musi byt pfed pfimym spojenim s MS délen.
U kapilarni elektroforézy, kde se prutok pohybuje okolo 1 pl/min, mize byt pouzito piimé
spojeni s vakuovym systémem MS. Pokud je tento prutok nedostacujici, pouzivaji se
tzv. stinici roztoky (roztoky tékavé soli a vhodného organického rozpoustédla), musime se

vsak vyhybat aditiviim, které by mohly snizit citlivost MS nebo kontaminovat iontovy zdroj.

Jako nejvhodnéj§i pro spojeni téchto dvou technik se zdd byt metoda ionizace
elektrosprejem (ESI). Kapilara tak mtze byt v nékterych pfipadech spojena piimo s iontovym
zdrojem ESI, které je vhodné pro ionizaci polarnich latek a nabitych ¢astic. Obé techniky tedy

separuji nabité ¢astice, pouzivaji na to ovSem jiné principy.

Jako nevyhoda jejich spojeni mutize byt pouziti elektrického pole obéma technikami
soucasné. I kdyz ob€ techniky pro svou Cinnost elektrické pole vyuzivaji a potfebuji, je zde
velky rozdil v pouzitych fadech napéti. Jelikoz je samotna kiemenna kapilara sprejovaci
Spickou elektrospreje, je nutné na ni vlozit napéti nutné pro separaci a také samostatné napéti
potfebné pro ESI. Dalsi obtiz ptinasi nutnost vyuziti vysokého vakua v prostiedi MS, zatimco

separace v CE probiha za normalniho tlaku.

Spicka elektrospreje se vétsinou sklada ze soustavy tii koncentrickych kapilar. Vnitini je
vlastni separacni kapilara CE, kteréd je upevnéna v kapiléate pro ptivod stiniciho roztoku, vné
je kovova kapilara ptivadéjici interni plyn (nejcastéji dusik), jez je spojena pies redukéni
ventil se zasobni tlakovou nadobou. Stabilni pifivod stinici kapaliny je zajistén nejcastéji
linearnim  dévkovadem s mikrostiikackou nebo chromatografickou pumpou s délicem.
Zemnici elektroforetickd elektroda je ponofena do zasobni nddobky se stinici kapalinou,
Vv ptipad¢ pouziti mikrostiikacky tuto elektrodu tvoii piimo jeji kovovy hrot. Stinici roztok

bohuzel nafedi roztok vzorku a tim sniZzuje citlivost detekce MS. [19]
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Obr. 5: Spojeni CE s ESI [19]

U S$picky kapilary se vytvoti Tayloriv kuzel, jehoz povrch tvoii kladné nebo zaporné
Castice nabité vlivem vysokého gradientu elektrického pole. Z kuzele jsou postupné
odtrhavany kapicky, které se dal§im odpafovanim rozpoustédla zmensuji, a na jejich povrchu
zacne prevladat néboj, ktery v urcitém okamziku zacne byt siln€j$i nez povrchovy néboj
kapky (Rayleighova mez stability) a kapka ,exploduje” a vznikne mnoho mens$ich
stabilngjsich kapek. Tento d&j se opakuje az do vzniku protonizovanych molekul [M+H]",
v piipadé otoceného elektrického pole detekujeme deprotonované molekularni ionty [M-H]".
V ESI mohou vznikat také vicendsobné nabité ionty[M+z.H]**, diky ¢emuz je touto technikou

mozné zaznamenavat také makromolekuly.

Vzniklé ionty jsou poté vtahovany do vakuového prostoru MS analyzatoru, kde dochazi
k jejich déleni. Nejbéznéji pouzivanym analyzatorem je kvadrupdl (Q). Oproti jinym
zafizenim je kvadrupdl kompaktni velikosti a ne pfili§ vysoké ceny. Srdcem pfistroje jsou
Ctyfi paralelné umisténé valcové tyce, které funguji jako elektrody. Dv¢ protilehlé ty¢e jsou
vzdy spojeny a napojeny na zdroj stejnosmérného napéti. Navic je na oba pary piipojeno
vysokofrekvencni stfidavé napéti. Ionty jsou zde urychlovany pfi priletu mezi tyCemi
rozdilem potencidlu 5 — 10 V. Vsechny ionty, mimo téch s pfesné vymezenym pomérem
hmotnosti k naboji (m/z),narazi do ty¢i nebo vyleti z jejich dosahu. Pouze ionty vybraného

m/z proleti kvadrupdlem az k detektoru, kde mohou byt zaznamenany.
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2.4.1 Trojity kvadrupdl

Velkou vyhodou kvadrupdlu je mozZnost zapojit vice téchto piistroju za sebou a ziskat tak
tandemovy hmotnosti spektrometr (MS"). Trojity kvadrupdl (QqQ) je jedinym zastupcem
prvni generace tandemovych analyzatort, ktery je stile komeréné dostupny. Ostatni rané
tandemové pfistroje pouzivaly jako analyzatory magnetické sektory. I ptesto je QqQ stale
nejcastéji pouzivanym tandemovym hmotnostnim spektrometrickym systémem. Pokud jde
o analytické vyuziti, je trojity kvadrupol nespravné oznaceni, protoze latky mohou snimat
pouze dva vnéjsi kvadrup6ly (Q1 a Q2). Prostiedni kvadrup6l (q2)nemé analytickou funkci,
ale pini funkci kolizni cely, pro ionty opoustéjici Q1 a dochazi zde ke kolizné¢ indukované
disociaci (CID). Na tyfe q2 se vklada pouze vysokofrekvencni napéti, aby zachytilo
fragmenty iontd vzniklé pii kolizich a predaly je dale do Q3 bez jejich separace. Kolizni cela
tak vlastné ani nemusi byt kvadrupol, ale pouze komora, ve které¢ kolize mezi Césticemi

vyvolava fragmentaci analyzovanych iontt.

Kvadrupdl je analyzétor, ktery ma limitovanou citlivost pro sbér plného spektra, ale je
také vysoce citlivy, pokud zaznamenavéa pouze jedenu hodnotu m/z. PouzZiti dvou analyzatort,
kdy je mozné kazdy pouzit bud’ pro sken celeho hmotnostniho spektra nebo pouze vymezené
hodnoty m/z, ndm dava vice moznosti spojeni, v ¢emz spociva univerzalnost trojitych
kvadrupoli. Mozné kombinace téchto nastaveni dovoluji nékolik moda sbéru dat, které

dovoluji provadét vyznamné odliSné zplisoby analyzy.
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Obr. 6: Schéma skenovacich modu trojitého kvadrupolu (pievzato a upraveno) [20]

Jednim z téchto mddu je sken produktovych iontl, kdy se v Q1 vyberou ionty o urcitém
m/z, které dale v kolizni cele g2 podstupuji CID interakci s neutralnimi atomy nebo
molekulami reakéniho plynu, nejcastéji dusik ¢i argonu. Takto vzniklé produktové ionty v g2
jsou analyzovany na zaklad¢ jejich m/z v Q3. Jedna se o nejCastéji pouzivany mod, diky

kterému se daji ziskat informace o struktufe neznamé latky.

V modu skenovani iontu prekurzoru provede Q1 celkovy sken, v q2 opét prob¢hne CID
a v Q3 se vybere pouze iont o urCitétm m/z. Spektrum je ziskano z prekurzori iontd, které se
odde¢lily od specifického produktu. Tento mdd je pouzivan pro identifikaci slozek ze smési

obsahujici latky s urcitou funkéni skupinu, kterou je mozno odstépit fragmentaci v g2.
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Mod neutrélnich ztrat, kdy Q1 i Q3 skenuji stejny rozsah m/z,ale skeny se od sebe 1isi
0 hodnoty m/z, odpovidajici ztraté¢ nékterych neutralnich molekul pii procesu CID v 2.

Témito neutralnimi ztratami mohou byt naptiklad molekuly vody nebo oxidu uhli¢itého.

Dalsim modem QqQ je mdd monitorovani vybrané reakce (selected reaction monitoring
SRM). Q1 je nastaven na prichod pouze jedné hodnoty m/z, ktera odpovida analytu. lonty
vychazejici z Q1 podstoupi CID v g2, ze které se vybere pouze specificky produkt v Q3. SRM
je obdobna metoda jako monitorovani vybraného iontu (SIM) pfi pouziti piistroji S jednim
analyzatorem. I pfes to, Ze je ¢ast iontd ztracena pii procesu CID v q2, SRM poskytuje lepsi
poméry signal/Sum. Toto zlepSeni nastdva v disledku malé pravdépodobnosti, ze latky, které
jsou odpovédné za Sum, budou mit stejné produkty vlivem CID jako analyt

a nejsou tak propustény pies Q3. Snizi se chemicky Sum a odstrani koeluujici latky. [21][22]

Q1 q2 Q3
. produkt
vybrané m/z CID o vybraném m/z
| | 1 | 1 |
SIM SRM
jednoduchy trojity
kvadrupdl kvadrupol
pik analytu
pik a_hnalytu redukce n
sumu

mJz 5 /\] _’l___J | m,/z

I ,L

chemicky koeluujici koeluujici latka
sum latka uz neni detekovana

Obr. 7: Porovnani vysledka jednoduchého kvadrupélu a trojitého kvadrupolu

26



2.5 Denatonium benzoat

Denatonium benzoat (IUPAC: phenylmethyl-[2- [(2,6-dimethylphenyl)amino]- 2-
oxoethyl]-diethylammonium benzoat) je bila krystalicka latka bez zapachu, znama také pod
obchodnim nézvem Bitrex. Poprvé byla ptipravena v roce 1958 ve firmé Macfarlan Smith
Limited v Edinburgu ve Skotsku. Jde o nejvice hotkou latku na svété, ktera je diky tomu

zapsana i v Guinnessov¢ knize rekordi.

O

0O

Z 1

+
N~
O

Obr. 8: Strukturni vzorec denatonium benzoatu [23]

Prvni pouziti Bitrexu jako aktivni averzni pfisady bylo zaznamenano jako pfisada v masti
pouzivané danskymi chovateli prasat, ktefi ji potirali ocasky svych malych vepii, aby jim

zabranili ve vzajemném okusovani.

Dnes se Bitrex pouziva jako denaturant alkoholu, olejt, pletovych vod, parfémii a mnoha
dalSich potencionalné toxickych véci, aby zneptijemnil chut’ a tim odradil déti nebo domaci
zvifata od jejich konzumace. Vyrobky obsahujici Bitrex jsou dostupné v 66 zemich svéta
hlavné diky velkym svétovym znackdm jako je Gillette, Avon nebo Tesco. Na vétSiné
komerc¢né dostupnych produktii oSetfenych Bitrexem muzeme najit znak (Obr. 9), podle

kterého spotiebitel ihned pozna zdali Bitrex skute¢né obsahuje.
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Obr. 9: Znak na produktech obsahujicich Bitrex

Podle Ceské legislativy a Zakonu o lihu je tfeba 20 mg Bitrexu k denaturaci 1 | ethanolu
kvasného hydrogenaé¢né rafinovaného, nebo 10 mg na 1 | pokud jde o lih synteticky. Pokud je
denatura¢nim prostifedkem smés methylethylketonu, methylenova modii, thiofenu a Bitrexu je

potieba pouzit nejméné 10 mg Bitrexu. [22-35]

Ve vétsiné dnes uvadénych praci v odbornych ¢asopisech se Bitrex stanovuje za pomoci
HPLC metod. Naptiklad studie z Oregonské statni univerzity, ktera si dala za Ukol validovat
metodu pro métfeni koncentrace Bitrexu ve spotiebnim zbozi jako jsou nemrznouci smeési
a Cistice oken. Byly naméfeny hodnoty v Sirokém rozpéti, pod mezi detekce (1,25 ppm) az
nad 30 ppm. Dobrou zpravou je také, Ze koncentrace Bitrexu se v pfipravcich nezménila ani

po Sestimé&sicnim uskladnéni pii pokojové teploté. [36]

Metoda popsand Faulknerem a DeMontignym pro detekci denatonium benzoatu
v ethanolu s 5% polyvinylpyrrelidonu vyuziva také techniku HPLC ovSem iontové parovou
metodou. Jako detektor pouzili UV spektrofotometr (210 nm). Vysoké vytézky (i ptes 98%)

jsou vsak ziskavany meéfenim, které kazdé jednotlivé trva 20 minut. [37]

Jakékoli nova metoda pro zjiSténi pfitomnosti Bitrexu a jeho koncentraci mulze byt
pfinosem jak pro forenzni tak i pro klinickou chemii. V téchto pfipadech pak bude hrat prim

Cas a rychlost s jakou nam latku podati identifikovat, ale také piesnost samotného méteni.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Instrumentélni vybaveni

Pro vSechny separace byl pouzit systém kapilarni elektroforézy od firmy Agilent série
7100, vybaveny DAD detektorem pracujicim v rozmezi 190 - 600 nm, spojenym
s hmotnostnim spektrometrem Agilent 6460 s trojitym kvadrupdlem (QqQ). Stinici kapalina
pro elektrospej byla pfivadéna pomoci isokratické pumpy kapalinového chromatografu
Agilent 1260 vybaveného délicem toku 1:100.

3.2 Podminky CE-DAD

Pti pouziti DAD detektoru byla pouzita neupravend kapildra z tavené¢ho kiemene o délce
33 cm (efektivni délka 24,5 cm) o vnitinim priméru 50 um (Microsolv Technology,
Eatontown, NJ, USA). Separa¢ni napéti bylo +15kV. Vzorek byl elektrokineticky injektovan
10 s napétim 10kV. VInova délka pro detekci byla nastavena na 200 nm. Pted prvnim
pouzitim byla kapildra promyta 1M NaOH 15 min, poté 15 min deionizovanou vodou a
nakonec separaénim pufrem 30 min. Pfed kazdym dal$im méfenim byla kapilara promyta 3
minuty separaénim pufrem. Na zacatku kazdého dne byla kapilara promyvana 1M NaOH,
deionizovanou vodou a také separacnim pufrem - kazdym 10 minut. VSechna méfeni byla

provedena ttikrat, pokud neni uvedeno jinak.

3.3 Podminky CE-ESI-MS/MS
Pokusy se zapojenim CE-ESI-MS/MS byla provadény s neupravenou Kkapilarou z

taveného kiemene o celkové délce 90 cm a 50 pum vnitiniho priméru, jejiz zacatek (zhruba
75% celkové délky) byl uzavien v termostatové kazeté nastavené na 25°C. Zbytek kapilary
byl vyveden ven a konec byl pfipojen k iontovému zdroji (ESI). Davani bylo uskutecnéno

hydrodynamicky tlakem 100 mbar po dobu 10 s. Separa¢ni napéti bylo +25 kV.

Pro potieby MS byly parametry optimalizovany nasledovné: stinici kapalina se skladala ze
smési methanolu, vody a kyseliny mraven¢i v poméru 50:49,5:0,5 (v/v/v) a jeji pritok byl

nastaven na 0,4 ul/min. Sprejovaci napéti bylo +4 kV, teplota zmlzujiciho plynu (N,) byla
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nastavena na 200°C pii pritoku 10 1/min a tlaku 5 psi. VSechna méfeni byla provedena tiikrat

pokud neni uvedeno jinak.

Detekce probihala jak v SIM modu, kdy byl detekovan kladné nabity molekularni ion
[M]+ (denatonium) pii m/z = 325.3. Déle bylo méfeni provadéno i v . SRM mddu, kdy byl

monitorovan nejintenzivnéjsi fragment pii poméru m/z = 233.1.

3.4 Chemikalie a analyzované vzorky

Pro vSechny analyzované vzorky byl pouzit amonny pufr kyseliny octové o koncentraci
50 mM a pH 10. Postup ptipravy tohoto pufru byl nasledovny: pro vyrobu 50 ml pufru bylo
napipetovano 143 ul kyseliny octové a doplnéno po rysku 50 ml odmérné baiky. Takto
pripraveny a promichany roztok se kvantitativné prelil do kadinky, ve které se titroval 1 M

hydroxidem amonnym az na pH 10.

Mezi analyzované latky byly zatfazeny komeréné dostupné piipravky, které podle slozeni

uvedeného na obalu mély obsahovat Bitrex. Do vybéru se tak dostaly (Obr. 10):
Denkmit nature Cisti¢ na sklo, 750 ml
Denkmit ¢istici gel WC nature, 750 ml
Ratimor granule, 200 g
Bayer tekuta nastraha proti mravencim, 4 g
FA détsky sprchovy gel a Sampon, 250 ml.

Kromé téchto komercné dostupnych ptipravkid analyzovan také skuteény vzorek 40 %

pancovaného alkoholu denaturovany pfidavkem Bitrexu.
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Obr. 10: Fotografie komerc¢né dostupnych piipravka obsahujici Bitrex [38 - 41]
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace podminek stanoveni Bitrexu pomoci CE-DAD

Ze struktury Bitrexu (Obr. 8) vyplyva, ze je Bitrex tvoien kvarternim ammoniovym
kationtem a benzoatem. Pro prokazani pfitomnosti Bitrexu v alkoholickych napojich je nutné
identifikovat a nasledné stanovit mnozstvi kvarterniho amoniového kationtu. Jak bylo
diskutovano v teoretické casti diplomové prace, kapilarni zénova elektroforéza je vhodna
instrumentalni technika pravé pro separaci nabitych molekul. Ve vodném prostiedi jsou
kvarterni amoniové kationty kladné nabité v celém rozmezi pH, je tedy mozné pro jejich
separaci vyuzit pracovniho elektrolytu o témeét libovolném pH. Na druhou stranu kvartérni
amoniové kationty podléhaji sorpci na sténu kiemenné kapilary, takze pro dosazeni rychlé
separace je nutné nalézt vhodné sloZeni pracovniho elektrolytu, vhodné pH a také koncentraci
slozek pracovniho elektrolytu. DalSim kritériem pfi optimalizaci podminek byl predpoklad, ze
vyvinuta metoda CE-DAD separace Bitrexu bude pouzita i pro ucely CE-MS. Z tohoto
divodu, byla optimalizace podminek separace uskutecnéna pro té¢kavé pracovni elektrolyt na

bazi octanu a formiatu amonného.
Studovany byly nasledujici pracovni elektrolyty:

50 mM octan amonny pH 4.0; 50 mM octan amonny pH 7.0; 50 mM octan amonny pH 10.0 a
dale 50 mM mraven¢an amonny pH 4.0; 50 mM mravenc¢an amonny pH 7.0 a 50 mM
mraven¢an amonny pH 10.0. Ostatni podminky pro analyzy byly shodné s podminkami

uvedenymi v kapitole 3.2.

Na obr. 11 je uveden zavislost migra¢niho ¢asu Bitrexu na pH pro elektrolyty na bazi 50 mM

octanu amonného a 50 mM mravenc¢anu amonného.
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Obr. 11: Zavislost migra¢niho ¢asu kationtu Bitrexu na pH pracovniho elektrolytu pro
elektrolyty na bazi 50 mM acetatu amonného a 50 mM mravenc¢anu amonného. Rady 1
odpovidaji 50 mM acetatu amonnému pH 10.0; fady 2 jsou pro 50 mM mraven¢an amonny
pH 10.0.

Z obr.11 plyne, Ze pro oba pracovni elektrolyty dochazi ke snizovani migra¢niho ¢asu,
coz je zpusobeno zvySenim mobility elektroosmotického toku, ktery md v tomto piipade
shodny smér s migraci kationtu Bitrexu. Dale byl studovan vliv slozeni a pH pro uvedené

pracovni elektrolyty na symetrii a G¢innost piku kationtu Bitrexu.

Pro vypocet symetrie S a vypocet U€innosti piku vyjadrené jako pocet teoretickych

pater N byly pouzity nasledujici vztahy:

.9 (14)

kde
a ... sitka piku v 10% jeho vysky

b... je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v 10% jeho

vysky.

Hodnota symetrie 1,0 odpovida ideélni symetrii piku.
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Obr. 12: Zavislost symetrie piku kationtu Bitrexu na pH pro elektrolyty na bazi 50 mM
octanu amonného pH (Rady 1) a 50 mM mravendanu amonného (Rady 2).
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Obr. 13: Zavislosti u¢innosti piku kationtu Bitrexu na pH pro elektrolyty na bazi 50 mM
octanu amonného (Rady 1) a 50 mM mraven¢anu amonného (Rady 2).
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Z Obr. 12 plyne, Ze symetrie nabyvaji nizSich hodnot pro elektrolyt na bazi acetatu
amonného nez pro elektrolyty na bazi mravenéanu amonného. Idealné symetricky pik nabyva
hodnoty symetrie s = 1. V zavislosti na zvysujicim se pH pro oba typy elektrolyti dochazi
k snizovani hodnoty symetrie a zaroven se hodnoty symetrii blizi hodnoté 1. Symetric¢téjsi pik

vznikd béhem separace v bazickém prostiedi, pficemz o néco piiznivejsi hodnota symetrie

(blizsi 1) je pak dosazena v 50 mM mravencanu amonného pH 10.

Naproti tomu G¢innost pika (Obr. 13) vyjadiena po¢tem teoretickych pater v zavislosti
na slozeni a pH pracovniho elektrolytu roste s rostoucim pH a mirné vyssi jsou hodnoty

ucinnosti pikl dosaZzeny pro 50 mM mravenc¢an amonny pH.

Kritéria pro optimalni separace Bitrexu jsou: rychla separace, symetricky pik a vysoka
ucinnost piku. Z uvedenych kritérii tedy plyne, Ze nejvhodnéjsi podminky spliiuje pracovni
elektrolyt o slozeni 50 mM acetat amonny pH 10.0. V tomto elektrolytu je také velmi rychly
elektroosmoticky tok. Rychly elektroosmoticky tok, pak muze byt vyhodou, pifi pievodu
podminek na CE-MS protoze, vede ke vzniku stabilniho elektrospreje.

Dalsim parametrem, ktery ovliviiuje kvalitu separace, je koncentrace (iontova sila)
slozek pracovniho elektrolytu. Z tohoto divodu byl sledovan vliv koncentrace acetatu
Vv pracovnim elektrolytu pfi konstantnim pH. Studovéany byly pracovni elektrolyty o sloZeni
10 mM octan amonny pH 10.0, 25 mM octan amonny pH 10.0, 50 mM octan amonny pH
10.0 a 100 mM octan amonny pH 10.0. | pro tyto pracovni elektrolyty byly sledovany
parametry symetrie a ucinnost piku kationtu Bitrexu. Odpovidajici zavislosti jsou zobrazeny
na Obr. 14 a Obr. 15.
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Obr. 14: Zavislost symetrie piku Bitrexu na koncentraci acetatu v acetatu amonném pH 10.0
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Obr. 15: Zavislost u¢innosti piku Bitrexu na koncentraci acetatu v acetatu amonném pH 10.0

v

Z uvedenych zavislosti symetrie a ucinnosti piku vyplyva, Zze nejptiznivéjsich
parametru, tj. symetric blizké 1 a vysoké ucinnosti piku je dosazena pro 100 mM acetat
amonny pH 10.0. Tento pracovni elektrolyt je ale pomémné vodivy a priachodem proudu

dochazi ke generaci pomérné velkého mnozstvi Joulova tepla, coZz se negativné odrazilo na
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opakovatelnosti migra¢niho ¢asu piku Bitrexu. Vyrazné€ vyssi opakovatelnosti bylo dosazeno

pti pouziti pracovniho elektrolytu 50 mM acetat amonny pH 10.0.
Finalni podminky pro CE-DAD separaci Bitrexu jsou shrnuty v nasledujici tabulce 1:

Tabulkal:Shrnuti optimalnich podminek separace Bitrexu

Pracovni elektrolyt 50 mM acetat amonny pH 10.0
Separacni napéti +15 kV

Davkovani 50 mbar/5s

Celkova délka kapilary 33cm

Efektivni délka kapilary 24.5cm

VInova délka detekce 200 nm

Na Obr.16 je zobrazeno UV spektrum kationtu Bitrexu odectené v pracovnim elektrolytu

uvedeném v Tabulce 1.
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Obr. 16: UV spektrum kationtu Bitrexu.

S vyuzitim finalnich podminek separace byla provedena ¢astecna validace metody.

Validovany byly z&kladni parametry: linearita kalibra¢ni zavislosti, limity detekce a

kvantifikace, intra-day opakovatelnost ploch a migra¢nich ¢ast a inter-day opakovatelnost

ploch migracnich Casu.
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4.2 Kalibrace

Prvnim ukolem bylo zjisténi, zda bude zavislost plochy pikli na koncentraci Bitrexu v

roztoku linearni. Pro tento ucel byla vytvorena kalibra¢ni fada koncentraci Bitrexu v rozmezi

od 0,05 mg/ml az 0,00025 mg/ml. Jednotlivé vysledky méfeni i jejich priméry jsou

zaznamenany Vv nasledujici tabulce 2.

Tabulka2: Plochy piku Bitrexu pro jednotlivé kalibra¢ni roztoky ve vodg.

Koncentrace Bitrexu

[mg/ml]

Plocha piku

Primér plochy pikt

1940,71

0,05

1933,57

1889,24

1921,173

356,41

0,01

441,372

493,897

430,5597

257,838

0,005

226,801

190,279

2249727

43,9022

0,001

44,3871

45,1591

44,4828

18,4101

0,0005

17,8976

16,2211

17,5096

3,30366

0,00025

3,13197

2,37744

2,93769
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Obr. 17: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni Bitrexu metodou CE-DAD

Z kalibrac¢ni zavislosti je jasné¢ patrné, ze zavislost plochy pikli na koncentraci je linedrni a

to v celém rozsahu mnou zvolené koncentrace (od 0,25 do 50 mg/l). V tomto rozmezi lze

ocekavat koncentrace v§ech komeréné dostupnych piipravkl obsahujicich Bitrex.

V nésledujici Tabulce 3 jsou uvedeny dalsi validované parametry.

Tabulka 3: Piehled validovanych parametri metody stanovené Bitrexu s pomoci CE-DAD

Limit detekce

0.61 mg/L

Limit kvantifikace

2.0 mg/L

Intra-day  opakovatelnost  migrac¢niho  casu
(vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka) n =
5

0.56 %

Inter-day opakovatelnost migraéniho casu
(vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka) n =
5

2.65 %

Intra-day opakovatelnost plochy piku (vyjadiena
jako relativni smérodatna odchylka) n = 5 (méfeno
na koncentraéni hladiné 0.001 mg/ml)

1.92 %

Iter-day opakovatelnost plochy piku (vyjadiena jako
relatvni smérodatna odchylka) n = 5 (méfeno na
koncentra¢ni hladiné 0.001 mg/ml)

4.45%
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Limit detekce a limit kvantifikace byl vyhodnocen na zéklad¢ vztahu:

Loq = 10t (16)

(17)

n

3
LOD =
m

Kde h, je Sum zakladni linie a m je smérnice kalibra¢ni kiivky (zde, ale pro zavislost vysky

piku na koncentraci).

4.3 Realne vzorky

Nasledovalo meéfeni jednotlivych redlnych vzorkti komeréné dostupnych piipravka
obsahujicich Bitrex. Vzorky nebyly nikterak upravovany, kromé ¢aste€ného natedéni (ptiliSna
viskozita nckterych vzorki znemoznovala méfeni a vzorky pak velmi cCasto ucpavaly
kapilaru). Vzorek Ratimor, tvrdé granule s obsahem rodenticidl, bylo potfeba nejdiive
roztlouct tlouCkem. Takto predptipraveny prasek vzorku byl nasledné rozpusStén ve vodé,
5 minut utrazvukovéan ve vodni lazni a poté 1 minutu centrifugovan pii 14 000 otackach za

minutu. V nasledujici tabulce jsou shrnuty vysledky.

Tabulka 4: Srhnuti studovanych realnych vzorkt obsahujici Bitrex

Vzorek Uprava vzorku Vysledek méieni
Cisti¢ skla Redéni vodou 1:1 Pozitivni
Cisti¢ WC Redéni vodou 1:8 Negativni
Ratimor granule 250 mg v 1 mi Negativni
Nastraha proti mravenciim 27mg ve 200 pl vody Negativni
Détsky sampon 46,7 mg ve 200 pl vody Negativni

U vétSiny komeréné dostupnych piipravkii nebyl Bitrex detekovan. Pouze u vzorku
Denkmit nature Cisti¢ na sklo (Cisti¢ skla) byl Bitrex metodou zaznamenan. Protoze byla

splnéna podminka linearity mezi plochou piku a koncentraci, mohla byt pro vypocet presné
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koncentrace ve vzorku vyuzita metoda standardniho ptidavku. Byly proto provedeny dvé
analyzy. Prvni analyza zndmého objemu vzorku Vi o nezndmé koncentraci Bitrexu ci;.
Vysledkem této analyzy byla plocha piku A;. Ke vzorku se pak ptidal znamy objem standardu
Vs 0 znamé koncentraci standardu cs a po analyze jsme dostali plochu piku Aj. Pomoci
nasledujici rovnice pak bylo vypo¢itana neznama koncentrace Bitrexu ve vzorku ¢istice skla.

_ AicsVs (14)
(A (Vi + V) — AV)

G

Tabulka 5: Vysledky stanoveni Bitrexu v komer¢nim piipravku

. Primér plochy
Vzorek Plocha piku
pika
5,11132
Cisti¢ skla 1:1 5,00394 5,2098
5,51412
5 5,76399
Cistic skla s
5,94200 5,7969
pridavkem
5,68460

Vzorek Cistice skla byl pfipravovan smichanim 500 pl analytu s 500 ul vody. Vzorek se
standardnim pfidavkem byl pfipraven smichanim 500 pl analytu s 490 pl vody a 10 pl
standardu o koncentraci 10 mg/l. Koncentrace zjisténa pomoci metody standardniho pridavku

ve vzorku CistiCe skla byla stanovena na 148 mg/I.

Ve vSech ostatnich pfipravcich nebyl Bitrex detekovan.

4.4 \zorek alkoholu

Pro zjisténi koncentrace Bitrexu ve vzorku alkoholu bylo nutné nejprve vytvofit samotnou
kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci Bitrexu ve 40% alkoholu. V tomto piipad¢ je
nutné zohlednit vyznamny rozdil mezi deionizovanou vodou (matrice vzorki
v piedchazejicim stanoveni Bitrexu v komer¢nich piipravcich) a 40% roztokem ethanolu.
Mezi hlavni matri¢ni rozdily lze uvést jinou viskozitu vzorku pfipraveného rozpusSténim

Vv deionizované vod¢ a vzorku 40% alkoholu. Viskozita je stéZejni veli¢ina, na které zavisi
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mnozstvi nadavkovaného vzorku do kapilary. V tabulce 5 jsou zobrazeny vysledky méfeni

ploch Bitrexu pro 40 % ethanol.

Tabulka 5: Plochy piku Bitrexu pro jednotlivé kalibra¢ni roztoky ve 40% ethanolu

Koncentrace Bitrexu

[mg/ml]

Plocha piku

Pramér plochy pika

0,1

5527

5638

5243

5469,333

0,05

2935

2770

2615

2773,333

0,01

609,848

566,95

616,452

597,75

0,001

67,524

65,712

50,9267

61,38757

0,0005

27,9639

22,0272

20,4483

23,4798

0,0004

22,7061

21,6511

20,5401

21,63243

0,00025

18,9951

20,0414

18,275

19,10383

0,0001

6,05396

5,18234

5,90352

5,713273
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Nameétené vysledky kalibracnich roztokli byly nasledn¢ zaznamenéany také do grafu, ze

kterého je patrné, ze i zavislost plochy piku na koncentraci Bitrexu v 40% alkoholu je

linearni.
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Obr. 18: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni Bitrexu metodou CE-DAD ve 40% ethanolu
jako matrici

Porovnanim obou kalibra¢nich zavislosti pro Bitrex ve vodé a pro 40% ethanol Ize
konstatovat, Ze kalibrac¢ni zavislost pro Bitrex ve 40% ethanolu je strmé&jsi a stanovené by

tedy bylo citlivéjsi. Porovnani obou kalibra¢nich zavislosti je na Obr. 19.
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Obr. 19: Porovnani kalibra¢nich zavislosti pro Bitrex ve vodném roztoku a v roztoku
40% ethanolu.

| pro tento typ matrice byla vyvinuta metoda CE-DAD stanovené Bitrexu v alkoholu

validovéana. V nésledujici tabulce 6 jsou shrnuty analogické parametry.

Tabulka 6:Piehled validovanych parametrd metody stanovené Bitrexu ve 40 % ethanolu

s pomoci CE-DAD.

Limit detekce 0.21 mg/I
Limit kvantifikace 0.70 mg/I
Intra-day opakovatelnost migra¢niho ¢asu | 2.36 %
(vyjadiena jako relativhi smérodatna
odchylka) n =5

Iter-day opakovatelnost migra¢niho casu | 3.25 %
(vyjadiena jako relatvni smérodatna
odchylka) n =5

Inter-day  opakovatelnost plochy  piku | 3.58 %
(vyjadiena jako relativhi smérodatna
odchylka) n = 5 (méfeno na koncentra¢ni

hladiné 0.001 mg/mL)

Itra-day  opakovatelnost  plochy  piku | 8.74%

(vyjadifena jako relativni smérodatna
odchylka) n = 5 (méfeno na koncentra¢ni
hladiné 0.001 mg/mL)

Na Obr. 20 je zobrazen elektroferogram separace Bitrexu ve vzorku pancovaného

alkoholu.
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Obr. 20: Elektroferogram separace Bitrexu ve vzorku panc¢ovaného alkoholu

4.5 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii v analyze Bitrexu

V piipadé spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii byla jiz vyvinuta
metoda separace Bitrexu s pomoci CE-DAD pievedena na CE-ESI-MS. V tomto piipadé je
vyhodou pouziti t€kavého elektrolytu na bazi octanu amonného. lontovy zdroj pro ionizaci
elektrosprejem je citlivy na obsah netékavych slozek v pracovnim elektrolytu. Netékavé
slozky pracovniho elektrolytu by mohli kontaminovat iontovy zdroj, coz vede ke sniZeni

ucinnosti ionizace a v koneé¢ném dusledku také ke snizeni citlivosti stanoveni.

Kation Bitrexu je kvarterni amoniova baze a jak jiz bylo uvedeno, je kladné nabita
V celém rozmezi pH ve vodném prostiedi. Pfi ionizaci elektrosprejem v ptipadé kvartérnich
amoniovych bazi nedochazi k jejich protonaci, ale kladn¢ nabita molekula tvoti molekularni
ion [M]" piimo a pomér m/z odpovida molekulové hmotnosti kationtu. Z tohoto dfivodu byla
detekce v SIM (singl ion monitoring) médu provedena pii hodnoté m/z = 325.3 odpovidajici
molekulové hmotnosti kationtu Bitrexu. Na Obr. 21 je zobrazeno MS spektrum standardu

0.001 mg/mL Bitrexu méfeno v kladném SIM madu.
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Obr. 21: MS spektrum Bitrexu méfeno v kladném maédu

Z obrazku 21 je patrné, Ze skute¢né nedochazi k protonizaci molekuly pii ESI ionizaci a pik
vV MS spektru odpovida pfimo kladné nabitému molekulového iontu kvartérniho kationtu

Bitrexu.

Dalsi problém, ktery je pii spojeni CE s hmotnostni spektrometrii nutné feSit je
nedostateny pritok eluatu ze separacni kapilary do iontového zdroje, tak aby byl zajistén
vznik stabilniho elektrospreje. Pro zajisténi stabilniho elektrospreje a zaroven zajisténi
vodivého spojeni mezi elektrodou kapilarni elektroforézy a zemnici elektrody, ktera je
Vtomto piipadé zaroven sprejovaci kapildrou je nutné koaxidln€ pfivadét pomocnou
sprejovaci kapalinu. Pomocna sprejovaci kapalina ma zajistit dostate¢ny prutok eluatu, tak
aby vznikl stabilni elektrosprej, dale ma zajistit pfevod analytu z kapalné do plynné faze.
Kromé sloZeni pomocné kapaliny mé na vznik stabilniho elektrospreje a tim také na citlivost
detekce vliv pritok pomocné kapaliny, teplota susiciho plynu v iontovém zdroji, tlak a pratok

zamlzujiciho plynu (dusiku).

VSechny vySe uvedené parametry byly studovany a optimalizovany, tak aby bylo
dosazeno, co nejvyssi citlivosti detekce, tj. co nejvyssi intenzity a plochy piku Bitrexu v SIM

modu.

46



45.1 Vliv sloZeni pomocné sprejovaci kapaliny na intenzitu signalu Bitrexu

Byly studovany pomocné kapaliny s nasledujicim slozenim:

1) 50 : 50 methanol : voda (v/v)
2) 50:49.5: 0.5 methanol : voda : kyselina mravenc¢i (v/v/v)

3) 50:49.5: 0.5 methnaol : voda : hydroxid amonny (v/v/v)

Vliv slozeni pomocné kapaliny na intenzitu signélu Bitrexu byl studovén za nésledujicich

podminek:

50 mM acetdt amonny pH 10.0, injekce vzorku 100 mbar/5s, koncentrace Bitrexu
0,005 mg/ml ve vodé, pritok pomocné sprejovaci kapaliny 4 pl/min, teplota susiciho plynu
150 °C, tlak dusiu 10 psi, sprejovaci napéti + 4.0 kV.

Na nasledujicim obrézku 22 je zavislosti intenzity signalu vyjadiena jako plocha piku

Bitrexu v zavislosti na sloZzeni pomocné sprejovaci kapaliny.
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Obr. 22: Zavislost plochy piku Bitrexu na slozeni pomocné sprejovaci kapaliny
(1 - 50 : 50 methanol : voda (v/v),
2-50:49.5:0.5 methanol : voda : kyselina mravenci (v/v/Vv),
3-50:49.5: 0.5 methanol : voda : hydroxid amonny (v/v/v)).

Z uvedeného Obr. 22 plyne, ze nejvyssi plocha piku Bitrexu byla dosazena s pouzitim
pomocné sprejovaci kapaliny o slozeni 50 : 49.5 : 0.5 methanol : voda : hydroxid amonny
(V/IVIV). S pouzitim této sprejovaci kapaliny byly také dosazeny nejstabilnéjsi proudy pro
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separaci v kapilarni elektroforéze. Vysledek také koresponduje se skute¢nosti, Ze CE separace
Bitrexu je provadéna v bazickém pracovnim elektrolytu a tedy ptidavek hydroxidu amonného
do smési methanolu svodou je vhodngjsi nez piidavek mravenéi kyseliny. Pfitomnost
hydroxidu amonného ziejmé nema vliv na ionizaci kationtu Bitrexu, vzhledem k tomu, Ze se

jedna o permanentni kation.

4.5.2 Vliv prutoku pomocné sprejovaci kapaliny

DalSim sledovanym parametrem byl pritok pomocné sprejovaci kapaliny. Pratok byl ménén
v intervalu od 2 pl/min do 8 pl/min s vzdy s pfirGstkem 2 pl/min. Na Obr. 23 je zobrazena

zavislost plochy piku kationtu Bitrexu na pritoku pomocné sprejovaci kapaliny.
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Obr. 23: Vliv prutoku pomocné sprejovaci kapaliny na plochu piku Bitrexu
(1 — pratok 2 uL/min,

2 —4 pL/min,
3—6 uL/min a
4 — 8 uL/min).

Nejvyssi odezva (nejvyssi plocha piku) byla dosazena s vyuzitim pritoku 4 plL/min. Dalsi
optimalizace byly provadény s vyuzitim tohoto optimalniho pritoku pomocné sprejovaci

kapaliny o sloZeni methanol : voda : hydroxid amonny (50 : 49.5 : 0.5, v/V/v).
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4.5.3 Vliv teploty suSiciho plynu

Teplota susiciho plynu (dusiku) ovliviiuje desolvataci pfi sprejovacim procesu a ma
vliv na mnozstvi vzniklych ionti v plynné fazi. Vliv susiciho plynu na plochu piku kationtu
Bitrexu je na Obr. 24. Vliv teploty na plochu piku Bitrexu byl studovan v rozmezi teplot 100
az 300 °C s ptirastkem 50 °C.
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Obr. 24: Zavislost plochy piku na teploté zmlzujiciho plynu

(1100 °C,
2 150 °C,
3-200 °C,
4250 °C,
5300 °C).

Jak plyne z Obr. 24 je nejvyssi ucinnosti desolvatace a tedy nejvyssi plochy piku dosazeno pfi

teplote 200 °C. Tato teplota tedy byla déle pouZita pii dal$i optimalizaci.

4.5.4 Vliv sprejovaciho napéti

Nésledujicim optimalizovanym parametrem byl vliv sprejovaciho napéti na velikost
plochy piku kationtu Bitrexu. Sprejovaci napéti ma vliv na vytéznost vzniklych iontt

v iontovém zdroji a tedy na citlivost detekce.

49



Sprejovaci napéti bylo studovano v rozmezi +2.5 kV do +4.5 kV. Zavislost plochy piku

na sprejovacim napéti je zobrazena na Obr. 25.
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Obr 25: Zavislost plochy piku kationtu Bitrexu na vlozeném sprejovacim napé&ti
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Z uvedené zavislosti plyne, Ze nejvyssi citlivosti a také nejvysSsi hodnoty plochy kationtu

Bitrexu je dosazeno s vyuzitim sprejovaciho napéti + 4.0 kV. Nizs§i hodnoty pouzitého

sprejovaciho napéti vedly Kk nizsi citlivosti detekce Bitrexu. Naproti tomu vy$si hodnota

sprejovaciho napéti +4.5 kV vedla ke sniZeni citlivosti a k niZ§i opakovatelnosti ploch piku.

Finalni optimalni podminky separace a detekce Bitrexu s pomoci CE-ESI-MS jsou shrnuty

v nasledujici tabulce:

Tabulka 7: Optimalni podminky CE-ESI-MS stanovené Bitrexu

Slozeni separa¢niho elektrolytu 50 mM acetat amonny pH 10.0
Délka separacni kapilary 80 cm
Sprejovaci napéti +4.0 kV
Teplota zmlzujiciho plynu 200 C
Tlak zmlzujiciho plynu 10 psi
SloZeni pomocné sprejovaci kapaliny 50:495:05
(methanol :voda : hydroxid amonny, v/v/v)
Pritok pomocné sprejovaci kapaliny 4 ul/min
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Na Obr. 26 je zobrazen rekonstruovany SIM elektroferogram separace kationtu Bitrexu za

optimalnich podminek uvedenych v Tabulce 7.
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Obr. 26: Separace Bitrexu s pomoci CE-ESI-MS za optimalnich podminek. Optimalni
podminky jsou uvedené v Tabulce 7.

4.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie — studium fragmentace Bitrexu

Pro piesnou identifikaci pfitomnosti kationtu Bitrexu v analyzovych vzorcich je
mozné vyuzit méfeni tandemovych hmotnostnich spekter a vyuzit k identifikaci nékterého
Z vhodnych fragmentti, které vzniknou s vyuzitim kolizi indukovanou disociaci. Navic je

mozné provést citlivéjsi kvantifikaci Bitrexu s vyuzitim metody SRM (selective reaction

monitoring) jejiz princip byl popsan v teoretickém Gvodu diplomové prace.

Pro studium fragmentace kationtu Bitrexu byly zvoleny kolizni energie v rozmezi 10 az 20
eV, pificemz fragmentovan byl molekularni iont s hodnotou m/z = 325 odpovidajici

matetfském kationtu Bitrexu.

Kolizni MS/MS spektra byla méfena s vyuzZitim metody pfimého nastiiku do hmotnostniho
spektrometru pies kiemennou kapilaru kapilarni elektroforézy. VVzorek Bitrexu o koncentraci
1 mg/l by rozpustén v 50 mM acetatu amonného pH 10.0 a tlakem byl davkovan pies

kifemennou kapilaru do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru.
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Jednotlivd MS/MS spektra pro studované kolizni energie jsou zobrazeny na néasledujicim

obrazku.
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Obr. 27: MS/MS spektra fragmentace Bitrexu v zavislosti na velikosti kolizni energie.

Jak plyne z Obr. 27 Kktéméf uplné fragmentaci matefského molekulového iontu
dochazi pti vlozeni kolizni energie 20 eV. Nejintenzivnéjsi fragmenty odpovidaji pomé&ram
m/z = 223.1; 91.0 a 86.1. Pro kvalitativni potvrzeni pfitomnosti Bitrexu byl vyuzit ptechod
odpovidajici fragmentaci 325.1 -> 233.1 a pro kvantifikaci v SRM modu byl vyuzit prechod
odpovidajici fragmentaci 325.1 - > 86.1.

Jako optimalni kolizni energie byla pak v dalsim méfeni pii validaci a kvantifikaci

pouzit kolizni energie 20 eV a méfeni v SRM modu.

Vyvinutd metoda separace Bitrexu s pomoci CE-MS/MS byla ¢aste¢né validovana.
Sledovany byly stejné parametry jako v ptipadé separace Bitrexu s pomoci CE-DAD.
Vysledky validace jsou shrnuty v nasledujici tabulce:
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Tabulka 8: Vysledky ¢aste¢né validace stanoveni Bitrexu s pomoci CE-MS/MS

Limit detekce 23 ng/l
Limit kvantifikace 77 ngl/l
Intra-day opakovatelnost migra¢niho ¢asu | 1.21 %
(vyjadiena jakoe relativhi smérodatna
odchylka) n =5

Inter-day opakovatelnost migra¢niho casu | 3.84 %
(vyjadiena jako relatvni smérodatna
odchylka) n =5

Intra-day  opakovatelnost  plochy piku | 6.23 %
(vyjadiena jake relativhi smérodatna
odchylka) n = 5 (méfeno na koncentrani

hladiné 0.001 mg/mL)

Inter-day  opakovatelnost plochy piku | 8.9 %

(vyjadiena  jako relatvni smérodatna
odchylka) n = 5 (méfeno na koncentrani
hladiné 0.001 mg/mL)

Linearni rozsah

0.090 —1000 pg/l

Rovnice kalibracni primky

y = 134563x + 121 (R® = 0.9989)

4.7 Analyza realnych vzorki s obsahem Bitrexu s pomoci CE-MS/MS

Stejné jako v ptipadé CE-DAD byly vzorky s obsahem Bitrexu proméfeny s vyuzitim

vyvinuté metodiky CE-ESI-MS/MS. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny stejnym zptisobem

jako v ptipad¢ stanoveni s pomoci CE-DAD jak bylo uvedeno v kapitole 4.3, rozdil je pouze

V pouzitim fedéni.

Tabulka9: Méfené realné vzorky s obsahem Bitrexu a jejich zpusob piipravy pro ucely

stanoveni na CE-ESI-MS/MS.

Vzorek Uprava vzorku Vysledek méieni
Cisti¢ skla Redéni vodou 1:100 Pozitivni
Cisti¢ WC Redéni vodou 1:8 Pozitivni
Ratimor granule 250 mg v 100 ml Pozitivni
Nastraha proti mravenciim 30mg ve 25 ml vody Pozitivni
Détsky Sampon 50 mg ve 20 mL vody Pozitivni
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Vzhledem k tomu, ze limit kvantifikace pro metodu CE-ESI-MS/MS je vyrazné niz§i
mohl byt Bitrex identifikovan a kvantifikovan i ve vzorcich, kde s metodou CE-DAD je obsah
Bitrexu pod limitem detekce.

Vysledky dosazené s pomoci metody CE-ESI-MS/MS pro komer¢ni pfipravky obsahujici

Bitrex jsou uvedeny v nasledujici tabulce 10:

Tabulka 10: Vysledky stanoveni obsahu Bitrexu v komerénich ptipraveich ziskané pomoci
metody CE-ESI-MS/MS

Vzorek Koncentrace Bitrexu
Cisti¢ skla 165.0 mg/L
Cisti¢ WC 52.0ug/L
Ratimor granule 38.1ug/L
Nastraha proti mravencim 15.6pg/L
Détsky Sampon 5.3ug/L

oy

Vzhledem k tomu, Ze se podafilo stanovit obsah Bitrexu pouze v Cisti¢i skla s pouzitim
obou metod, lIze tyto ziskané vysledky porovnat. Jak bylo uvedeno mnozstvi Bitrexu
stanovené bylo 148 mg/L. Vysledek ziskany z méfeni na CE-ESI-MS/MS odpovida 165 mg/L
obsahu Bitrexu pro tentyz vzorek. Rozdil je dan rozdilnou technikou detekce, nicméné je

mozné konstatovat, ze ob€ metody poskytuji velmi podobné vysledky.

5.5 Stanoveni Bitrexu ve vzorku pan¢ovaného alkoholu pomoci CE-ESI-MS/MS

Vyvinuta metoda CE-ESI-MS/MS byla vyuzita pro stanoveni Bitrexu ve vzorku
pancovaného alkoholu. Pfi nelegélni vyrobé pancovaného alkoholu se pouziva denaturovany
alkohol, ktery se riznym nelegdlnimi postupy upravuje a zbavuje denaturantu. Bitrex je
jednou z denatura¢nich piisad, kterou lze rozlozit oxida¢nimi ¢inidly. Pro tento ucel se
vyuzivad nejCastéji prosttedku Savo. Zbytky nerozlozeného Bitrexu je mozné stanovit

v alkoholu a odhalit tak ptivod nelegalniho alkoholu.
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Pro ovéfeni vyvinuté metodiky CE-MS/MS separace, identifikace a stanoveni Bitrexu byl
analyzovan vzorek alkoholu pochazejici z nelegélni distribuce. Na Obr. 28 je zobrazen

rekonstruovany SRM elektroforegram separace Bitrexu v analyzovaném vzorku.

5 & o5 10 105 11
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obr. 28: SRM rekonstruovany elektroferogram separace Bitrexu ve vzorku pan¢ovaného
alkoholu.

Jak je patrné zelektroferogramu, je Bitrex ve velmi nizké koncentraci piitomen
Vv panfovaném alkoholu. Jeho koncentrace ve vzorku odpovida 22 ng/l. Jde o velmi nizké

mnozstvi nicméné pritomnost Bitrexu v tomto alkoholu je objektivné prokazana.
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S5 Zavér

Byly vyvinuty dvé metody separace a stanoveni Bitrexu, jako slozky, kterd se ptidava do
celé fady vyrobki jako extrémné hotka latka. Hotkd chut’ ma odradit ptipadné ndhodné poziti
takovych komerénich piipravka. Jde hlavné o piipravky z fad drogistického zbozi, jejichz
nahodné poziti by mohlo ohrozit zdravi ¢lovéka. Dalsi uziti Bitrexu spociva v jeho piidavku
pti znehodnoceni (denaturaci) alkoholu. Ilegdlni vyrobci alkoholu v nékterych ptipadech
vyuzivaji denaturovany alkohol Bitrexem k vyrobé alkoholickych napojl, pficemz se snazi

raznymi postupy Bitrexu v alkoholu zbavit.

Pro odhaleni piivodu alkoholu je nutné stanovit ptipadné zbytky Bitrexu v panovaném
alkoholu pomoci vhodné analytické techniky. Kapilarni elektroforéza je vyhodna technika,
nebot’ kation Bitrexu je permanentni kation (kvartérni amoniova baze) a je mozné ho tedy

separovat od ostatnich ptipadnych slozek.

V prubéhu feSeni diplomové prace byly vyvinuty dvé metody stanoveni Bitrexu, a to s
pomoci kapilarni elektroforézy se spektrofotometrickou detekci a s pomoci kapilarni
elektroforézy s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Zejména druha vyvinutd metoda
kapilarni elektroforézy s tandemovou hmotnostni spektrometrii je velmi citliva a umoziuje
také spolehlivou identifikaci Bitrexu ve vzorku. Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze citlivost
metody vyuzivajici tandemovou hmotnostni spektrometrii je nepoméerné citlivejsi (asi 26 tisic
krat). Pro spolehlivou identifikaci a stanoveni Bitrexu v pan¢ovaném alkoholu pro forenzni

ucely je tedy nutné vyuzivat metody CE-ESI-MS/MS.

Z tohoto divodu je tato metoda vhodna i pro forenzni ucely a svou jednoduchosti a

rychlosti miizu konkurovat zavedenym chromatografickym technikam.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CE
CGE
CID
CIEF
CITP
CZE
DAD
DNA
EOF
ESI
HPLC
LOD
LOQ
MEKC
MS
MS/MS

Ms"

PTFE
QaQ
SDS
SIM
SRM

UV-VIS

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni gelova elektroforéza

Kolizni indukovana disociace

Kapilarni izoelektricka fokusace
Kapilarni izotachoforéza

Kapilarni zonova elektroforéza
detektor s diodovym polem
Deoxyribonukleova kyselina
Elektroosmoticky tok

lonizace elektrosprejem

Vysokoucinna kapilarni chromatografie
Limit detekce

Limit kvantifikace

Micelarni elektrokinetickd chromatografie
Hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie
Vicestupiova hmotnostni spektrometrie
Izoelektrocky bod

Polytetraflourethylen

Trojity kvadrupdl

Dodecylsiran sodny

Monitorovani vybraného iontu
Monitorovani vybrané reakce

Ultrafialovo-viditelné spektrum
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