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Souhrn

Predlozena disertacni prace je zaméfena na nové pristupy v ovlivnéni selektivity v kapilarni
clektroforéze. Teoreticka Cast je rozd¢lena do péti hlavnich kapitol: kapilami elektroforéza (CE),
micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC), chiralni latky a jejich separace, pristupy
pro zvySovani citlivosti v CE a komplexace borat glukoza. Jednotlivé kapitoly popisuji teoreticke

zaklady pro experimentalni ¢ast.

Prvni ¢ast experimentalni prace je zaméfena na studium vlivu piidavku glukézy do boratového
pufru na chiralni separaci cetirizinu. Je znamo, ze diolové slouCeniny (sacharidy) tvori komplexy
s boratovym aniontem. Bylo tedy zkoumano, jaky vliv mohou mit tyto komplexy na chiralni separaci.
Jako prvni byla optimalizovana metoda pro separaci enantiomeru cetirizinu bez pridavku glukozy.
Vysledné slozeni pufru bylo: 500 mmol-1"! borat sodny pH 9,5 obsahujici 15 mg-ml!' S-p-CD. Dale byl
zkouman efekt pridavku glukozy a jeji koncentrace. Pfi pfidavku 1000 mmol 1" glukozy stacilo pouzit
1 mg-ml! S-B-CD, podafilo se tedy 15x snizit mnozZstvi selektoru. Dale bylo zkoumano, pro¢ ma vlastné
pridavek glukézy vliv na separaci. Byl studovan vliv typu pufru, typu sacharidu a pritomnosti
cyklodextrinu v pufru na chiralni separaci. Na zavér byla studovana tvorba komplext mezi boratovym
aniontem, glukézou, cyklodextrinem a cetirizinem pomoci hmotnostni spektrometrie s ionizaci

elektrosprejem.

Dalsi cast prace je vénovana vyvoji metody pro ultrastopové stanoveni oxaliplatiny a jejich
necistot. Oxaliplatina a jeji necistoty mohou byt pfitomny v ultrastopovych koncentracich v zivotnim
prostredi, kde negativné ovliviuji dalsi zijici organismy. Z duvodu stanoveni takto malych koncentraci
musela byt CE spojena s citlivym detektorem, v naSem piipad¢ s ICP-MS a musela byt pouzita ,,online™
prekoncentra¢ni technika ,.sweeping™ vhodna pro MEKC mod. Jako prvni tedy byla metoda vyvinuta
a optimalizovana pro UV detekci. Optimalizace zahrnovala optimalizaci pH, koncentrace pufru
a koncentrace pouzitého surfaktantu, v tomto pripad¢ aniontového surfaktantu, dodecyl sulfatu sodného
(SDS), a optimalizace doby davkovani. Vysledné slozeni pufru bylo: 25 mmol-1"! fosfat sodny pH 2,15
s 175 mmol-1"' SDS. Déle byla metoda vyvinuta pro UV detekci pievedena do ICP-MS, kde byla
provedena optimalizace slozeni pomocné kapaliny. Na zavér byly obé vyvinuté metody, jak sweeping-
MEKC-UYV, tak sweeping-MEKC-ICP-MS zvalidovany. Metoda sweeping-MEKC-ICP-MS byla také

pouzita pro analyzu oxaliplatiny a jejich ne€istot v modelovych vzorcich.



Summary

The submitted dissertation is focused on new approaches in influencing selectivity in capillary
electrophoresis. The theoretical part is divided into five main chapters: capillary electrophoresis (CE),
micellar electrokinetic chromatography (MEKC), chiral substances and their separations, approaches
used to increase sensitivity in CE, and complexation of borate with glucose. Individual chapters describe

theoretical fundaments for the experimental part.

The first part of the experimental work focuses on studying the effect of glucose addition to the
borate buffer on the chiral separation of cetirizine. It is known that compounds with diol groups
(carbohydrates) form complexes with borate anion. Therefore, it was examined what effect these
complexes can have on chiral separation. First, the method for the separation of cetirizine enantiomers
was optimized without glucose addition. The final composition of the buffer was: 500 mmol™' sodium
borate pH 9.5 containing 15 mg-ml!' S-B-CD. Furthermore, the effect of glucose addition and its
concentration was examined. The addition of 1000 mmol! glucose led to the 15 times decreased
consumption of S-B-CD (1 mg-ml!). Further, the research concerned the explanation of glucose's role in
dual chiral separation. The effect of buffer type, carbohydrate type, and cyclodextrin concentration in
the buffer on the chiral separation was studied. Finally, the formation of complexes between borate anion,

glucose, cyclodextrin, and cetirizine was identified by electrospray mass spectrometry.

The next part of the thesis is devoted to the development of the method for the determination of
oxaliplatin and its impurities at ultratrace levels. The trace amounts of oxaliplatin and its impurities can
negatively affect other living organisms in the environment. In this case, the CE was connected to the
ICP-MS, sensitive and selective detector, and ,.online” preconcentration technique ,.sweeping™ to
achieve reliable limits of detections. The development of the CE-UV method covered optimization of
concentration and buffer pH, the concentration of surfactant (sodium dodecyl sulfate (SDS)), and the
injection time. The final composition of the buffer was: 25 mmol-1"! sodium phosphate pH 2.15 with 175
mmol! SDS. In addition, the method developed for UV detection was transferred to ICP-MS, where the
sheath liquid composition was optimized. Finally, both developed methods, sweeping-MEKC-UV and
sweeping-MEKC-ICP-MS, were fully validated. The validated sweeping-MEKC-ICP-MS method was

subsequently used for the analysis of oxaliplatin and its impurities in model samples.
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1 Uvod

Vyhodou kapilarni elektroforézy oproti jinym separa¢nim technikam je jeji pouzitelnost pro
separaci Siroké Skaly latek, at uz velkych biomolekul, malych anorganickych iontii, organickych molekul
nebo latek chiralnich, za pouziti stale stejného analytického pristroje (poptipadg i stejné kapilary) pouhou
zménou separa¢niho modu. Dalsi vyhodou je jeji nejvyssi rozliSovaci schopnost ze vSech kapalinovych
separaCnich technik, které je dosazeno rovnym rychlostnim profilem elektroosmotického toku
a minimalni podélnou difuzi. V neposledni fadé je dobré zminit velmi malou spotiebu chemikalii
(nanolitrova spotieba vzorku a mikrolitrova spotieba separa¢niho pufru) a mensi zatéz pro zivotni
prostiedi (odpad z kapilarni elektroforézy je vétSinou tvofen vodnym separacnim pufrem s minimalnim

obsahem organickych latek) [1].

Rada biologicky aktivnich latek at’ uz prirodniho nebo syntetického pivodu je opticky aktivni,
a proto je potfeba mit analytické techniky vhodné pro separace izomeru téchto latek a pro kontrolu jejich
optické Cistoty. CE je velmi vhodnou technikou pro chiralni separace, at” uz diky velkému mnozstvi
rozdilnych chiralnich selektoru, které lze pouzit anebo diky jejimu Sirokému aplikacnimu rozsahu [2].
Mezi nejhojnéji pouzivané chiralni selektory v CE se fadi cyklodextriny [3]. Nevyhodou jejich pouziti
je relativné vysoka cena. Proto bude prvni ¢ast disertacni prace zamérena na snizeni mnozstvi pouzitého

chiralniho selektoru (S-B-CD) pii chiralni separaci enantiomeru cetirizinu.

Kapilarni elektroforéza v modech CZE a MEKC se béZzné pouziva pro stanoveni farmaceutik
v zivotnim prostiedi. Jelikoz jsou farmaceutika pfitomna v zivotnim prostfedi ve velmi nizkych
koncentracich, je potieba vyvijet analytické metody s dostate¢n¢ nizkymi mezemi detekce [4].
Nevyhodou standardni CE-UV jsou vysoké meze detekce a stanovitelnosti zpusobené davkovanim
mensiho mnozstvi vzorku do kapilary (fadove jednotky nl) a kratkou optickou drahou (dana prumérem
kapilary) v ptipad¢ UV/Vis detekce. Toto omezeni CE muze byt minimalizovano pouZzitim
prekoncentracnich technik, spojenim CE s detektory dosahujicich velmi nizkych mezi detekce anebo
jejich kombinaci. Dalsi ¢ast prace bude tedy zaméfena na vyvoj metody pro ultrastopovové stanoveni

oxaliplatiny a jejich platinovych necistot pomoci CE-ICP-MS.



2  Teoreticka ¢ast

2.1 Kapilarni Elektroforéza

Elektroforéza je definovana jako rozdilny pohyb nabitych castic (iontt) v elektrickém poli
vyvolany piitazlivymi nebo odpudivymi silami. Jako separatni technika byla poprvé predstavena
Tiseliem v roce 1937 separaci smési proteinti. Smés proteint byla umisténa do trubice mezi nadoby
s roztokem pufru a po aplikaci el. pole zacaly slozky vzorku migrovat riznou rychlosti podle jejich

naboje a mobility [5, 6]. Schéma prvni pouzit¢é aparatury je na Obr. 1.

¥

Obr. 1 Aparatura elektroforézy od Tiselia. Prevzato z publikace [6].

Toto uspotradani mélo své nedostatky zpusobené tepelnou difuzi a proudénim. V soucasnosti je
proto elektroforéza provadéna ve dvou uspotradanich minimalizujicich tepelnou diftizi a proudéni: plosna

gelova elektroforéza, anebo kapilarni elektroforéza. Jejich porovnani je v Tab. 1.



Tab. 1 Srovnani plosné a kapilarni elektroforézy. Prevzato a upraveno z publikace [5].

Plo$na elektroforéza Kapilarni elektroforéza (CE)
+ Separace probiha v polyakrylamidovém | <+ Separace probiha v kiemenné kapilafe
nebo agarozovém gelu % Separace Siroké skaly molekul (aminokyselin,
¢ Separace biologickych makromolekul chiralnich latek, anorganickych ionta, peptidi,
- Dlouha doba analyzy, nizka ucinnost, fragmenti DNA...)
problémy pfi detekcei + Kratka doba analyzy, vysoka ucinnost, snadna
detekce

Klicovymi rysy kapilarni elektroforézy je jeji obecné jednoducha instrumentace, nizka spotieba
vzorku, chemikalii a rozpoustédel. Schéma systému CE je na Obr. 2. Elektroforeticka separace probiha
v kfemenné kapilare naplnéné separacnim pufrem/zakladnim elektrolytem (BGE) jejiz oba konce jsou
vedeny skrze elekrody do vialek se separa¢nim pufrem. Vzorek je nadavkovan do kapilary po zaméné
vialky (vétSinou zdrojové) za vialku se vzorkem a aplikaci elektrického napéti, anebo tlaku. Po

opakované zaméng vialky se vzorkem za zdrojovou vialku a aplikaci el. napéti probiha samotna separace.

Kapilara

Pocitac

Katoda

Zdrojova vialka Vzorek Cilova vialka

L Zdroj vysokého napéti J

Obr. 2 Systém kapilami elektroforézy. Ilustrace autora.



Zakladnimi kroky CE analyzy tedy jsou:

a) Promyti kapilary hydroxidem sodnym, vodou a nasledn¢ separacnim pufrem pied prvnim
pouzitim a mezi experimenty. V ptipad¢ pouziti kyselych pufri se miize promyvat i HCI pro
zlepSeni opakovatelnosti analyz (NaOH-H,O-HCI-H>O-pufr nebo mezi analyzami HCI-H,O-
pufr).

b) Naplnéni zdrojové vialky, kapilary a koncové vialky zakladnim elektrolytem (obvykle vodny
roztok separac¢niho pufru) a promyti kapilary pufrem.

¢) Nadavkovani vzorku do kapilary a aplikace elektrického napéti.

d) Migrace a separace analytt uvniti kapilary po aplikaci el. napéti.

e) Detekce analyti v detektoru a ziskani vysledki analyzy ve formé elektroferogramu [7].

V nasledujicich odstavcich budou popsany teoretické a praktické aspekty kapilarni

elektroforézy: instrumentace, princip separace a jednotlivé mody CE.

2.1.1 Instrumentace kapilarni elektroforézy

Zdroj vysokého napéti: Ugelem zdroje vysokého napéti je poskytovani napéti, proudu a vykonu
potiebnych pro pribch elektroforézy. Zdroj v CE umoziuje pracovat nejenom za konstantniho napéti,
ale i proudu a vykonu. Jeho pomoci je také mozné ménit polaritu elektrod a pracovat za gradientu napéti,

proudu nebo vykonu.

Zavadéni vzorku: Narozdil od HPLC a GC kde je vzorek davkovan do tekouci kapaliny, anebo
proudu plynu, vzorek v CE je davkovan do kapilary, kterou soucasné neprotéka pufr. Prvni je totiz
vzorek nadavkovan do kapilary, a az poté je vkladano napéti, které vyvolava pohyb kapaliny uvnitt
kapilary. Vzorek muze byt davkovan ze vzorkové vialky do kapilary hydrodynamicky nebo
elektrokineticky.

Kapilara: Kapilary pro CE mohou byt zhotoveny ze tfi materialti: skla, teflonu nebo taveného
oxidu kremicitého. V soucasnosti se jiz odstoupilo od pouzivani klasickych sklenénych kapilar
(nepropousti vlnové délky pod 280 nm) a teflonové kapilary jsou jiz vyhradné pouzivany pro
izotachoforézu s vodivostni detekci. Ve vétSing pripadu jsou tedy pouzivany kapilary z oxidu

kremicitého. Kvuli kichkosti taveného kiemene jsou kapilary pokryté ochranou vrstvou polyimidu, ktera



je vSak nepropustna pro UV/Vis zafeni, z tohoto duvodu se pro spektrofotometrickou detekcei tato vrstva

z povrchu kapilary odstranuje opalenim nebo mechanicky skalpelem.

Termostat: Termostatovani kapilary je dulezité¢ pro ucinné odvadéni Jouleova tepla z jejiho
povrchu a pro dosazeni reprodukovatelnych vysledku analyz. Kapilara muze byt termostatovana dvéma

zpusoby: proudicim vzduchem, anebo kapalinou.

Detektor: Mezi nejbéznéji pouzivané detek¢ni techniky v CE patfi: pfima a nepfima UV/Vis
detekce, prfima a nepfima fluorescence, laserem indukovana fluorescence (,.Laser-induced
Sfluorescence™, LIF), vodivostni a amperometricka detekce a v neposledni fadé hmotnostné

spektrometricka detekce (,,Mass spectrometry™, MS).

+ Detektor s diodovym polem (,,Diode array detector®, DAD) je nejCastéji pouzivanym typem
UV/Vis detektoru. Schéma jeho usporadani je na Obr. 3. Zareni ze zdroje (deuteriova lampa)
prochazi skrz kapilaru ptes vypalené okynko v polyimidu, rozklada se na holografické mfizce
a dopada na soubor fotodiod (obvykle 200-500). Na jednotlivé fotodiody dopada zareni o velmi

uzkém intervalu vinovych délek [3].

pevna

zdroj svétla I kapilédra mrizka
Stérbina

diodové pole

Obr. 3 Schéma DAD. Ilustrace autora.



+* Molekulova hmotnostni spektrometrie je univerzalni detcktor pro CE umoziujici vysoce
citlivou a selektivni kvalitativni i kvantitativni analyzu Sirokého spektra latek a presné stanoveni
jejich relativnich molekulovych hmotnosti a ur¢eni jejich molekularni struktury. Pro spojeni CE-
MS je nejcastéji pouzivana ionizace elektrosprejem (,,Electrospray ionization®, ESI) a tii typy
rozhrani: 1) bez pridavné kapaliny, 2) s pfidavnou kapalinou a 3) kapalinovy spoj [8].
Nejpouzivangjsi typ rozhrani je s piidavnou kapalinou (Obr. 4). Pro toto rozhrani je typicke
souosé usporadani, kdy je separacni kapilara umisténa v dalsi kapilate, kterou proudi pridavna
kapalina a jejim prostfednictvim je uzavien separacni okruh a je na ni vloZeno sprejovaci napéti.
Obe kapilary, jak separacni, tak sprejovaci usti v iontovém zdroji, kde dochazi k miseni ptidavné
kapaliny a ,.eluentu®. Pfidavna kapalina ma krom¢ vytvoreni vodivého spojeni za tikol vytvaret
stabilni elektrosprej, protoze nizky pritok kapaliny separacni kapilarou nemusi byt pro stabilni
elektrosprej dostatecny. Pro CE-ESI-MS spojeni je také dulezité pouzivat t¢kavé pufry

(nejCastéji mravencan a octan amonny ), aby nedochazelo k zanaseni iontového zdroje [8, 9].

b
b d
a \ a
1
f e
P .f\\\ efl
+* to’ * d
+ :: X@ ;’ ‘0 o

Obr. 4 CE-ESI-MS spojeni s pomocnou kapalinou: a) zmlzujici plyn, b) pomocna kapaliny, c) CE

kapilara s BGE, d) nerezova sprejovaci jehla, €) vnéjsi trubice a f) uzemnéni. Prevzato z publikace [9].

+* Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) — detailni popis je

uveden v kapitole 2.4.1.



2.1.2 Teorie kapilarni elektroforézy
Sily pusobici na ionty pii CE separaci

Na ionty v kfemenné kapilare naplnéné separacnim pufrem puisobi dv¢ sily, elektrostaticka sila
F; a kni opacna sila tfeci F». Po aplikaci separa¢niho napéti jsou tyto dvé sily v rovnovaze a plati

Rov. 1.
qE = 6mnrvey, (1)

kde g je naboj Castice, E je intenzita elektrického pole (V-cm™), n je dynamicka viskozita roztoku
(kg'm!-s), r je hydrodynamicky polomér Castice (m) a v, je elektroforeticka rychlost (m-s™).
Elektroforetickou rychlost ¢astice vyjadiuje Rov. 2, kde w., je elektroforeticka mobilita (cm?-V-!-s),

kterou popisuje Rov. 3.

Vep = ,UepE (2)
-1
Hep = 6nnr (3)

Elektroforeticka mobilita Castic zavisi pfimo umérné na jejich naboji a nepfimo umérné na jejich
poloméru a viskozité prostiedi. Pro neutralni ¢astice je mobilita nulova, protoze ¢ = 0.

Hodnoty elektroforetickych mobilit, které najdeme v tabulkach, jsou fyzikalni konstanty
a vztahuji se pro nekonecn¢ ziedéné analyty. Tyto hodnoty tabulkovych mobilit se v§ak 1isi od hodnot
mobilit stanovenych experimentalné, z tohoto duvodu se zavadi nova veli¢ina: efektivni mobilita y.4

berouci v potaz stupen ionizace (disociace) analytu a (Rov. 4) [5].

Beff = O " Uep @

Efektivni mobilita je zna¢né zavisla na pH a slozeni separa¢niho pufru. Pro dany ion a separacni pufr je
pii dané teploté efektivni mobilita charakteristickou konstantou, a tedy zménou pufru mizeme ovlivnit
selektivitu separace smési iontu [3].

V kapilarni elektroforéze se krom¢ rozpusténych iontti pohybuje v kapilafe pod vlivem el. pole
i elektrolyt. Tento tok kapaliny v kapilafe se nazyva elektroosmoticky tok (,.Electroosmotic flow*, EOF).
Predpokladem vzniku EOFu je pritomnost elektrickych nabojt na vnitini stén¢ kapilary. Vnitini st€nu

kapilary mazeme ,,nabit™ ionizaci funk¢nich skupin na jejim povrchu anebo adsorpci iontii a dalSich



komponent z elektrolytu na sténu kapilary [3, 7]. V pripad¢, Ze je kiemenna kapilara naplnéna pufrem
o pH vyssim nez 3, podl¢haji silanolové skupiny disociaci za tvorby silanoatii, a tim ziskava sténa
kapilary zaporny naboj. Negativni naboje na sténé kapilary pritahuji kationty z elektrolytu a vytvareji
fixni (Sternovu) vrstvu kationtti. Ne vSechny negativni naboje na stén¢ kapilary jsou v§ak kompenzovany
kationty z fixni vrstvy, a proto se formuje sekundarni (mobilni) vrstva kationtt, ve které nejsou kationty
tak siln¢ vazany. Tyto dveé vrstvy spolec¢né tvori dvojvrstvu kationtti (Obr. 5). Pusobenim el. pole se
mobilni vrstva kationtli 1 se¢ svymi solvatacnimi obaly pohybuje smérem ke katodé, a tim vyvolava

nuceny tok kapaliny uvnitf separa¢ni kapilary, ktery ma plosny profil [3, 7, 10].

Dvojvrstva

Sténa kapilary

Anoda Smér elektroosmotického toku Katoda

Obr. 5 Diagram tvorby elektrické dvojvrstvy. Ilustrace autora.

Na hranici dvou vrstev vznika potencialovy rozdil nazyvany zeta potencial . Elektroosmoticky
tok je pfimo umérny zeta potencialu a zeta potencial je pfimo umérny tloustce dvojvrstvy J, hustoté

naboje na povrchu kapilary e a neptimo umérny dielektrické konstant¢ elektrolytu & (Rov. 5) [7].

(= 4noe/e 5)
Hustota naboje na povrchu kapilary je zavisla na pH, proto miizeme zménou pH pufru ovlivnit velikost

zeta potenciadlu a tim 1 velikost EOFu (s vyssim pH roste velikost EOFu). Tloustka dvojvrstvy je zase
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zavisla na koncentraci elektrolytu, proto miizeme zménou koncentrace elektrolytu ovliviiovat velikost
zeta potencialu a tim i EOF (s vy$$i koncentraci klesa velikost EOFu).
Velikost elektroosmotického toku je vyjadfovana elektroosmotickou mobilitou geor (Rov. 6),

kde 7 je viskozita elektrolytu (kg-m-s7), ¢ je dielektricka konstanta elektrolytu a {'je zeta potencial.

a4

MEOF = E’ (6)

Experimentaln¢ zméfime velikost EOFu nadavkovanim neutralniho a se slozkami pufru
neinteragujiciho markeru (methanol, formamid, mesityloxid) do kiemenné kapilary naplnéné separacnim
pufrem. Po aplikaci napéti se bude neutralni marker pohybovat kapilarou rychlosti EOFu. Z migra¢niho
Casu markeru 7., a délky kapilary / (od inletu po detektor) vypocitame rychlost elektroosmotického toku

veor (Rov. 7).

VEOF = l/tnm (7)

Elektroforeticka separace kationti a anionta

Pusobenim elektrického pole se Castice obsazené ve vzorku pohybuji v kapilare riznou rychlosti
(elektroforetickou mobilitou) ¢imz dochazi k jejich separaci. V pripadé nemodifikované kiemenné
kapilary a dostatecné velkého EOFu (#ror > pep) jsme schopni od sebe odseparovat kationty, anionty

a neutralni latky v jednom kroku, a to v nasledujicim pofadi. Prvni detektoru dosahnou kationty, jejichz
+)

obs

zdanliva mobilita p_ ;7 je dana souctem jejich elektroforetické mobility ug;) a mobility EOFu. Dale

detektorem prochazeji nerozseparované neutralni latky, které se pohybuji rychlosti EOFu. Jako posledni
=)

obs J€ dana rozdilem mezi elektroosmotickym

detektoru dosahnou anionty, jejichz zdanliva mobilita

tokem a jejich elektroforetickou mobilitou ug;) (Obr. 6).



EOF

SISIGIGICISICICICISICICISICCICICICISICISIS

Mots' = Pegs - Peg!? oo™ = eoe + Pleg!™!
Msos G —

SISCICISICCICICICSISICICSICICICSISISIS)

Obr. 6 Ukazka separace negativné nabité¢ho, pozitivné nabitého a neutralniho analytu. Ilustrace autora.

Optimalizace podminek elektroforetické separace

Optimalizace elektroforetickych podminek je nedilnou soucasti vyvoje analytické metody. Je

dilezité zvolit co nejvhodnéjsi CE podminky pro dosazeni co nejucinnéjsi a opakovatelné separace

analyt. Optimalizovany jsou nasledujici parametry:

@
0’0

Polarita elektrod — Pii normalni polarité elektrod (anoda je umisténa ve zdrojové vialce a katoda
v cilové vialce) je tok kapaliny v kapilare veden od anody ke katodé ve sméru EOFu. V pripad¢, ze
je pozadovana zména sméru EOFu od katody k anod¢, napt. pokrytim kapilary kationtovym
surfaktantem, mélo by dojit i ke zmén¢ polarity elektrod tak, aby byla anoda lokalizovana za
detektorem (v cilové vialce). Také v pripad¢ analyzy aniontii a potlaceného EOFu musi dojit ke

zméné polarity elektrod tak, aby byly anionty schopné doputovat k detektoru [3].

Napéti — ZvySenim napéti (intenzity elektrického pole) zkratime Cas analyzy a zlepSime t¢innost
separace. Pro dan¢ podminky (slozeni, koncentrace, pH pufru, délka a prumér kapilary) vzdy existuje
maximalni napéti, které bychom neméli prekrocit [11]. Pii prekroceni tohoto napéti dochazi
k nadmérnému generovani Jouleova tepla uvnitt kapilary, které muze vést az k preruseni

elektrického obvodu (napf. vznikem bublinek — var elektrolytu).
Teplota — M¢la by byt kontrolovatelna a po celou dobu analyzy fixni. Pii dostate¢né selektivite

separace muzeme zvySenim teploty vylepsit tvar pikt, zkratit ¢as analyzy a také docilit priznivych

konformacnich zmén v pripadé separace chiralnich latek [12].
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« Délka a pramér separa¢ni kapilary — Maji také vliv na separaci. V pripad¢ delsi kapilary je
dosazeno prodlouzeni migracnich €ast a tim lepsSiho rozliSeni analytii. Mizeme také aplikovat vyssi
napéti nez v pripadé kratSich kapilar. V pripad¢ kapilar s men$im primérem muzeme rovngz
aplikovat vysSi napéti a pouzivat vice koncentrované pufry, a diky tomu ovliviiovat rozliSeni

separovanych analyta [13].

« Pufr — Kritickym parametrem ovliviiujicim separaci je volba pufru. Pfi vybéru pufru musime brat
v potaz jeho stabilitu, pouzity detekéni systém arozsah pH, ve kterém muize byt dany pufr pouzitelny
(pKa £ 1). pH pufru ovliviiuje disociaci/ionizaci analyti, které jsou slabé kyseliny nebo zasady,
a tim jejich elektroforetickou mobilitu. Také ovliviiuje disociaci silanolovych skupin na povrchu
kapilary a tim velikost EOFu. Koncentraci pufru volime v zavislosti na délce a priméru kapilary
a aplikovaném napéti. ZvySenim koncentrace pufru snizujeme EOF, a tim prodluzujeme dobu
analyzy a zlepSujeme rozliSeni. Do pufru se také mohou pridavat dalsi aditiva (napt. SDS), které

ovliviyji selektivitu separace [3].

2.1.3 Mody kapilarni elektroforézy

CE stejné jako HPLC miize probihat v ruiznych moddech. Nejcastéji pouzivané mody jsou
kapilarni zonova elektroforéza (,,Capillary zone electrophoresis®, CZE), micelarni elektrokineticka
chromatografie (,Micellar electrokinetic chromatography*, MEKC), kapilarni gelova elektroforéza
(,.Capillary gel electrophoresis®, CGE), kapilarni izoelektricka fokusace (,.Capillary isoelectric
focusing™, CIEF) a kapilami izotachoforéza (,,Capillary isotachophoresis®, CITP). Vhodny mod CE
vybirame podle povahy analyti. Jednotlivé mody se Casto dopliuji, jelikoz rozdilné mody poskytuji
rozdilnou selektivitu separace analyti. Napt. Bo a kol. srovnavali selektivitu jednotlivych modia CE pro
separaci xanthont [14] a Taylor a kol. srovnavali selektivitu CZE a MEKC pro separaci antimalarik [15].
« CZE je hojné pouzivany a relativné¢ jednoduchy mdéd CE vhodny pro separaci téméf vsech

ionizovatelnych latek, které jsou rozpustné v separa¢nim pufru, at” uz malych anorganickych ionti
[16] ¢i velkych makromolekul [17]. Kapilara, zdrojova a cilova vialka jsou naplnény pufrem

konstantniho slozeni a analyty jsou separovany na zakladé rozdilnych pomért naboj/velikost.

« MEKC je mdd vhodny pro separaci neutralnich latek a je podrobnéji popsan v kapitole 2.2.
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+ CGE je mod vhodny pro separaci oligonukleotidu [18], fragmentit DNA [19] a proteina [20].
Kapilara je zde naplnéna gelem (polyakrylamid, polyakrylamid/bisakrylamid, dextran, agar6za) [7]
a analyty jsou separovany na zakladé¢ molekularn¢ sitového efektu podle jejich molekulové

hmotnosti.

¢ CIEF je dalsi mod CE vhodny pro separaci proteini a amfoternich slouCenin (peptidy
a aminokyseliny) [20, 21]. Kapilara je naplnéna smési analytii a amfolyti a po aplikaci el. pole
formuji amfolyty pH gradient uvnitf kapilary a analyty se fokusuji do uzkych zon podle jejich

izoelektrickych bodu (,.Isoelectric point™, pI) a nasledné jsou mobilizovany.

« CITP je mod CE, ve kterém je kapilara naplnéna dvéma elektrolyty s rozdilnou mobilitou (vedoucim
a koncovym elektrolytem). V pripad¢ separace aniontu je kapilara naplnéna vedoucim elektrolytem
obsahujicim anion s nejvétsi mobilitou a koncovym elektrolytem obsahujicim anion s nejmensi
mobilitou, po vlozeni napéti jsou anionty v kapilate sefazeny podle mobilit od nejvétsi po nejmensi
a po dosazeni rovnovahy migruji k detektoru stejnou rychlosti danou rychlosti vedouciho aniontu

[22].

Po popsani teoretickych a praktickych aspektt kapilarni elektroforézy budou nasledujici
kapitoly zaméfeny na podrobnéjsi popis MEKC, chiralnich latek a jejich separace, metod zvysSeni

citlivosti v CE a komplexace borat glukéza.

2.2 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

MEKC byla poprvé predstavena Terabem a kol. a zpocatku ji nazyvali ,elektrokineticka
separace” [23] a pozdé&ji ,.elektrokineticka chromatografie” [24] kvuli jeji podobnosti s kapalinovou
rozdélovaci chromatografii. V souCasnosti se nazyva ,micelarni elektrokineticka kapilarni
chromatografie™ [25, 26], kombinuje totiz separatni mechanismus chromatografie s elektroforetickym
a elektroosmotickym pohybem rozpusténych latek a pufru. Vyvoj] MEKC byl vyznamny pro samotnou
CE, bez ni by byla totiz aplikovatelnost CE limitovana jenom na separaci nabitych analytl, separace

elektricky neutralnich latek pomoci CZE totiz nebyla mozna [7].
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2.2.1 Surfaktanty

Surfaktanty jsou amfifilni molekuly obsahujici hydrofobni ¢ast (napiiklad fet€zec uhlovodiki)
a polarni nebo iontovou koncovou skupinu. Podle koncové skupiny mohou byt surfaktanty rozdéleny na
aniontové, kationtové, neiontové a zwitteriontové. Podle povahy hydrofobni ¢asti mohou byt rozdéleny
na uhlovodikové, fluorokarbonové anebo na soli ZluCovych kyselin [27]. Piehled pouzivanych
surfaktantt je uveden v Tab. 2.

Surfaktanty se po ptidavku do vodného roztoku v nadkritické micelarni koncentraci agreguji za
tvorby sférickych tutvart (micel). Kazdy surfaktant ma specifickou hodnotu kritické micelarni
koncentrace (,,Critical micelle concentration™, CMC) a agregacniho Cisla (,, Aggregation number™, AN).
AN udava pocet molekul surfaktantu tvoticich micelu. Jadro micel je tvoreno hydrofobnimi ¢astmi
surfaktantu a hydrofilni ¢asti surfaktantu jsou orientovany vn¢ do vodného elektrolytu. Vybér surfaktantu
vhodného pro danou analyzu zavisi na povaze analytu, na rozpustnosti surfaktantu a na jeho CMC.
Nejcastéji pouzivanym surfaktantem je SDS diky jeho vysoké stabilité, nizké UV absorpci, rozpustnosti
a dobr¢ dostupnosti [3].

Tab. 2 Prehled nékterych surfaktantii pouzivanych v MEKC a jejich CMC a AN. Pievzato a upraveno
z publikace [7].

Surfaktant CMC (mmol-I') AN
Aniontové

Dodecyl sulfat sodny (SDS) 8,7 62

Sodna sul kyseliny cholové 14 2-4

Sodna sul kyseliny glykocholové 13 2
Kationtové

Cetyl trimethylamonium bromid (CTAB) 1,3 78

Cetyl trimethylamonium chlorid (CTAC) 1

Dodecyl trimethylamonium bromid (DTAB) 14 50
Neiontové

Triton X-100 0,24 140
Zwitteriontove

CHAPSO 8 11

CHAPSO - 3-([3-Cholamidopropyl]dimethylamonio)-2-hydroxy-1-propansulfonat
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2.2.2 Princip MEKC

Principem metody je rozdélovani latek mezi dvé faze, , micelarni (pseudostacionarni, tvofenou
micelami) a ,,vodnou™ (tvorenou pufrem). Ve vodé nerozpustné hydrofobni latky vstupuji do dutiny
micel, a naopak hydrofilni latky zistavaji ve vodném roztoku pufru. Zbytek latek lezicich nékde mezi
témito dvéma extrémy se bude rozdélovat mezi micely a vodny roztok pufru na zakladé jejich
hydrofobicity [7].

Od zacatku predstaveni této metody se predpokladalo, ze retence latek v MEKC je zavisla
prevazné na hydrofobicit¢ analyti. Hydrofobni interakce hraji hlavni roli pfi interakci mezi analytem
a micelou, nicméné variace v migracnich pofadich analytl, objevujicich se pfi pouziti rozdilnych
pseudostacionarnich fazich, naznacovali i existenci dalSich typu interakcei. Yang a Khaledi [28] pouzili
Kamletiv a Taftav [29, 30] vztah pro linearni solvatacni energii (,,Linear solvation energy relationship®,
LSER) ke kvantitativnimu popisu retence v MEKC berouci v potaz strukturni vlastnosti analytu

(Rov. 8).
log k'= SPo+ mV;/ 100 + sa* +bp +aa, ®

kde &’ je kapacitni faktor, SPy je regresni konstanta, (m, s, b, a) jsou koeficienty a predstavuji vlastnosti
micelarnich systému. Hodnoty téchto koeficienti jsou uvedeny v Tab. 3 a (Vi, 7*, a a ) popisuji
vlastnosti rozpusténé latky. V;je molarni objem, 7* kvantifikuje dipolaritu/polarizovatelnost, a je sila
rozpus$téné latky jako donoru vodikové vazby (acidita) a f je sila rozpusténé latky jako akceptoru

vodikové vazby (bazicita).

Tab. 3 Priklady koeficienti v LSER modelu pro ruzné pseudostacionarni faze. Prevzato

a upraveno z publikace [27].

MEKC systém SPy m s b a

0,02 M SDS - 1,87 4,00 -0,25 -1,79 0,16
0,04 M SDS - 1,49 3,95 -0,26 - 1,80 -0,18
0,06 M SC - 1,62 3,89 -0,27 -2,88 0,23
0,08 M SC -1,38 3,82 -0,32 -2,85 0,18
0,01 M C14TAB - 1,78 3,96 -0,26 -2,75 0,99

SDS — dodecyl sulfat sodny, SC — cholat sodny, C14TAB — tetradecyl trimethylamonium bromid
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Z dat vyplyva, ze dilezitou roli pti retenci v MEKC také hraje velikost rozpusténé latky, protoze
hodnoty koeficientu m jsou nejvétsi v LSER modelu. Kladna hodnota koeficientu indikuje, Ze objemnéjsi
molekuly jsou zadrzeny v MEKC déle. Dale vyraz mV,/100 v rovnici odpovida hydrofobnim interakcim
v MEKC. V neposledni tfadé ma také koeficient b velkou hodnotu a to indikuje, ze druhym
akceptor a rozpoustédlo jako donor. Negativni znak pred b indikuje, ze kdyZ je rozpusténa latka silngjSim

akceptorem (silngjsi baze), tak bude mén¢ interagovat s micelami a bude méné zadrzovana.

Na prikladu nejcastéji pouzivaného surfaktantu SDS si nazorn¢ ukazeme princip MEKC. SDS
micely jsou zaporné nabité a pohybuji se vlastni elektroforetickou mobilitou ve sméru od katody k anodé.
V pripad¢, ze je mobilita elektroosmotického toku vétsi nez elektroforeticka mobilita micel, jsou micely
tazeny ve sméru EOFu (od anody ke katod¢ skrze detektor). Analyty jsou rozdélovany mezi SDS
micelami a pufrem. Cas, ktery stravi v micelach, je pfimo umémy jejich hydrofobicits. Ve vodg
rozpustné hydrofilni latky nevstupuji do micel a travi veskery sviij ¢as v pufru, migruji jako prvni,
rychlosti EOFu #y. Extrémn¢ hydrofobni latky naopak travi veskery svij ¢as v micelach a migruji jako
posledni, rychlosti micel #,... Latky ¢astecné rozpustné v micelach se rozdé€luji mezi micelami a pufrem
na zaklad¢ jejich distribu¢nich koeficientu a migruji mezi asy o a t,.c (Obr. 7). Pro stanoveni migrac¢nich

cast o a te Se pouzivaji markery methanol a Sudan III [7, 24, 27].

N
?S ?b = 5 5
o—N—6 o—N—0 i
6 o . 6 +eo (D)
Anoda G—ES—G G—E;@ h : Katoda
s
& /

Obr. 7 Schématicka ilustrace MEKC v kapilare. Popis: M jsou micely s negativnim nabojem, ruzové
ctverce reprezentuji hydrofilni ve vod¢ rozpustné analyty, zelené kruhy reprezentuji hydrofobni
v micelach rozpustné analyty a zluté trojuhelniky reprezentuji analyty, které se rozdé€luji mezi micely

a vodny roztok pufru. Tlustrace autora.
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Krom¢ neutralnich analyti mohou byt pomoci MEKC uspésné separovany i analyty s nabojem.
Separace nabitych latek v MEKC je zavisla na tfech faktorech: na jejich vlastni elektroforetické mobilité,
na iontovych interakcich siontovymi micelami a na distribu¢nich koeficientech mezi micelarni fazi

a pufrem [31].

2.2.3 Ovliviiovani selektivity v MEKC

Selektivita nam rika, jak daleko od sebe jsou prilehlé rozpusténé latky pri pruchodu detektorem,
a to odpovida vzdalenosti mezi vrcholy prilehlych piku v elektroferogramu. Selektivita je dana rovnici
(Rov. 9), kde t, a ¢; jsou migra¢ni Casy prilehlych piki (> je migraéni ¢as pomalejsi latky) a tun je

migracni cas neutralniho markeru.
o = (IZ - tnm)/(tl - tnm) (9)

Preskupenim rovnice a dosazenim vztahi pro vypocet elektroforetické rychlosti a mobility
z elektroferogramu ziskame rovnici (Rov. 10), kde u;a u» jsou elektroforetické mobility rozpusténych

latek.
o = ui/ s konst. (10)

Z této rovnice je patrné, ze selektivita je zavisla na rozdilech v elektroforetickych mobilitach analyta,

tudiz jakykoliv faktor, ktery ovlivni mobilitu analytu, bude mit vliv i na selektivitu[7].
V pripadé¢ MEKC ovliviji selektivitu nasledujici faktory:

+ Typ surfaktantu a kombinace vice surfaktanti: Otsuka a kol. porovnavali vliv SDS a cetyl-
trimethylamonium bromidu na separaci aminokyselin a zjistili, Ze se separace analyti kompletn¢ 1isi
za pouziti rozdilnych surfaktanti [32]. Trone a Khaledi zkoumali obecné vliv Sesti aniontovych
surfaktant na selektivitu v MEKC [33]. Z hlediska selektivity byly testovany i kombinace SDS
a Tween 20 [34, 35], SDS a oktyl sulfat sodny [36] a SDS a Brij-35[37]. Pouziti kombinaci SDS

a Tween 20, Brij-35 a oktyl sulfatu sodného vedlo ke zlepseni separace studovanych analytu.

< pH: v pfipadé nabitych sloucenin mize zména pH pufru vézt ke zmén¢ disociace t¢chto sloucenin
a jejich naboje, a tim muze ovlivnit jejich elektroforetické mobility a interakce s micelami [38].
Selektivita pro neutralni molekuly muze byt ovlivnéna pH pfes zménu iontové sily roztoku

elektrolytu, a to miize vézt ke zmeéné rozdélovacich koeficientti mezi vodnou a micelarni fazi [39].
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Teplota: ovliviiyje distribuc¢ni koeficienty analyti a tim jejich selektivitu. V pripad¢é iontovych
analyth muze zména teploty vézt ke zméné pKa analytu a rozdilnym interakcim mezi analytem

a micelami [40].

Koncentrace, sloZzeni pufru a koncentrace surfaktantu: Michaelsen and kol. testovali vliv
koncentrace SDS na separaci aminokyselin. Pfi zmén¢ koncentrace SDS z 100 na 180 mmol-1"' se
meénilo migracni poradi nékterych aminokyselin a pii uritych koncentracich SDS nebyly vsechny
aminokyseliny rozseparovany [41]. Lukarri a kol. dale testovali vliv péti riznych pufra na separaci
pozitivné nabitych bis(amidinohydrazonii) pomoci MEKC a jenom za pouziti fosfatu sodného se jim

podatilo plné rozseparovat vS§ech osm analyta [42].

Pridavek organické latky: miZze ovlivnit interakci mezi analyty a micelami anebo samotnou
agregaci surfaktantli a velikost micel. Jako aditiva do pufru mohou byt pouzity napf. acetonitril,
methanol, propanol, dimethylsulfoxid a formamid. Ganan a kol. zkoumali vliv pfidavku acetonitrilu
na separaci steroidnich slou¢enin pomoci MEKC s SDS, zjistili, Ze s rostoucim obsahem acetonitrilu

v pufru se snizuje interakce mezi micelami a analyty [43].

2.3 Chiralni latky a jejich separace

V pripad¢, ze nemuze byt molekula superponovana na svij zrcadlovy obraz, nazyva se chiralni.

Puvod slova chiralni je z feckého cheir ,ruka®. Chiralni latky maji alespon jedno asymetrické centrum
(nejcastéji asymetricky uhlik) a mohou se vyskytovat ve dvou konfiguracich (enantiomerech/optickych
izomerech), které jsou svymi zrcadlovymi obrazy. Enantiomery maji identické fyzikaln¢ chemické
vlastnosti, vyjimkou je jejich opticka aktivita (schopnost stacet rovinu polarizovatelného svétla) [44].
Kdyz vsak mame ekvimolarni smés enantiomeru (racemickou smes), jeji opticka aktivita je nulova [3].
Jelikoz chiralni latky vykazuji optickou aktivitu, fika se nékdy enantiomertim optické izomery [44].
Jeden opticky izomer staci rovinu doleva a je oznaCovan (L) nebo (-) a druhy staci rovinu doprava a je
oznacovan (D) nebo (+) [45]. Podle Cahn-Ingold-Prelogova pravidla jsou izomery oznacovany (S) nebo
(R) [46].
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Optickou aktivitu vykazuje fada latek at” uz prirodniho nebo syntetického puvodu: proteiny,
enzymy, aminokyseliny, sacharidy, nukleosidy, fada alkaloidii a hormont a v neposledni fadé také
léciva. Problémem u opticky aktivnich latek je, ze jejich izomery mohou mit odlisné biologické vlastnosti
[44]. V lepSim pfipad¢ se mize jednat jenom o zménu senzorickych vlastnosti izomeru. S-izomer
asparaginu ma hotkou chut, zatimco R-izomer je sladky, S-limonen ma citronové aroma, zatimco
R-limonen ma pomerancové aroma a S-karvon ma prichut’ kminu a R-karvon maty peprné [47]. V horSim
pripad¢ se vSak muze jednat o ztratu aktivity, nizsi aktivitu anebo toxicitu jednoho z izomert, predevsim
v pripad¢ 1éCiv. Mezi 1éCiva s nizsi aktivitou jednoho z izomert patii: (+)-propranolol, ktery vykazuje
100x nizsi aktivitu nez (-)-propranolol [48], (+)-verapamil, ktery je 20x mén¢ G€innéjsi nez (-)-verapamil
[49], (-)-citalopram, ktery ma niz§i u¢innost nez (+)-citalopram [50] a (+)-metadon, ktery je méné ucinné
analgetikum nez (-)-metadon [51]. Déale mize byt jeden z izomeru toxicky: (-)-ethambutol vyvolava
slepotu a (-)-naproxen zpusobuje otravu jater [52]. Z téchto duvodu je dilezité mit moznost ziskat Cisté
izomery latek. Cisté izomery mizeme ziskat bud’ pfimo pii jejich stereoselektivni syntéze, bshem
biotransformacnich reakci pfi jejich syntéze anebo jejich separacemi z racemickych smési. Kromé
syntézy chiralné cistych latek je dilezita i kontrola Cistoty chiralnich latek. Za icelem kontroly ¢istoty
chiralnich latek se pouzivaji nasledujici techniky: vysokoucinna kapalinova chromatografie (,,High-
performance liquid chromatography™, HPLC); plynova chromatografie (,,Gas chromatography™, GC);
chromatografie na tenké vrstvé (,,Thin layer chromatography®, TLC) a CE. V pripad¢ CE jsou nejcastéji
pouzivany médy CZE, MEKC, CEC a GCE [3].

2.3.1 Podstata chiralni separace v CE

Enantiomery maji v dusledku stejného naboje a velikosti molekuly stejnou mobilitu, takze
v achiralnim prostiedi pufru neni jejich separace mozna [3].

Us = UR, (11)

kde us je zdanliva mobilita S-enantiomeru a u je zdanliva mobilita R-enantiomeru.

Separace enantiomeru je umoznéna dvéma zpusoby. Jejich derivatizaci za tvorby stabilnich

vvvvv

zpusob separace enantiomert probihajici v chiralnim prostfedi jejich komplexaci s chiralnimi selektory
(CS). Podstatou chiralnich separaci v chiralnim prostiedi je tedy stercoselektivni interakce mezi CS

a enantiomery za tvorby prechodnych diastercomernich komplexu [53, 54].
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Kl
Ex+CS & EpCS

K,

Es+CS & ECS, (12)

kde Ek, Es jsou enantiomery, CS je chiralni selektor, K;, K> jsou komplexacni konstanty a ErCS, EsCS
jsou komplexy enantiomer-selektor [27].
Na zaklad¢ komplexacnich rovnovah mezi selektorem a enantiomery analytu popsali Wren

a Rowe zakladni rovnici pro separaci (Rov. 13) [55].

- K1+ u2 K1 [CS] _ M1+ u2 Ko [CS]
1+ K, [CS] 1+ K, [CS]

) 13)

kde Ay je rozdil mobilit enantiomert daného analytu, #; je mobilita analytu ve volném roztoku, u- je
mobilita komplexu analyt-CS, K; a K> jsou konstanty komplexa¢nich rovnovah mezi prvnim a druhym
enantiomerem a selektorem. V této rovnici je predpokladano, ze efektivni mobility volnych enantiomeru
v achiralnim prostiedi jsou stejné a mobility komplexu analyt-CS pro oba enantiomery jsou také stejné.
(Rov. 13) tedy predpoklada stejné mobility komplext analyt-CS pro oba enantiomery, ackoliv tyto
mobility se mohou li§it, a rovnice ziskava novy tvar (Rov. 14) berouci v potaz rozdilné mobility pcr, ucs

komplexii CS a R- a S-enantiomerti analytu [56, 57].

_ M1+ ncrK1 [CS] M1+ nesKa [CS]
T 1+ Kq[CS] 1+ K,[CS]

) (14)

Zavérem lze fici, 7ze enantiseparace muze byt dosazeno na zaklad¢ rozdilnych konstant stability
komplexti (K; # K3), rozdilii v mobilitach komplexti (ucr # pes) anebo mohou byt uplatnény oba
prispévky soucasné. Touto problematikou se ve svém ¢lanku zabyvali Lomsadze a kol., ktefi zjistili, ze
pfi pouziti niz§ich koncentraci hydroxypropyl-p-cyklodextrinu (HP-B-CD) doslo k separaci enantiomert
ketokonazolu a terkonazolu na zakladé¢ rozdili v konstantach stability komplexi a pii vyssich
koncentracich HP--CD m¢la hlavni podil na separaci rozdilna mobilita komplexu [58].

Pro vznik komplext mezi enantiomery a selektorem byla definovana vizualni predstava tzv.
,tiibodové interakce®. Selektor je schopen od sebe odlisit pary enantiomert v pripadé, Zze mezi alespon
jednim z enantiomeru a selektorem dochazi alespon ke tfem bodovym interakcim ve tfech riznych
mistech [45]. Z Obr. 8§ mizeme vidét, ze R-enantiomer interaguje tfemi riznymi substituenty ve tiech

ruznych vazebnych mistech selektoru, naproti tomu S-enantiomer interaguje se selektorem jenom jednim
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substituentem v jednom misté, tenhle rozdil v interakcich dava moznost selektoru tyto enantiomery
rozseparovat (maji rozdilné vazebné konstanty) [45]. Klicovym faktem tedy je, ze musi dochazet alespon
ke trem interakcim se tfemi riznymi substituenty chiralnich molekul. Z tohoto modelu by se dalo
vyvozovat, ze jeden substituent reaguje v jednom misté, ale v nékterych pfipadech je tato predstava
komplikovanéjsi. Pti stérické interakci enantiomeru v dutiné selektoru mize dochazet vice nez k jedné
interakci [59], také pfii interakci selektoru s enantiomery rigidnich struktur je pfedstava ,tribodové
interakce® pon¢kud komplikovan¢jsi, jedna se tedy v tomto pripadé o geometricky model [59, 60].
Interakce mezi selektorem a enantiomery jsou prevazn¢ nevazebné: iontové interakce, ion-

dipdlové nebo dipol-dipol interakee, vodikové vazby, n-x interakee, sterické branéni, inkluzni interakce

a van der Waalsovi sily [61].

R-enantiomer S-enantiomer

® |

Obr. 8 Predstava tfibodové interakce mezi enantiomery a selektorem. Ilustrace autora.

2.3.2 Chiralni selektory v CE

+ Cyklodextriny (CD): Jsou to cyklické oligosacharidy pfipravené enzymatickou degradaci Skrobu
za pusobeni glykosyltransferaz nebo cyklodextrinaz [62]. Maji tvar komolého kuzele s otevienou
dutinou a jsou tvofeny D(+)-glukopyranosovymi jednotkami vazanymi a(l,4)-glykosidickymi
vazbami (Obr. 9) [63]. Vnitini dutina cyklodextrinii ma hydrofobni charakter a umoziuje hydrofobni
interakce mezi CD a analytem. Vn¢jsi strana dutiny ma hydrofilni povahu, SirSi okraj je tvoreny
sekundarnimi hydroxylovymi skupinami v poloze 2- a 3- a uz8$i okraj je tvoreny primarnimi

hydroxylovymi skupinami v poloze 6 (cit. [64]).
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Obr. 9 Struktura CD. Pievzato z publikace [65].

Existuji tfi typy nativnich cyklodextrini: o-, B- a y- liSicich se poctem glukopyranosovych
jednotek a fyzikalnimi vlastnostmi (Tab. 4) [66, 67] . Derivatizaci hydroxylovych skupin na povrchu
nativnich cyklodextrini ziskame derivatizované cyklodextriny, které ve své struktufe obsahuji dalsi
substituenty. Nativni cyklodextriny mohou podléhat nahodnym nebo specifickym substitucim.
Specificky substituované CD mohou byt monosubstituované, kdy cela molekula obsahuje jenom jeden
substituent, dale persubstituované s jednim substituentem ve vSech pozicich anebo persubstitované
v polohach 2-, 3- nebo 6-, kdy v dané poloze je vzdy jeden typ substituentu. V neposledni fadé existuji
CD s vice substituenty v riznych pozicich [64].

Pouziti CD jako chiralnich selektora ma fadu vyhod. Zaprvé, umoziuji separovat enantiomery
s planarni a axialni chiralitou [68, 69] a enantiomery s chiralnimi centry ve formé heteroatomt (N, S, P
a Si) [70, 71]. Dalsi vyhodou CD je, ze jejich derivatizaci vhodnymi funkénimi skupinami miizeme
dosahnout potiebné enantioseparace a selektivity [72]. Dale je vyhodou derivatizovanych CD jejich

dobra rozpustnost ve vodnych a polarn¢ a nepolarn¢ organickych prostiedich. Zménou prostredi, ve
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kterém jsou CD rozpustény, ovliviiujeme typy interakci mezi analytem a CD a tim 1 selektivitu [73, 74].
Rada ¢&lanka popisuje pouziti cyklodextrini jako CS, a to vypovida o jejich velké univerzalnosti
[62, 75-78].

Tab. 4 Vlastnosti nativnich cyklodextrinti. Pfevzato a upraveno z publikace [27].

Vlastnosti a-CD B-CD v-CD
Pocet glukozovych jednotek 6 7 8
Molekularni hmotnost (Da) 972 1135 1297
Vng¢jsi pramér (nm) 1,37 1,53 1,69
Vnitini prumér (nm) 0,57 0,78 0,95
[a]3 +150,5 +162,0 +177,4
pK. hydroxylovych skupin 12,1-12.6 12,1-12,6 12,1-12,6
Rozpustnost ve vodeé (%, w/v) 14,5 1,85 23,2
Rozpustnost v ethanolu (%, w/v) velmi mala 0.1 Velmi mala
Rozpustnost v DMF (%, w/v) Vyborna vyborna vyborna
Enkapsulované molekuly Benzen naftalen antracen

V pripad¢, ze jsou nativni CD derivatizovany skupinami nesouci naboj (sulfo-, sulfobutyl-,
karboxy-, amino- a aminokarboxy skupinami) muizeme separovat i neutralni enantiomery [79].
U nabitych CD se také uplatiuji kromé inkluznich interakci, vodikovych vazeb a dipolarnich interakei
i elektrostatické interakce s analyty nesouci naboj, a to méni enantioselektivitu CS [27, 80]. Nejcasteji
pouzivané derivaty CD jsou aniontové [77, 81]. Byla vydana fada prehledovych ¢lanki popisujici
aniontové CD a jejich aplikace [82-84]. Sulfatovany-B-cyklodextrin (S-B-CD) se fadi mezi aniontové
CD s vysokym stupném substituce. Vysoka hustota negativniho naboje na povrchu cyklodextrinu z ngj
déla vyborny chiralni selektor pro neutralni a pozitivng nabité analyty [85]. Maximalni enantioselektivity
je pro tento selektor dosazeno v piipad¢ jeho opacné mobility oproti mobilitam analyti [86, 87].

Krom¢ cyklodextrini mizeme pro chiralni separace v CE pouzit dalsi typy selektora. Jejich

prehled je uveden nize.

¢+ Chiralni crown ethery: Jsou to makrocyklické polyethery s relativné polarni dutinou formujici
inkluzni komplexy s kationty alkalickych kovu a alkalickych zemin a kationty primarnich aminu
[27]. Nejbéznéji pouzivany crown ether je 18-crown-tetrakarboxylova kyselina, ktera je vhodna pro

chiralni separace latek majici ve své struktufe primarni amin/aminy [88-90].
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Ligandova vyména: Ligandova vyména spociva ve tvorb¢ chelatového komplexu tvoreného
centralnim kationtem Cu®*, Ni** nebo Zn** a alespoit dvéma bifunkénimi ligandy (obvykle
L-aminokyseliny) a nasledné zamén¢ jednoho z ligandu enantiomerem analytu za tvorby ternarniho
komplexu [45]. Tyto CS mohou rozliSit enantiomery, které obsahuji funk¢ni skupiny schopné
vytvaret komplexy s centralnimi kationty (napf. aminokyseliny, hydroxykyseliny a aminoalkoholy)
[91-93].

Chiralni surfaktanty: Pouzivaji se vétSinou v MEKC pro ,enantiorozliSeni® kationtovych
aneutralnich analyta [94, 95]. Chiralni surfaktanty mohou byt pfirodniho puvodu (zIu¢ové kyseliny,
saponiny, digitoniny), ale i syntetického puvodu ((R)-N-dodecoxykarbonylvalin, apod.) [27].
Nejvice jsou pouzivany zluCové kyseliny a zjistilo se, ze jsou nejvhodnéjsi pro chiralni separace
latek jejichz struktura ma omezenou rotaci [96, 97]. Mén¢ pouzivané jsou potom saponiny
a digitoniny [98]. Jednim z nejucinngjSich syntetickych surfaktanti je (R)-N-dodecoxykarbonylvalin
[99].

Makrocyklicka antibiotika: PouzZiti této skupiny chiralnich selektort pfinasi fadu uskali v disledku
jejich absorpce v UV/Vis oblasti, nizké chemické stabilité, adsorpci na stén¢ kapilary a vysoké cené.
Jsou rozdéleny do dvou skupin podle jejich struktury: ansamyciny (napt. Rifamycin A)
a glykopeptidy (napt. Vankomycin) a jsou vhodné pro chiralni separace latek rozdilnych struktur
[100-104].

Polysacharidy: Do této skupiny chiralnich selektorti se fadi chondroitin sulfaty, dextrany, dextriny,
aminoglykosidy a heparin. Chondroitin sulfaty a heparin jsou hojn¢ pouzivany pro chiralni separace

[105-108], mén¢ pak dextrany [109] a aminoglykosidy [110].
Proteiny: Mezi proteiny pouzivané v CE patfi albuminy: hovézi sérovy albumin, lidsky sérovy
albumin [111-114], glykoproteiny: Ovomukoid [115, 116], ovoglykoprotein [117], ai-kysely

glykoprotein [118] a enzymy: Pepsin, Lysozym [119, 120].

V pripad¢, ze enantioseparace neni uspésna za pouziti jednoho chiralniho selektoru, je mozné

pouzit dualni selektorovy systém, ktery poskytuje unikatni selektivitu [121]. Dualni selektory jsou v CE

pouzivany od roku 1994, kdy byla poprvé uspésné aplikovana kombinace nabité¢ho a neutralniho CD

[122]. V prub¢hu let se fada publikaci vénovala pouziti dualnich selektorovych systémut. Papp a kol.
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pouzili dudlni CD systém pro chiralni separaci lansoprazolu a rabeprazolu [123]. Szabo a kol. zase

pouzili dualni selektorovy systém pro separaci ¢tyi H1-antihistaminik [124]. Yang a kol. studovali efekt

dualniho selektorového systému tvoreného CD a chondroitinem sulfatem D na enantioseparaci Sesti

chiralnich drog [125]. Matthijs a kol. pouzili dudlni CD systémy pro separaci chiralnich farmaceutik

[126] a Guan a kol. pouzili dualni selektorovy systém pro enantioseparaci pantoprazolu a pribuznych

benzimidazolu [127]. V prehledovém ¢lanku se problematice dualnich selektorovych modelt vénovali
také Mullerova a kol. [121].

2.3.3 Ovliviiovani selektivity v chirdlnich separacich

@
0’0

Koncentrace chiralniho selektoru a pH: Existuje fada teoretickych modelti popisujici a zabyvajici
se touto problematikou. Jako prvni navrhli Wren a Rowe model zohlediujici efekt koncentrace
neutralniho chiralniho selektoru na separaci nabitych analyta [55, 128]. Casto viak v praxi pro tento
model neni dosazeno maximalni selektivity. Proto Rawjee a kol. pfisli s novym modelem, ktery
navic oproti vlivu koncentrace neutralniho chiralniho selektoru zahrnuje i pH elektrolytu [129, 130].
Posledni model, ktery predstavil Surapanen a kol. popisuje selektivitu separace neutralnich

enantiomeru s pouzitim nabitych a nenabitych CD za absence EOFu [131].

Pouziti jiného CS anebo vice CS: Znaleziona a kol. studovali vliv riznych CD na chiralni separaci
tapentadolu. Pfi pouziti 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrinu byla umoznéna separace S,R- a R,S-
izomerl a za pouziti 2-hydroxypropyl-y-cyklodextrinu doslo k separaci S,S- a R,R-izomeru [132].
Gogolashvili a kol. zkoumali pouziti Sesti CD na chiralni separaci terbatulinu. Nejlepsi separace bylo
dosazeno za pouziti heptakis(2,3-di-O-acetyl-6-O-sulfo)-p-CD (HDAS-B-CD) [133]. Hagele
akol. srovnavali vliv f-CD, acetyl-3-CD, 2-hydroxypropyl--CD a karboxymethyl-B-CD na chiralni
separaci derivati kathinonu [134]. V nckterych pripadech enantioseparaci je pouziti jednoho
chiralniho selektoru nedostacujici a v téchto pripadech je mozné zvétsit selektivitu pouzitim vice nez
jednoho CS. Lurie a kol. pouzili smési neutralnich a nabitych CD pro chiralni separace kationtovych
1éciv [122], podobné Fillet a kol. zlepsili enantioseparaci kyselych 1é¢iv za pouziti smési nabitych
a nenabitych CD [135]. Chen a kol. rozseparovali derivatizované aminokyseliny za pouziti smési

B-CD a taurodeoxycholatu sodného [136].

24



Piidavek organické latky: Efekt téchto latek bude stejny v pripad¢ elektroforetickych mobilit
a pKa obou enantiomert, ale pro asociacni konstanty komplexii se bude lisit [137]. Eeckhaut a kol.
zkoumali efekt pridavku organickych latek do BGE na ,.enantiorozliSeni* antihistaminik. Zjistili, ze
zlepSeni enantioseparace je zavislé na typu CD a pridané organické latce/rozpoustédle. Napt. pfi
pridavku methanolu do BGE obsahujiciho karboxymethyl-B-CD doSlo ke zlepSeni
,enantiorozliSeni* [138]. Guohua a kol. pouzili nevodné prostiedi methanolu pro zlepSeni chiralni

separace anticholinergnich 1¢¢iv [139].

2.4 Metody zvySovani citlivosti v CE

P1i optimalizaci elektroforetickych podminek v CE se snazime dosahnout co nejnizsich mezi

detekce (LOD). Vyssi hodnoty LOD v CE jsou zpusobeny dvéma faktory: kratkou optickou drahou pii

UV/Vis detekci a malym objemem vzorku davkovaného do kfemenné kapilary (jednotky nl).

Nedostatetné¢ nizké meze detekce jsou vnimany jako jedna z hlavnich nevyhod elektroforetickych

separacnich metod ve srovnani s kapalinovou chromatografii [ 140] (meze detekce dosazené pomoci CE

jsou obvykle 10-100krat vyssi). Z tohoto duvodu je nutné hledat moznosti, které by vedly ke snizeni

mezi detekce na hladiny porovnatelné s ostatnimi separacnimi technikami. Mezi tyto metody se fadi:

Pouziti jinych detektori nez UV/Vis detektor: elektrochemického [141], chemiluminiscen¢niho
[142], detektoru s laserové indukovanou fluorescenci (LIF) [143], hmotnostniho spektrometru (MS)
[144] anebo hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) [145].
Prodlouzeni optické drahy detekce pouzitim specialné tvarovanych kapilar v detekeni zong, ve tvaru
banky [146] nebo tvaru Z [147].

,.Offline* koncentracni techniky probihajici vn¢ méficiho systému, napt. extrakce tuhou fazi (,.Solid
phase extraction™, SPE) [148] nebo extrakce kapalina/kapalina (,,Liquid-liquid extraction®, LLE)
[149].

,.Online koncentracni techniky probihajici pfimo uvnitf separacniho systému, napf.

zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (,,Field-amplified sample stacking®, FASS) nebo ,.sweeping™

V nasledujicich odstavcich budou podrobngji popsany ,,online* prekoncentracni techniky v CE

a CE-ICP-MS.
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2.4.1 Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

V roce 1980 byl publikovan prvni ¢lanek o pouziti indukéné vazaného argonového plazmatu
jakozto zdroje iontii pro hmotnostn¢ spektrometrické stanoveni stopovych prvka [150]. V roce 1983
potom kanadska spolec¢nost Sciex predstavila prvni komeréné dostupny ICP-MS pristroj vybaveny
kvadrupolovym analyzatorem. Od roku 1983 tedy vedle sebe koexistovali tfi hlavni techniky atomové
spektrometrie pro stanovovani kovi: Atomova absorpcéni spektrometrie (,,Afomic absorption
spectrometry®, AAS), opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (. Inductively
coupled plasma optical emission spectrometry”, ICP-OES) a ICP-MS. V prub¢hu poslednich dvou
desetileti zaznamenala technika ICP-MS mohutny rozvoj a stala se nejrozsifenéjsi technikou pro
stanoveni kovu a jejich izotopu v riznych odvétvich [151].

Za rozmachem ICP-MS stoji velmi nizké meze detekce, schopnost multiclementarni analyzy
kovi, polokovi a nekovi, Siroky linearni dynamicky rozsah, schopnost rozliSovat jednotlivé izotopy
prvkt a moznost jeho pouziti jako selektivniho a citlivého detektoru pfi stanovovani specii prvki
v biologickych vzorcich [152]. Nizké mezi detekce a schopnost multielementarni analyzy délaji z ICP-
MS atraktivni techniku pro analyzy vzorka riznych odvétvi, at” uz z pramyslu, zivotniho prostiedi,

mediciny anebo archeologie [153].

2.4.1.1 Princip ICP-MS

V ICP-MS je nejcastéji kapalny vzorek privadén pomoci peristaltického cerpadla do zmlzovace
a tam je preveden pusobenim kinetické energie nosného plynu na polydisperzni aerosol. Aerosol
nasledné vstupuje do mlzné komory, kde dochazi k separaci jemného aerosolu od vétsSich ¢astic. Jemny
acrosol prostupuyje injektorem umisténym v plazmové hlavici do indukéné vazaného plazmatu s teplotou
az 10 000 K, ve kterém dochazi k desolvataci, odpateni, atomizaci a ionizaci prvki za vzniku kladné
nabitych ionti. Ionty poté opousti plazma a jsou vedeny do hmotnostniho spektrometru pies rozhrani
tvofené 2 konusy, vétSinou niklovymi nebo platinovymi (,,sampler a ,.skimmer®) s velmi malymi
kruhovymi otvory v jejich vrcholech. Toto spojeni patii mezi nejvice kritické casti ICP-MS, protoze
zprostiedkovava prechod ionti z atmosférické casti pristroje do vysokého vakua. Dale je svazek iontu
zafokusovan a veden iontovou optikou do hmotnostniho analyzatoru [154, 155]. V hmotnostnim
analyzatoru jsou nasledné ionty déleny podle jejich poméru m/z. NejCastéji pouzivanym analyzatorem je
kvadrupolovy analyzator. Kvadrupolovy analyzator je tvotfeny 4 ty¢emi kruhového prufezu, na které je

privadéno stejnosmérné a stiidavé napéti. Na dve protilehlé tyce je vkladano kladné stejnosmérné napéti
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a na dvé zbyvajici zaporné, na vSechny tyce je privadéno stiidavé napcti. lonty osciluji ve stfedu osy
kvadrupolu a v dany okamzik je pro urcitou hodnotu poméru stejnosmérného/stridavého napéti (Ug/Vq)
stabilni oscilace iontu s ur¢itou hodnotou m/z, tento ion tedy prochazi dale smérem k detektoru, kterym
nejcasteji byva elektronasobic. Plynulou zménou Uqg a Vo (pomér zistava konstantni) postupné opousti

analyzator vSechny ionty studovanych analyti [156].

2.4.1.2 CE-ICP-MS

Spojeni mezi CE a ICP-MS ma tadu vyhod, mezi n¢ patii vysoka separacni ucinnost, kratka
doba analyzy a vysoka selektivita a citlivost detekce. Dalsi vyhodou je, Ze muzeme pouZzivat pro separaci
v CE celou skalu pufrii a nemusime se omezovat jenom na tékaveé pufry jako v pripad¢ spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem (CE-ESI-MS). Muzeme také pridavat
jakakoliv aditiva do pufru, at’ uz t€¢kava nebo net¢kava, a diky tomu muzeme jednoduse uskutecnit fadu
,;online prekoncentrac¢nich technik ve spojeni s CE-ICP-MS [157, 158].

Robustni rozhrani (,.interface®) mezi CE a ICP-MS je klicovou ¢asti pro ziskani vérohodnych
a opakovatelnych kvantitativnich vysledka. Toto spojeni musi spliiovat nékolik pozadavki: (1) musi
stabiln¢ zajistit elektricky obvod mezi ,,inletovou* elektrodou a vstupem do ICP-MS (stabilni priichod
proudu), (2) musi zajistit dostateCny a opakovatelny prutok pomocné kapaliny, (3) musi zajistit
opakovatelné miseni efluentu z CE s co nejnizs$im rozmytim tak, aby byla zachovana separacni ucinnost
CE [158]. Prvni interface pro spojeni CE s ICP-MS popsali Olesik a kol. v roce 1995 [159] a od té doby
byla publikovana fada ¢lankt vénujicich se spojeni CE-ICP-MS [160, 161].

Skala pouziti CE-ICP-MS je rozsahl4, pomoci této techniky mazeme analyzovat rizné kovy,
polokovy a nekovy a jejich specie v rozli¢nych vzorcich od enviromentalnich, farmaceutickych az po
biologické vzorky. Michalke a kol. analyzovali vzorky pudy obsahujici rizné specie Pt [162], dale byly
analyzovany specie antimonu ve vzorcich zivotniho prostiedi [163] anebo specie jodu a selenu v t€lnich

tekutinach [164, 165]. CE-ICP-MS také nachazi své uplatnéni v proteomice [166, 167].
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2.4.2 Online prekoncetracni techniky
% CZE

Existuje tada online koncentracnich technik v CZE. Jednou znejjednodussSich je:
zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (,,Field-amplified sample stacking®, FASS). Pfi této technice je
vzorek rozpustén v pufru (100-1000x zfedéném) anebo ve vod¢é a ma niz8i vodivost nez je vodivost BGE
[168]. Po hydrodynamickém nadavkovani vzorku do kapilary a aplikaci napéti dojde k rapidnimu
urychleni analyti v zon¢ vzorku (vyssi intenzita elektrického pole), jakmile tyto analyty dosahnou
hranice vzorek/BGE, kde je nizsi intenzita elektrického pole, zpomali se a zakoncentruji se do uzké zony.
Nasledn¢ jsou tyto analyty separovany podle CZE mechanismu. Wang a kol. pouzili FASS-CZE pro
stanoveni dusitanti a dusi¢nant v lidské plazmé [169], Chen akol. tak stanovili amitriptylin a nortriptylin
[170] a pomoci FASS-CZE byly stanoveny také alkaloidy v sinomeniu ostrém [171].

Alternativou FASS je technika s elektrokinetickym davkovanim vzorku: polem zesilené
davkovani vzorku (,field-amplified sample injection, FASI). Gao a kol. pouzili FASI-CZE pro
stanoveni chlorfenold ve vod¢ [172] a FASI-CZE technika byla také pouzita pro stanoveni tetracyklinu
v lidské mo¢i [173].

Stejny pufracni systém jako FASS, ale ménici se polaritu elektrod béhem analyzy, ma technika
nazyvana zakoncentrovani vzorku z velkého objemu (,,large volume sample stacking™, LVSS). Vzorek
napf. aniontl je jako v pfipadé¢ FASS rozpustén ve zfedéném pufru nebo ve vodé a nadavkovan do
kapilary s pufrem o vétsi vodivosti. Po aplikaci napéti zaporné polarity se pohybuji anionty ke konci
kapilary a kationty a neutralni analyty opousti kapilaru v opacném sméru. Poté, co anionty dosahnou
hranice vzorek/BGE, se zakoncentruji. Po zakoncentrovani aniontd se prepne polarita elektrod zpét na
pozitivni a anionty jsou separovany dale pomoci CZE. Technika LVSS-CZE byla pouzita pro stanoveni

Dale lze prekoncentrovat analyty pomoci prechodné izotachoforézy (,.transient
isotachophoresis™, t-ITP), ta lze uskute¢nit dvéma zpusoby. (1) Ko-ion v BGE ma vys$si mobilitu nez
vSechny ionty ve vzorku. Prechodnou izotachoforézu tedy uskuteCnime nadavkovanim kratké zomy
koncového elektrolytu (nizsi mobilita ko-iontu nez ionty ve vzorku) za zoénu vzorku. Po zafokusovani
analyti je vialka s koncovym elektrolytem nahrazena vialkou s vedoucim elektrolytem a probiha
klasicka CZE. (2) Ko-ion v BGE ma niz§i mobilitu nez ionty ve vzorku. K uskute¢néni prechodné
izotachoforézy tedy potiebujeme pridat do vzorku ion s nejvyssi mobilitou, ktery bude slouzit jako
vedouci elektrolyt [7]. Szoko a kol. analyzovali dusitany a dusi¢nany v biologickych vzorcich pomoci
t-ITP-CZE [177], t-ITP-CZE byla také pouzita pro stanoveni indikatori ribonukleotidreduktazové
aktivity deoxycytidin difosfatu a deoxycytidin trifosfatu [178].
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V neposledni radé je tieba zminit pouziti pfechodného pH rozhrani ,.dynamic pH junction®, pti
kterém diskontinuita pH mezi vzorkem a BGE vede ke zmén¢ mobility analyti a tim k jejich
prekoncentraci [179]. Napf. pfi stanoveni aniontii je dlouha zéna vzorku (ve fosfatovém pufru)
nadavkovana do kapilary obsahujici BGE o vys§im pH (boratovy pufr). V niz§im pH jsou analyty
neutralni, ale ziskaji naboj ve vy$§im pH. Po aplikaci napéti OH™ ionty pronikaji z alkalictéjsiho BGE
do zony vzorku, EOF migruje v opaéném sméru, vysledkem je fokusace analytti na hranici nizs§i pH/vyssi
pH [180]. Poté¢ nasleduje separace analyti pomoci klasické CZE. Touto technikou byly
prekoncentrovany a stanoveny kationtové analyty v CZE [181], peptidy [182] a aminokyseliny v mo¢i
[183].

% MEKC

Nejpouzivanéjsi prekoncentracni technikou v MEKC je ,,nameteni , sweeping*. Podstatou této
techniky je ,.zametani™ a koncentrace analyti do uzkych zén pomoci micel. Kapilara je naplnéna BGE
o nizkém pH s micelami a vzorek bez micel je hydrodynamicky nadavkovan do kapilary jako dlouha
zona [3]. Po aplikaci napéti opacné polarity se pohybuji negativné nabité micely skrze zonu vzorku,
a tim ,,zametaji” analyty do uzké zony, nasledné analyty interaguji s micelami a jsou separovany pomoci
klasické MEKC (Obr. 10) [184]. Uginnost této prekoncentradni techniky zavisi na afinitd analytu
k micelam (¢im vétsi afinita, tim ucinngjSi prekoncentrace). Technika sweeping-MEKC byla uspésné
aplikovana pro stanoveni fady analyti. Hongyuan a kol. ji pouzili pro stanoveni fenolt v odpadnich
vodach z primyslu [185]. Nunez a kol. analyzovali herbicidy v odpadnich vodach [186], Sun a kol.
vylepsili detekei alkaloidd [187], Kubalczyk a kol. stanovovali thiosulfat v moci [188] a Liu a kol.
kvantifikovali paliperidon v lidské plazmé [189].
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Obr.10. Koncentrace pomoci sweepingu. Dlouha zéna vzorku bez micel je nadavkovana do kapilary
naplnéné BGE s negativiné nabitymi micelami. V homogennim elektrickém poli negativni polarity
micely pronikaji do zony vzorku a ,,zametaji* analyty do uzké zony. Nakonec jsou analyty separovany

pomoci MEKC mechanismu [184]. Ilustrace autora.

Dalsi technikou umoznujici prekoncentraci analyti v MEKC je FASS. Princip této techniky je
obdobny jako v pripadé FASS-CZE, jedinym rozdilem je pfitomnost micel v pufru. Vzorek je rozpustén
ve vod¢ anebo ziedéném pufru bez micel (ma nizsi vodivost) a BGE obsahuje micely aje vodivejsi [190].
Oledzka a kol. separovali a stanovovali osm benzodiazepint v lidské moci pomoci FASS-MEKC [191]
a takeé steroidni hormony v moc¢i pomoci FASS-MEKC [192].

Dalsi moznosti prekoncentrace analyti v MEKC je pouziti vzorku s vy$si vodivosti oproti
micelarnimu BGE, ktery ma niz§i vodivost. Analyty migruji vlivem EOFu ke katodé skrze

zakoncentrovanou zonu micel, zde jsou siln¢ zadrzeny a zakoncentruji se do uzké zony.
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Jako dalsi techniku muzeme pouzit FESI | field-enhanced sample injection®. Pfi této technice je
do kapilary naplnéné neutralnim pufrem s micelami hydrodynamicky nadavkovana zéna vody pied zonu
vzorku a vzorek rozpusStény v micelarnim pufru o nizké vodivosti je nadavkovan elektrokineticky
(negativni polarita) do kapilary [3]. Shi a kol. pouzili FESI-MEKC pro detekei aristolochovych kyselin
v pripravcich ¢inské mediciny [193].

Zajimavou technikou prekoncentrace v MEKC je zafokusovani analyti micelarnim kolapsem
(,.analyte focusing by micelle collapse”, AFMC). Podstatou této techniky je rozpu$teéni vzorku
neutralnich analytli v zakladnim elektrolytu obsahujicim micely. Vzorek musi mit vétsi vodivost nez
separacni pufr a po aplikaci napéti se mezi zonou vzorku a zénou elektrolytu vytvari oblast, kde dochazi
k rozpadu micel, uvolnéni analytt a jejich zakoncentrovani [194].

Posledni technikou je zakoncentrovani na rozhrani micely-rozpoustédlo (,jmicelle to solvent
stacking*, MSS). Fokusace analyti je v tomto pfipadé zalozena na zmén¢ jejich efektivni mobility na
hranici mezi micelarnim roztokem vzorku a zakladnim elektrolytem obsahujicim organické rozpoustédlo

[195].

Velkou vyhodou prekoncentracnich technik je jejich vzajemna kombinovatelnost a z toho
plynouci moznost dosazeni jesté nizSich mezi detekce pro vybrané analyty. Figeys a kol. pouzili ,,SPE-
CZE-MS/MS* pro analyzu proteint [196], Medrano a kol. pouzili ,,.SPE-large volume sample stacking-
CE* (SPE-LVSS-CE) pro stanoveni umélych sladidel ve vzorcich vody [197] a Zhou a kol. dosahli pri
analyze kardiovaskularnich 1é¢iv v lidské moci pomoci ,membrane supported liquid-liquid-liquid
microextraction combined with field-amplified sample injection CE-UV* (MS-LLLME-FASI-CE-UV)
mezi detekce v rozsahu 0,02-0,08 pg-1"' [198].

2.5 Komplexace borat glukoza

Kyselina borita (B(OH)3) a boratovy anion (B(OH)4) v pfitomnosti cis-1,2 a cis-1,3 diolu
formuyji stabilni kovalentni komplexy [199, 200]. V piipad¢ sacharidu jsou to jejich cis-diolové skupiny,
které¢ formuji cyklické estery skyselinou boritou anebo boratem aniontem (boratem) [201, 202].
Hoffstetter-Kuhn a kol. zjistili, ze komplexy se sacharidy spiSe formuje borat nez kyselina borita [203].
Formace komplext sacharidi s boratem je znazornéna reakcemi (15 a 16), kde L je sacharid, B” je

boratovy anion a BL” a BL,” jsou komplexy [204]. Prvni reakce (15) je dobfe objasnéna, molekula boratu
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podléha esterifikaci s cis-diolovymi skupinami v sacharidu. V pripadé druhé reakce (16) muze komplex
BL,"! vznikat postupné z komplexu BL;"' anebo muZe vznikat pfimo reakci dvou sacharidu (2L) a

boratového aniontu (B') [205].

B!+ L« BL/ + 2H,0 (15)
BL' + L < BL,' + 2H,0 (16)

Formace komplexu BL!' nebo BL,"! zavisi na pH a koncentraci boratu. Kdyz mame stalou
koncentraci sacharidu, ale zvySujeme pH a/nebo koncentraci boratu, roste i koncentrace vznikajicich
komplexa [205].

V CE byl boratovy pufr pouzit pro separaci sacharidi, nukleotidu a dalsich biologicky aktivnich
latek kvuli jeho schopnosti formovat komplexy s témito latkami [203, 206, 207]. Po pridavku chiralnich
selektort (cyklodextrint) do boratového pufru byla umoznéna i chiralni separace diolovych latek [208,
209]. Stefansson a kol. pfisli na to, ze jsou analyty separovany na zakladé¢ dualniho selektorového
systému, podle kterého analyty nejprve interaguji s boratem za tvorby komplexi a tyto komplexy dale
interaguji s chiralnim selektorem (cyklodextrinem) [208]. Dalsi moznosti vyuziti boratového aniontu
v chiralnich separacich, je jeho pouziti jako centralniho iontu pii chiralnich separacich pomoci ligandové
vymeény. Chiralni ligandova vymeéna s boratovym aniontem, jako centralnim iontem, je mozna, kdyz
muze byt béhem elektroforetické separace formovan komplex analyt-borat-selektor a stabilita a/nebo
struktura ternarniho komplexu s jednim enantiomerem je rozdilna od druhého. Kodama a kol. provedli
enantioseparaci DL-pantothenové kyseliny, kde byl borat pouzit jako centralni ion a (S)-3-amino-1,2-
propandiol jako chiralni selektor [210]. Aizawa a kol. se zabyvali studiem mechanismu enantioseparace,
kterou provedli Kodama a kol., pomoci ''B NMR pfi ruznych teplotach. Objasnili, Ze ternarni komplexy
jsou jinak entropicky stabilni a lisi se ve své solvatované struktufe, a to ma za nasledek jejich rozdilnou
elektroforetickou rychlost. Ze svych poznatka dale vyvodili, ze i dalsi ternarné komplexni systémy

mohou byt chiraln¢ separovany [211].
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3 Cile disertacni prace

Cile disertacni prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

% Vyvoj a optimalizace metody pro snizeni mnozstvi pouzitého chiralniho selektoru (S-p-CD) pii
chiralni separaci cetirizinu za pouziti glukodzy jako aditiva v boratovém pufru. Studium tvorby

komplexti mezi glukézou, boratovym aniontem a S-f-CD.

% Vyvoj metody pro ultrastopové stanoveni oxaliplatiny a jejich necistot. Vyvoj a optimalizace metod
sweeping-MEKC-UV a sweeping-MEKC-ICP-MS a jejich validace. Kvantitativni analyza
modelového vzorku oxaliplatiny za pouziti sweeping-MEKC-ICP-MS.

Nejvyznamngjsi vysledky byly publikovany ve dvou impaktovanych publikacich:

< P. Svecova, J. Petr, Separation of cetirizine enantiomers by capillary electrophoresis with a dual
selector system based on borate-glucose complexes and sulfated-B-cyclodextrin. Talanta 198 (2019)
154-158.

% P. Svecova, D.Baron, K. A. Schug, T. Pluhacek, J. Petr, Ultra-trace determination of oxaliplatin

impurities by sweeping-MEKC-ICP-MS. Microchemical Journal 172 (2022) 106967.
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4  Experimentalni cast

4.1 Separace enantiomert cetirizinu kapilarni
elektroforézou s dualnim selektorovym systémem

tvorenym komplexem borat-glukéza a S--CD

4.1.1 Uvod

Cetirizin je antihistaminikum patfici do skupiny H1-antagonisti prvni generace pouzivanych
k 1écbé alergickych reakci [212, 213]. Molekula cetirizinu je chiralni, a proto cetirizin zaujima dvé
konformace: R-enantiomer (levocetirizin) a S-enantiomer (dextrocetirizin) (Obr. 11). Na trhu jsou b&ézné
dostupna léciva (napf. analergin, alerid, zodac...) obsahujici racemickou sm¢s enantiomeru cetirizinu.
Antihistaminicky ucinek ma vSak jenom jeden z optickych izomeru, a to levocetirizin [213, 214].
Z hlediska kontroly kvality farmaceutickych piipravki cetirizinu je tedy nutné mit dostupné separacni
techniky, které jsou schopné enantiomery cetirizinu od sebe odlisit a kvantifikovat.

Jednou z technik, ktera je béZzné pouzivana pro chiralni separaci cetirizinu, je kapilarni
clektroforéza. Byla publikovana cela fada ¢lanki na téma chiralni separace cetirizinu za pouziti riznych
typu chiralnich selektort a pufri. Byly pouzity napt. maltodextrin ve fosfatovém pufiru [215], glykogen
v Tris-fosfatovém pufru [216] anebo sulfatovany-B-cyklodextrin v boratovém pufru [217]. Byly také
publikovany ¢lanky o vyuziti dudlnich selektorovych systému pro chiralni separaci cetirizinu. Byla
pouzita napi. kombinace glykogenu a chondroitin sulfatu A ve fosfatovém pufru pH 3,0 [218] anebo
sulfobutylether-f-CD s B-CD ve fosfatovém pufru pH 7,0 [219].

Primarni nevyhodou pouziti chiralnich selektort na bazi cyklodextrinu je jejich cena. Proto je
prace zamérena na snizeni mnozstvi chiralniho selektoru (cyklodextrinu) pro chiralni separaci cetirizinu
a s tim spojenymi finan¢nimi naklady na analyzu. MySlenka na zpusob snizeni mnozstvi CS vzesla ze
studii, zabyvajicich se tvorbou komplexti mezi boratovym aniontem a slouceninami obsahujici diolové
skupiny. Boratovy anion je totiz znamy svou interakci s cis-1,2 a cis-1,3 dioly anebo tvorbou 1:1 a 1:2
komplexu s cukry skrze esterifikaci [205, 220]. Navic Kodama a kol. také studovali pouziti diol-
boratovych systému pro chiralni separace zalozené na principu ligandové vymény [221]. Proto byl

v praci studovan efekt komplexu borat-gluk6za na chiralni separaci cetirizinu.
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4.1.2 Chemikalie a vzorky

Na pripravu roztokt zakladnich elektrolyti byly pouzity kyselina borita, kyselina
2-(cyklohexylamino)ethansulfonova (CHES), kyselina 3-(cyklohexylamino)-2-hydroxy-1-
propansulfonova (CAPSO) a hydroxid sodny od spole¢nosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Jako aditiva
byly dale pouzity D-(+)-glukoza, L-(-)-glukdza a sulfatovany-beta-cyklodextrin (S-p-CD) taktéz od
spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), D-(+)-xyl6za od spolecnosti Merck (Darmstandt, Némecko)
a D-galaktoza od spoleénosti Lachema (Brno, Ceska republika). Viechny tyto chemikalie byly &istoty
p.a. Pouzita deionizovana voda 18,2 MQ.cm byla precisténa systémem Milli-Q-Reference od firmy

Millipore (Molsheinm, Francie).

Standardy: cetirizin dihydrochlorid (racemat a R-enantiomer) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO) v cistotg p.a.

levocetirizin

dextrocetirizin

Cl

Obr. 11 Struktura levocetirizinu a dextrocetirizinu. Ilustrace autora.
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4.1.3 Priprava roztoku separacnich pufra a standardu

Separacni pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny v deionizované
vodé¢ a jejich naslednou tpravou na odpovidajici hodnotu pH titraci 50 % (m/m) hydroxidem sodnym.
Jako separacni pufry byly pouzity borat/NaOH, CHES/NaOH a CAPSO/NaOH o koncentraci
50 a 500 mmmoll' a pH 9,5. Do pufra byly nasledné pfidany S-B-CD, D-(+)-glukdza,
L-(-)-glukdza, D-(+)-xyloza a D-galaktéza o pozadovanych koncentracich. Roztoky byly nakonec
piefiltrovany pies stiikagkové 0,45 pm PTFE filtry (Labicom, Ceska republika).

Zasobni roztok standardu cetirizinu byl pfipraven jeho rozpusSténim v deionizované vod¢ na
pozadovanou koncentraci 2,5 x 10 mol-1" a jeho naslednou filtraci pies stiikackovy 0,22 um PTFE filtr

(Labicom, Ceska republika).
4.1.4 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny experimenty byly provadény na piistroji CE1600 od firmy Agilent Technologies
(Waldbronn, Némecko) vybaveném DAD. Separace byly provadény v kiemenné kapilaie od firmy
MicroSolv Technology Corporation (NJ, USA) s vnitinim primérem 50 um o celkové délce 64.5 cm,
efektivni délce 56 cm a pii teplot¢ 25 °C. Pred prvnim pouzitim byla kapilara promyta 15 minut
0,1 mol-1" NaOH, 10 minut deionizovanou vodou a 10 minut separaénim pufrem. Mezi experimenty byla
kapilara promyvana vzdy 2 minuty 0,1 mol-I"" NaOH, 2 minuty vodou a 3 minuty separaénim pufrem.
Promyvaci tlak ¢inil 935 mbar. Vzorek byl davkovan tlakem 50 mbar po dobu 10 s. Napéti vkladané na
kapilaru bylo 20 kV a sledovana vinova délka byla 200 nm. Vsechny experimenty byly opakovany 3x.

CE-ESI-MS a MS/MS méfeni byla provadéna na QqQ-MS/MS spektrometru Agilent 6460
(Waldbronn, Némecko) s elektrosprejovou ionizaci (ESI) ovladanym softwarem MassHunter B.06.00.
Piimy nastiik vzorkd byl provadén stiikackovou pumpou New Era NE-1000 (NY, USA) s pritokem
3,0 ul'min’'. Sprejovaci napéti bylo -3,5 kV, susici plyn (N2) mél teplotu 300 °C a prutok 10 I'min™,
zmlZujici plyn mél tlak 15 psi. Pro fragmentace byly pouzity kolizni energie 2, 5, 10 a20eV. Vysledkem

kazdého méteni bylo primémé hmotnostni spektrum z min. 205 skend.
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4.1.5 Vysledky a diskuze

4.1.5.1 Vyvoj metody

Jak jiz bylo zminéno vySe, prace je zamétena na snizeni koncentrace chiralniho selektoru (S-f-
CD) bézn¢ pouzivancho pii chirdlni separaci cetirizinu pomoci CE. Diivodem bylo snizeni provoznich
nakladu na danou separaci a také mensi zat¢z na zivotni prostiedi.

Disociace analytu (cetirizinu) je popsana tfemi disocia¢nimi konstantami, pK; = 2,2, pK, = 2,9
a pKs = 8,0 [217]. Cetirizin se v CE nejcastéji analyzuje v alkalickém prostedi, ve kterém dochazi
k disociaci karboxylové skupiny cetirizinu a analyt je poté pritomen ve form¢ aniontu. S ohledem na
predchozi publikované ¢lanky zabyvajici se chiralni separaci cetirizinu byl vybran S-B-CD a borat sodny
jako chiralni selektor a separacni pufr.

Jako prvni byl testovan vliv pH a koncentrace boratu sodného a také vliv koncentrace pfidané¢ho
chiralniho selektoru na chiralni separaci. Testované koncentrace boratu sodného pH 9,5 s pridavkem
20 mg-ml! S-B-CD byly: 50, 100, 250 a 500 mmol-1"\. Nejlepsiho rozliseni bylo dosazeno pfi pouziti
pufru o koncentraci 500 mmol-1"!. Déle byl testovan vliv pH 500 mmol-1"! boratu sodného v rozsahu 8,5;
9,0; 9,5 a 10,0. Pufry znovu obsahovaly 20 mg-ml! selektoru. Nejlepsiho rozliSeni bylo dosazeno za
pouziti pufru o pH 9,5. Nakonec byl testovan vliv koncentrace piidaného chiralniho selektoru, v nasem
piipadé S-p-CD. Do 500 mmol-1"! boratu sodného pH 9.5 byly pfidany a testovany nasledujici
koncentrace S-B-CD: 0, 1, 5, 10, 15 a 20 mg-ml’'. Elektroferogramy téchto analyz jsou uvedeny na
Obr. 12. Nejnizsi koncentrace, ktera poskytnula separaci izomert na zakladni linii byla koncentrace
15 mgml! (Tab. 5). Migraéni pofadi izomeru za danych podminek je: prvni migruje S-izomer

a jako druhy R-izomer.
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Obr. 12 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu, BGE: 500 mmol-1"' borat sodny pH 9.5 s 0; 1; 5;
10; 15 a 20 mg'ml ! S-B-CD, koncentrace cetirizinu: 2,5 x 10"* mol-1"".

Tab. 5 Zavislost rozliseni a selektivity chiralni separace cetirizinu na koncentraci chiralniho selektoru
(S-B-CD)

Koncentrace S--CD Rs (V]
(mg:ml™)
0 - -
5 0,27 1,01
10 0,96 1,02
15 1,81 1,04
20 2,45 1,05
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4.1.5.2 Efekt pridavku glukézy

S ohledem na predchozi studie, které se zabyvaly tvorbou komplexii mezi cukry, dioly
a boratovym aniontem a také pouzitim boratového aniontu jako centralniho iontu v chiralni ligandové
vymeéng, byl zkouman vliv pridavku glukozy do pufru na chiralni separaci cetirizinu.

Jako prvni byl zkouman efekt pfidavku 50, 75 a 100 mmol-l' D-glukézy do pufru
(500 mmolI"" borat sodny pH 9,5) obsahujiciho 5 a 10 mg'ml! S-B-CD na separaci. Z Tab. 6 miZzeme
vidét, ze jak rozliSeni, tak selektivita se zvySovaly s rostouci koncentraci glukézy. Migracni poradi
enantiomert zustalo stejné jako v pripade separaci bez pridavku glukédzy, tedy prvni S-enantiomer a jako

druhy R-enantiomer.

Tab. 6 Zavislost rozlieni a selektivity chiralni separace cetirizinu na piidavku glukozy

Koncentrace S-§-CD  Koncentrace glukézy R o
(mg-ml?) (mmol-1?")
50 1,38 1,03
10 75 2,31 1,06
100 3,45 1,08
50 0,72 1,01
5 75 0,80 1,02
100 1,75 1,04

Po otestovani pridavku D-glukozy do pufiu, byl také otestovan pridavek L-glukozy. L-glukdza
poskytovala stejné rozliseni, selektivitu a také stejné migracni poradi enantiomert jako D-glukoza.
V dusledku levngjsi pofizovaci ceny D-glukozy oproti L-glukoze byla pro dalsi méfeni pouzita vyhradné

D-glukoza.

4.1.5.3 Efekt koncentrace glukézy

Dale byl zkouman vliv koncentrace pridané glukozy na chiralni separaci cetirizinu. Jako pufr
byl pouzit 500 mmol-1" borat sodny pH 9.5 s pfidavkem 1 mg:ml" S-B-CD. Koncentrace S-B-CD byla

vybrana co nejmensi s ohledem na co nejvétsi snizeni ceny analyzy. Byla testovana také koncentrace
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0,5 mg-ml! S-B-CD, ale pfi pouziti takto nizké koncentrace v daném koncentraénim rozsahu pouzitého
pridavku glukozy nebylo dosazeno separace enantiomeru na zakladni linii. Na Obr. 13 muzeme vidét
elektroferogramy chiralni separace cetirizinu s pfidavkem 200, 400, 600, 800 a 1000 mmol 1! D-glukozy
do pufru obsahujiciho 1 mg-ml! S-pB-CD. Dale je efekt koncentrace glukdzy na rozliseni a na mobilitu
enantiomeri cetirizinu vyobrazen na Obr. 14. S rostouci koncentraci D-glukoézy se zvySovalo rozliseni
enantiomerti a mobilita enantiomeru se snizovala. Za optimalnich podminek bylo pfi koncentraci 1000

mmol-1" glukdzy v pufru dosazeno kvalitativniho rozliSeni enantiomeru (R = 1,31).

100

200 mmol-I"! D-glukézy
AV

400 mmol-I"" D-glukozy

AO mmol-I"" D-glukozy

Intenzita (mAU)

A

800 mmol‘1"! D-glukozy

)
J

] v
/1000 mmolI"" D-glukozy

||

g

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Migracéni ¢as (min)

Obr. 13 Efekt koncentrace pridané D-glukdzy na chiralni separaci cetirizinu, BGE: 500 mmol-1"' borat
sodny pH 9,5 obsahujici 1 mg-ml™ S-B-CD a 200, 400, 600, 800 a 1000 mmol-1"! D-glukdzy, koncentrace

cetirizinu: 2,5 x 10* mol-1'%.
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Obr. 14 Efekt koncentrace D-glukozy na rozliSeni a mobilitu enantiomert cetirizinu, BGE: 500
mmol1" borat sodny (pH 9.5) obsahujici 1 mg-ml! S-p-CD a 200-1000 mmol-I"" D-gluk6zy. Zelené
trojithelniky: rozliSeni, cervené Ctverce: mobilita R-enantiomeru, modré kosoctverce: mobilita

S-enantiomeru.

V dusledku zvySujicich se se migracnich ¢asu enantiomeru cetirizinu se zvySujici se koncentraci
D-glukozy byla zméfena efektivni viskozita pufrta obsahujicich dané koncentrace glukozy (200—1000
mmol-1"!). Viskozita byla zméfena na zakladé publikovaného protokolu [222]. ZjednoduSené, vzorek
cetirizinu byl nadavkovan do kapilary tlakem 50 mbar po dobu 10 s a zdrojova a cilova vialka byly
naplnény roztoky 200—1000 mmol-l"! glukézy. Nasledné byl aplikovan tlak 50 mbar a detckovan signal
cetirizinu. Dynamicka viskozita glukézovych roztoki byla nasledné vypocitana pomoci Hagen-
Poiseuilova zakona, kde # je dynamicka viskozita (Pa's), 4P je aplikovany tlak (mbar), d.je vnitini
prumér kapilary (m), #; je ¢as detekce signalu cetirizinu (s) a L a [ jsou celkova délka kapilary a délka

kapilary po detekéni okénko (m).

APd?
n==; ta (17)
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Z Tab. 7 muzeme vidét, ze s rostouci koncentraci glukdzy v roztocich se zvysuje jejich dynamicka

viskozita.

Tab. 7 Efekt koncentrace glukdzy v roztoku na jeho dynamickou viskozitu

Koncentrace glukézy Dynamicka viskozita
(mmol-I') (mPa-s)
200 1,04
400 1,16
600 1,25
800 1,37
1000 1,49

BGE: 500 mmol-I"! borat sodny pH 9,5 obsahujici 200—~1 000 mmol-l"! D-glukézy

Zvysujici se viskozita roztoka D-glukdzy je pochopitelné ve shod¢ se snizujici se mobilitou
enantiomerii cetirizinu v téchto roztocich. Naskytla se tedy otazka, jestli neni zvySujici se rozliSeni
enantiomert cetirizinu s rostouci koncentraci roztoku glukdzy zpusobeno prave zvysujici se viskozitou
téchto roztoku. Se zvysujici se viskozitou roztoku, ve kterych probiha chiralni separace, totiz ziskavame
delsi dobu pro interakei mezi CS a enantiomery. Proto byl dale studovan efekt napéti na chiralni separaci
cetirizinu. Kdyby totiz bylo zvySujiciho se rozliSeni enantiomeru dosazeno jenom z diuvodu delsi doby
analyzy, tak by se pfi vkladaném niz§im napéti mélo rozliSeni enantiomerti zvétsit. Jak vSak miizeme
vidét z Tab. 8, s klesajicim napétim klesalo jak rozliSeni, tak selektivita chiralni separace enantiomert
cetirizinu. Z toho vyplyva, ze zlepSeni rozliSeni nebylo dosazeno v dasledku delsi doby chiralni separace,
ale diky v¢étsi koncentraci D-glukozy jako takové. Lze tedy predpokladat, ze dochazi k tvorbé komplext

glukoza-borat a/nebo glukdza-borat-cyklodextrin a ty ovliviiuji chiralni separaci.

Tab. 8 Zavislost rozliseni a selektivity enantiomert cetirizinu na napéti

Napéti (kV) Rs o
20 0,71 1,022
10 0,68 1,021
5 0,53 1,017

BGE: 500 mmol-l"! borat sodny pH 9.5 obsahujici 200 mmol-1"! D-glukdzy a 1 mg'ml! S-B-CD.

42



4.1.5.4 Efekt typu pufru a pfitomnosti CD

Pro ukazku dalezitosti pouziti praveé boratu sodného jako pufru pro chiralni separaci cetirizinu
byl zkouman efekt pouziti jinych pufri pro tuto chiralni separaci. Bylo otestovano pouziti dalSich dvou
pufri: CAPSO a CHES sodného jejichz kyseliny maji podobné hodnoty pKa jako kyselina borita (pKa
9,2); CAPSO (pKa 9,6) a CHES (pKa 9,3). Koncentrace viech pufru byla 50 a 500 mmol-1"! o pH 9,5
a vzdy s pridavkem 1000 mmol-1"! D-glukézy a 1 mg-ml' S-B-CD. Vysledky ukazaly (Obr. 15), Ze
separace enantiomeru cetirizinu je dosazeno skutecné jenom pii pouziti boratu sodného jako pufru. To

potvrdilo teorii, ze komplexy borat-glukdza ovliviiuji chiralni separaci.

100

50 mmol-I"" CHES

50 mmol-1I"" CAPSO {
50 mmol-I"" borat M\

0 4 8 12 16 20
Migraé¢ni ¢as (min)

Intenzita (mAU)
| e—

Obr. 15 Elektroferogramy chiralni separace cetirizinu v 50 mmol-l"! boratu sodném pH 9.5; 50 mmol-I"!
CAPSO sodném pH 9,5 a 50 mmollI" CHES sodném 9,5 s pfidavkem 1000 mmol-l" D-glukozy

a 1 mg'-ml"! S-B-CD, koncentrace cetirizinu: 2,5 x 10* mol-1"".
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Dale bylo zkoumano, jestli je pro chiralni separaci cetirizinu nutna piitomnost S-B-CD
v separaénim pufru. Byl zkouman efekt pridavku S-B-CD do 500 mmol-1" boratu sodného pH 9,5
obsahujiciho 1000 mmol-1"! D-gluk6zy na separaci enantiomeru cetirizinu. Jak bylo pfedpokladano, bez
pritomnosti S-B-CD nedoslo k chiralni separaci — pritomnost cyklodextrinu tedy hraje klicovou roli pro

chiralni separaci.

4.1.5.5 Studium tvorby komplext mezi glukozou, boratem a cyklodextrinem

Zaucelem objasnéni mechanismu chiralni separace cetirizinu byly provedeny MS analyzy vSech
elektrolytii pouzivanych béhem chiralni separace cetirizinu: (1) boratu sodného s D-glukézou, (2) boratu
sodn¢ho s S-B-CD a (3) boratu sodného s D-glukozou a S-B-CD. Vzorky byly davkovany piimym
nastfikem a koncentrace jednotlivych slozek byly: 1 mg-ml' S-p-CD, 50 mmoll"! borat sodny
a 100 mmol‘l"! D-glukdza, koncentrace boratu sodného a D-glukézy byly snizeny z divodu zajisténi
stability elektrospreje. Hmotnostni spektra tfi elektrolytii zminénych vyse jsou prezentovana na Obr. 16.

Jak bylo ofekavano, D-glukéza tvori komplexy s boratem a v hmotnostnim spektru jsou
pritomny charakteristické signaly m/z 205,1 ([HsBOs; + CsH1206-2H20-H]") a m/z 366,9 ([H:BOs +
2C6H1,06-3H,0O-H]"). Dale jsou v MS spektru S-p-CD v boratovém elektrolytu pfitomny série
né¢kolikanasobné nabitych ionti S-p-CD, kde napf. signaly m/z 328,3; 343,0; 357,6 a 372,2 odpovidaji
7x nabitym ionttim liSicich se jenom v poctu sulfoskupin (napf. m/z 328,3 odpovida 13 sulfoskupinam
a m/z 343,0 odpovida 14 sulfoskupinam). NejzajimavéjSich vysledku bylo dosazeno pfi analyze boratu
sodné¢ho obsahujiciho jak S-B-CD, tak D-gluk6zu. V hmotnostnim spektru jsou ptitomny pouze signaly
odpovidajici komplexu borat-glukéza a S-B-CD (Obr. 16c, intenzity signalt iontti S-B-CD jsou nizsi
pravdépodobné v disledku prednosti ionizace komplexii borat-glukoza).

Z téchto vysledku vyplyva, ze v roztoku nedochazi k tvorbé komplexi mezi S-f-CD
a komplexem borat-glukodza a separani mechanismus tedy ziejmé odpovida dualnimu selektorovému

systému tvoreném S-B-CD (jeden selektor) a komplexem borat-glukdza (druhy selektor).
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Obr. 16 Hmotnostni spektra elektrolytii obsahujicich glukdzu, borat sodny a cyklodextrin: (a) borat
sodny obsahujici D-glukoézu, (b) borat sodny obsahujici S-B-CD a (¢) borat sodny obsahujici D-glukozu
a S-p-CD.

Dale byly vsSechny elektrolyty proméfeny znovu, tentokrat s pridavkem R-cetirizinu
o koncentraci 1 x 10* mol'lI"!. Zajimavé bylo, Ze signaly cetirizinu byly vidét jenom v boratu sodném
a boratu sodném obsahujicim S-B-CD, (m/z 386.9 odpovida signalu [M-H] iontu). Po piidavku D-
glukozy do boratu sodného signaly cetirizinu nebyly detekovany (Obr. 17). Ve spektru byly detekovany
jenom signaly odpovidajici komplexim borat-D-glukdza a zadné ,,aduktové™ ionty s cetirizinem nebyly
detekovany. Proto byla tedy zvySena koncentrace cetirizinu na 1 x 102 moll! a signaly
charakteristickych iontt cetirizinu byly ve spektru znovu detekovany. Enantiomery cetirizinu mohou

tedy tvorit nenabité komplexy s D-glukézou a boratem nedetekovatelné pomoci MS.
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Obr. 17 MS spektra R-cetirizinu (C»;H2sCIN2O3) v riznych elektrolytech: (a) borat sodny, (b) borat-
glukoza elektrolyt, (¢) borat-S-pB-CD elektrolyt a (d) borat-glukoéza-S-B-CD elektrolyt.

Pro ovéfeni hypotézy tvorby neutralniho borat-cetirizin-D-glukéza komplexu, byla provedena
CE analyza R-cetirizinu v boratovych elektrolytech o pH 9,5 s rostouci koncentraci D-glukoézy od 0 do
1000 mmol-lI! (bez pridavku S-B-CD). Bylo zjisténo, ze se mobilita cetirizinu v téchto elektrolytech
snizuje z -14 x 10° m*V-!s™! (0 mmol-1"! D-glukdzy) na -0,5 x 10° m?V-!s™! (1000 mmol-l"! D-glukdzy)
(Obr. 18), coz potvrzuje tvorbu neutralniho komplexu borat-cetirizin-D-glukoéza. Interakéni konstanta
mezi cetirizinem a komplexem borat-D-glukoza byla vypoctena pomoci dvojité reciproké metody [223].
Experimentalné ziskana hodnota je 4,3 = 0,9 M. Interak¢ni konstanty mezi cyklodextriny a takto
malymi molekulami 1éCiv (cetirizin) jsou vétSinou 10x—100x vEtsi nez v pripadé interakéni konstanty
mezi cetirizinem a komplexem borat-D-glukdza [224, 225]. Nicméné i takto ,.slaba™ interakce se jevi

dostacujici pro chiralni separaci cetirizinu v dudlnim selektorovém systému.
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Obr. 18 Efekt pridavku glukézy do pufru (borat sodny bez S-B-CD) na efektivni mobilitu R-cetirizinu.
BGE: 50 mmol-1"' borat sodny pH 9.5 s pfidavkem ruznych koncentraci D-glukozy.

4.1.5.6 Efekt pridaného sacharidu

Jako posledni byl studovan efekt typu pridaného cukru na chiralni separaci enantiomeru
cetirizinu. Misto D-glukdzy byla pouzita D-galaktéza a D-xyléza. Jako pufr byl znovu pouzity
500 mmol-1"! borat sodny pH 9,5 obsahujici 1 mg-ml! S-p-CD. Piidavek cukru byl jako v pfipadé
D-glukdzy 1000 mmol-1"!. Pouziti jinych cukru vedlo tak jako v pfipadé D-glukdzy k ispé&$né chiralni
separaci. Za pridavku D-galaktozy bylo dosazeno rozlisSeni 1,41 a D-xylozy 1,25 (Obr. 19).
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Obr 19. Efekt pfidavku raznych cukri na chiralni separaci cetirizinu, BGE: 500 mmol-1"! borat sodny pH
9,5 obsahujici 1 mg:ml!' S-p-CD s 1000 mmolI"' D-xylozy, D-galaktozy a D-glukozy, koncentrace

cetirizinu: 2,5 x 10* mol-1'%.

D-glukoéza, D-galaktoza a D-xyldza poskytuji ve vode 2 anomery, a-anomer a f-anomer, a ty se
odlisuji polohou -OH skupiny na uhliku C1 [226, 227]. Pro tvorbu komplexa borat-cukr je dulezité, aby
poloha -OH skupin ve struktufe cukru byla v pozici cis-1,2-. Tahle podminka je splnéna, kdyz jsou cukry
ve formé a-anomeru. Zastoupeni a-glukdzy a a-xylozy ve vode je 36-38 % a 32,1-34,8 % [228]. Diky
vétsimu zastoupeni a-glukozy ve vode poskytuje veétsi rozliSeni nez a-xyloza. D-galaktoza ve srovnani
s predchozimi dvéma cukry obsahuje o dvé -OH skupiny v cis- poloze vice, takze poskytuje jesté lepsi

rozliSeni nez glukodza.
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4.1.6 Zavér

Byla vyvinuta a optimalizovana metoda pro chiralni separaci enantiomeru cetirizinu vyuzivajici
velmi malého mnozstvi chiralniho selektoru (S-f-CD) v kombinaci s pfidavkem D-glukézy do
separa¢niho pufru, boratu sodné¢ho. Jako prvni byla metoda optimalizovana pro chiralni separaci bez
pridavku glukézy. Byla testovana koncentrace pufru, pH pufru a mnozstvi chiralniho selektoru.
Optimalni sloZeni separa¢niho pufru bylo: 500 mmol-1" borat sodny pH 9,5 s pfidavkem 15 mg-ml™!
S-B-CD. Za téchto podminek bylo rozliseni enantiomert cetirizinu 1,81,

Dale byl zkouman vliv pfidavku glukézy do separacniho pufru. Byla stanovena koncentrace
D-glukozy, pii které je mozné pouzit minimalni mnozstvi chirdlniho selektoru a stale je dosazeno
kvalitativni separace enantiomeru. Tato koncentrace byla 1000 mmol-l"! a bylo pii ni mozné pouzit
1 mg-ml!S-B-CD, coz je 15x méné selektoru nez v piipadé separace bez pridavku D-glukozy.

Prace je také zamctena na objasnéni funkce D-glukozy a jejiho vlivu na vyrazné snizeni
mnozstvi chiralniho selektoru v separacnim pufru. Byl testovan vliv typu pufru, typu piidaného
sacharidu a absence S-f-CD na separaci. Z obdrzenych vysledku je zfejmé, ze borat sodny jako pufr
hraje klicovou roli, jelikoz tvori komplexy s D-glukézou a je tedy mozné vyrazné snizit mnozstvi
chiralniho selektoru pro separaci chiralnich slou¢enin. Chiralni separace je tedy hypoteticky umoznéna
diky dualnimu selektorovému systému tvofeném S-f-CD (1. selektor) a komplexem borat-D-glukdza
(2. selektor).

V neposledni fadé byly provedeny MS analyzy elektrolyti obsahujicich D-glukéozu, S-p-CD,
borat sodny a cetirizin pro objasnéni mechanismu tvorby komplexti mezi danymi latkami. Byla potvrzena
tvorba komplexu borat-D-glukdza a absence komplexu borat-D-glukéza-S-B-CD, coz potvrdilo
hypotézu dualniho selektorového systému. Rovnéz byla vypoctena hodnota interakéni konstanty mezi
komplexem borat-D-glukéza a cetirizinem. Tato konstanta je sice fadové 10-100x mensi nez v pripade
interak¢nich konstant mezi cetirizinem a cyklodextriny, ale i to postaCuje pro separaci enantiomeru
cetirizinu v dudlnim selektorovém systému.

Na zavér je dulezité zduraznit, ze pridavkem D-glukdzy do pufru tedy doslo ke snizeni pouzitého
mnozstvi chiralniho selektoru, ajelikoz je D-glukoza vyrazné levngjsi nez S-B-CD doslo ke snizeni ceny
analyzy priblizné 4x. Tato metoda muze byt po provedeni validace uspéSné aplikovana pro kontrolu

optické Cistoty cetirizinu.

49



4.2 Ultrastopové stanoveni necistot oxaliplatiny pomoci

sweeping-MEKC-ICP-MS

4.2.1 Uvod

wivr

2018 na tato onemocnéni zemielo 9,6 milionu lidi [229]. Pfi 1écbé nadorovych onemocnéni se obvykle
kombinuje vice 1é¢ebnych postupti (napt. chemoterapie, chirurgicky zakrok a radioterapie). Nejcastéji
vyuzivana lécba je chemoterapie, pii ni se podavaji pacientiim cytostatika za ucelem zastavy bunééného
déleni ¢i uplného znic¢eni nadorového bujeni. Bylo vyvinuto mnoho druht chemoterapeutik s riznymi
mechanismy ucinku, napt. alkylacni cinidla, antimetabolity a inhibitory topoisomerasy I a II.
Nejpouzivangjsi z nich jsou chemoterapeutika s alkyla¢nim ucinkem, jejichz ucinek spociva ve vneseni
alkylové skupiny na retézec DNA vedouci k poskozeni DNA a k bunééné smrti [230].

Nejvyznamngjsi skupinou cytostatik s alkylatnim u¢inkem jsou platinova cytostatika. Prvnim
klinicky pouzivanym platinovym cytostatikem byla cisplatina. Ta méla vynikajici cytostatické ucinky,
ale zaroven i Cetné nezadouci ucinky. Od zavedeni cisplatiny do klinické praxe bylo schvaleno dalsich
5 platinovych cytostatik pro [écbu nadorovych onemocnéni, a to karboplatina, oxaliplatina, nedaplatina,
heptaplatina a lobaplatina [230, 231].

Oxaliplatina se bézn¢ pouziva k 1é¢b¢ rakoviny vajecnika, plic, tlustého stfeva anebo kone¢niku
[232-234]. Vyhodou jejiho pouziti oproti jejim analogim je zesileni jejiho 1é¢ebného ucdinku pii
soub&zném uzivani dalSich protirakovinovych 1é¢iv (napft. 5-fluoruracilu anebo folinové kyseliny [235]).
Dalsi vyhodou uzivani oxaliplatiny je jeji mensi Skodlivost pro krvinky, mirngjsi vedlejsi u€inky na
travici soustavu a skoro zadna zatéz pro ledviny [236].

Farmaceuticky stabilni vzorek oxaliplatiny pro ,.parenteralni™ podani neobsahuje zadné dalsi
slouceniny a nem¢l by obsahovat vice nez 2 % necistot uvedenych v Iékopise [237]. Mezi tyto necistoty
patii  kyselina Stavelova (neCistota A), diaquodiaminocyklohexanplatina (neCistota B),
dihydroxyderivat (R,R)-oxaliplatiny (neCistota C), (S,S)-oxaliplatina (neCistota D) a dimer
diaquodiaminocyklohexanplatiny (necistota E) [238, 239].

Pouzivani cytostatik pro 1écbu rakoviny ma vsak i svou stinnou stranku. V soucasnosti se zacina
objevovat ¢im dal tim vice dukazl o pfitomnosti cytostatik (zvlaste t€ch obsahujicich platinu) v zivotnim

ey

prostredi, kde negativné ovliviiuji metabolické procesy arozmnozovani dalSich zijicich organismu (napf.
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ryb a fas) [240, 241]. Stejny efekt na zivotni prostfedi mohou mit i platinu obsahujici necistoty
oxaliplatiny, protoze stejné jako oxaliplatina mohou interagovat s DNA (Obr. 20).

Pro dikaz a stanoveni ultrastopovych koncentraci ne€istot oxaliplatiny a oxaliplatiny samotné
v zivotnim prostfedi je nutné vyvinout analytické metody dosahujici nizkych mezi detekce
a stanovitelnosti. CE, jako separacni technika, jiz byla v minulosti pouzita pro analyzu fady
protirakovinovych 1é¢iv [242] a mdéd CE, MEKC, byl jiz pouzit pro analyzu kancerostatik na bazi platiny
[243, 244]. Nizkych mezi detekee a stanovitelnosti je pro tuto techniku mozné dosahnout pouzitim online

prekoncentrace tzv. ,,sweepingu™ a spojenim CE s ICP-MS detektorem.

NH\ NH\
/? nebo Q /G

NH2 NH2
C[NH

N /
CLAL

2

Obr. 20 Interakce oxaliplatiny s DNA. Ilustrace autora.

4.2.2 Chemikalie a vzorky

Na pripravu roztoku separacnich pufrii byly pouzity kyselina fosfore¢na a hydroxid sodny a jako
aditivum byl pouzit dodecylsulfat sodny (SDS). VSechny tyto chemikalie byly od spolecnosti Sigma-
Aldrich o Cistot¢ p.a. Pouzita deionizovana voda 18,2 MQ.cm byla piecisténa systtmem Milli-Q-
Reference od firmy Millipore (Molsheim, Francie).

Na pripravu pomocné kapaliny pro ICP-MS byla pouzita kyselina 2-brompropionova a hydroxid

amonny, oboji o Cistot¢ p.a. od firmy Sigma-Aldrich.
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Standardy: (R,R)-oxaliplatina, diaquodiaminocyklohexanplatina (necistota B), dihydroxyderivat
(R,R)-oxaliplatiny  (neCistota C) a  cisplatina  vSechny od firmy  Sigma-Aldrich
a Certipur® gold ICP Standard (1000 mg-1"!, 969 £+ 5 mg-kg-1) od firmy Merck KGaA (Darmstadt,

Némecko).

4.2.3 Priprava roztoku separac¢nich pufru a standardu

Separacni pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny v deionizované
vodé a jejich naslednou tpravou na odpovidajici hodnotu pH titraci 50 % (m/m) hydroxidem sodnym.
Jako separaéni pufr byl pouzit fosfat/NaOH o koncentraci 25 mmol-1"' a pH 2,15. Do pufru bylo nasledné
ptidano SDS o pozadované koncentraci.

Zasobni roztoky oxaliplatiny, jeji neistoty B a C a cisplatiny byly pfipraveny jejich rozpusténim
v ultraisté vodé na poZzadovanou koncentraci 2 mg-ml"! v pripadé oxaliplatiny a jejich necistot a na
koncentraci 2 pug'ml! v pfipadé cisplatiny. Struktury oxaliplatiny, necistoty B a C a cisplatiny jsou
uvedeny na Obr. 21.

A B -
NH, O 0
Y NHﬁpt/Wo
ANIPAN N
NI—{ 0 NH, H20
C oH D
Nk /\i@ N
Né‘ O CI/ \NHS
OH

Obr. 21 Struktura (A) oxaliplatiny, (B) necistoty B, (C) necistoty C a (D) cisplatiny. Tlustrace autora.
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4.2.4 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny experimenty byly provedeny na piistroji CE7100 od firmy Agilent Technologies
(Waldbronn, Némecko) vybaveném DAD. Separace byly provadény v kiemenné kapilare od firmy
Molex (IL, USA) s vnitinim pramérem 50 um a o celkové délce 64.5 cm pro (MEKC-UV) a 56,0 cm
pro (MEKC-ICP-MS) z ditvodu zachovani stejné efektivni délky 56 cm pro oba typy detekce. Vsechny
experimenty byly provadény piti teploté 25 °C a ve tiech opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Pred
prvnim pouzitim byla kapilara promyta 20 minut 0,1 mol-1"' NaOH, 20 minut deionizovanou vodou
a 10 minut separanim pufrem. Mezi experimenty byla kapilara promyvana vzdy
2 minuty 0,1 mol-l" NaOH, 2 minuty vodou a 4 minuty separa¢nim pufrem. Promyvaci tlak ¢inil
935 mbar. Vzorky byly davkovany tlakem 50 mbar po dobu 90 s. Napéti vkladané na kapilaru bylo
v ptipadé¢ MEKC-UV -30 kV a generovalo proud 95 pA. V piipad¢ MEKC-ICP-MS analyz se pracovalo
za konstantniho proudu 95 pA s napétim pohybujicim se kolem -27 kV. Analyty byly v piipad¢ klasické
MEKC-UV detekovany pii 200 nm.

Dale byla kapilarni elektroforéza CE7100 spojena s kvadrupdlovym ICP-MS 7700x od firmy
Agilent Technologies (Tokyo, Japan) pomoci CE-ICP-MS rozhrani vyvinutého na Katedfe analytické
chemie v Olomouci [245, 246]. CE-ICP-MS rozhrani se sklada ze dvou zakladnich casti, a to z kiizové
spojky a zmlzovace ICP-MS pristroje. Kiizova spojka je velmi dulezitou soucasti spojeni a slouzi
(1) k uzemnéni kapilarni elektroforézy skrze zemnici platinovou elektrodu, (2) ke kontinualnimu privodu
pomocné kapaliny a (3) k nastaveni spravné pozice separacni kapilary tak, aby byla umisténa co nejblize
vstupu vnitini kapilary koncentrického zmlzovace ,,MicroMist™ s prutokovou rychlosti 50 pl-min’
(Obr. 22). V tomto usporadani je efluent ze separacni kapilary misen s pomocnou kapalinou tésn¢ pred
vstupem do koncentrického zmlzovace, pomoci kterého je kapalny vzorek prevadén na jemny aerosol
vhodny pro naslednou ICP-MS analyzu. Pied vlastnimi CE-ICP-MS analyzami byly optimalizovany
ICP-MS parametry jako jsou napriklad pritok Ar a pozice plazmové hlavice, nastaveni iontové optiky,
kvadrupolového analyzatoru a detektoru. Optimalizace byla provedena za pouziti ladiciho roztoku
slozeného z Li, Y, Ce a Tl o koncentraci 1pg-1"!. Optimalni ICP-MS podminky byly: pfikon generatoru
1550 W, prutok vn&jiho plazmového plynu 14,95 1I'min’, pritok stfedniho plazmového plynu
0,9 I'min’', prutok nosného plynu 0,85 1'min™' a prutok pfidavného plynu 0,20 1'min™'. Integra¢ni ¢as byl
300 ms pro #Pt a Pt a 100 ms pro *’Au. Izotop Pt byl pouzit pro viechny kvantitativni vypocty,
protoZe poskytoval v&tsi pomér signalu k Sumu ve srovnani s ‘Pt (vy$si prirozené zastoupeni izotopu
195pt). Kontinualni monitorovani izotopu '*’Au bylo dulezité pro sledovani stability pfivadéni pomocné
kapaliny, ale i plazmového vyboje. Pomocna kapalina byla pro vSechny analyzy slozena z 800 mmol-1'!

2-brompropionové kyseliny titrované NH,OH na pH 2,45 a s pfidavkem 50 ng-ml™" Au.
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Obr. 22 Schéma CE-ICP-MS rozhrani
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4.2.5 Vysledky a diskuze

4.2.5.1 Vyvoj metody

Sweeping-MEKC-UV

Jelikoz jsou oxaliplatina a necistota C nenabité koordinac¢ni komplexy platiny, musel byt pro
jejich separaci pouzit MEKC moéd. Jiz byly publikovany studie, které se zabyvaly separaci kancerostatik
na bazi platiny pomoci MEKC s SDS jako surfaktantem, proto jsme i v nasi praci vychazeli z pouziti
SDS jako surfaktantu. S ohledem na MEKC mdd a nasledny prekoncentracni krok ,.sweeping®, bylo
potieba zvolit jako separacni elektrolyt pufr o nizkém pH, pii kterém je v kapilafe zanedbatelny
elektroosmoticky tok. Jako pufr byl tedy zvolen fosfat sodny o nizkém pH (kyselina fosfore¢na; pK, =
2,12; pKo =721 a pKs = 12,67).

e pH a koncentrace pufru

Jako prvni byl testovan vliv pufru (pH a koncentrace fosfatu sodného) na separaci oxaliplatiny,
nedistoty B a netistoty C. Testované hodnoty pH 25 mmol-1" fosfatu sodného byly: 2,15; 2.40; 2,55;
2,70; 2,85 a 3,00 a nasledné testované koncentrace fosfatu sodného o pH 2,15 byly: 25, 40, 55, 70, 85
a 100 mmol-l!. V3echny testované elektrolyty vzdy obsahovaly pridavek 80 mmol-1"! SDS. Oba
testovan¢é parametry, jak pH, tak koncentrace, mély minimalni vliv na intenzitu signalG a separaci
analyt. Ve vSech studovanych elektrolytech bylo dosazeno separace analytti na zakladni linii. Vysledna
koncentrace fosfatu sodného byla tedy zvolena na zakladé proudu prochazejiciho kapilarou. Pii
koncentracich fosfatu sodného 40 mmol-1"! a vice pfesahovaly hodnoty proudu v kapilare 100 pA, a to
by mohlo vést k horSi opakovatelnosti analyz. Proto byla jako vhodna koncentrace pufru vybrana
25 mmol-1", pfi které proud v kapilafe nepresahoval 100 uA. Hodnota pH byla vybrana na zdkladé
rychlosti analyzy. Pti pH 2,15 byla analyza nejrychlejsi.

¢ Koncentrace SDS

Kritickym parametrem, ktery ovliviiuje, jak samotnou separaci analytd, tak jejich naslednou
prekoncentraci, je koncentrace SDS. Na optimalizaci koncentrace SDS byl tedy kladen velky diraz. Vliv
koncentrace SDS na separaci a prekoncentraci analyti byl testovan pro dvé ruzné doby davkovani:

10 a 60 s a v rozmezi koncentraci od 25 do 200 mmol-1"' SDS. Na Obr. 23 A, B znazortiyjicich zavislosti
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vysek signalu analyt na koncentraci SDS jsou jasné viditelné dv¢ oblasti s rozdilnou vyskou piku. Jedna
oblast je od 25 do 125 mmol‘l"! a druha od 125 do 200 mmol-1".

Na Obr. 24 je pak dale vyobrazena zavislost efektivni mobility analyth na koncentraci SDS. Se
zvySujici se koncentraci SDS roste ,,aniontova®™ efektivni mobilita oxaliplatiny, a to z duvodu silng¢jsi
interakce mezi micelami a oxaliplatinou. Pro necistotu C se jeji ,,aniontova™ efektivni mobilita zvysuje
od koncentrace 25 do 100 mmol "' SDS a od koncentrace 125 mmol-1" a vy$si se jeji mobilita nepatrné
snizuje. V porovnani s necistotou C a oxaliplatinou se efektivni mobilita necistoty B porad nepatrné
snizovala. Z dosazenych vysledka se da usuzovat, ze od koncentrace 125 mmol1"' SDS dochazi ke
zméng struktury micel (napf. ze sférickych na elipsoidni) a/nebo ke zmén¢ samotné interakce. Vysledky
také poukazuji na to, ze interakce mezi negativné nabitymi micelami a pozitivné nabitou necistotou B
jsou cist¢ povrchové-elektrostatického charakteru a necistota B tedy nevstupuje do dutiny micel.

Na zaklad¢ dosazenych vysledku byla zvolena koncentrace 175 mmol-1"! SDS jako nejlepsi. Pii
pouziti 200 mmol-1"' SDS bylo sice dosazeno lepsi prekoncentrace analytu, ale hodnoty proudu v kapilare
se pohybovaly nad 100 pA, coz muze vést k tvorb¢ nezadouciho nadmérného tepla v kapilare. I kdyz
i pfi pouziti 175 mmol-1! SDS dosahovaly hodnoty proudu v kapilafe ke 100 pA, z grafu Ohmova zakona

na Obr. 25 mizeme vidét, ze nedochazelo k nadmérnému zahtivani v kapilare.
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Obr. 23 Efekt koncentrace SDS na vysku pika necistot B, C a oxaliplatiny s dobou davkovani 10 s (A)
a 60 s (B) tlakem 50 mbar. BGE: 25 mmol-"! fosfat sodny pH 2.15. Koncentrace pro neéistotu B, C
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a oxaliplatinu byly 0,05; 0,1 a 0,01 mg-ml.

57

Vysku piku (mAU)

Vysku piku (mAU)



-80
aNecistota C  aNecistota B aOxaliplatina
-65
g
o
— =50 & x "
“.>< & & & f : : : :
_U)
'> 35 A & & &
~ &
E R
=
= -20 A
-5

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Koncentrace SDS (mmol-17)

Obr. 24 Efekt koncentrace SDS na mobilitu necistot B, C a oxaliplatiny, doba davkovani 10 s tlakem 50
mbar. BGE: 25 mmol‘l"! fosfat sodny pH 2,15. Koncentrace pro necistotu B, C a oxaliplatinu byly 0,05;

0,1 20,01 mg:ml.
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Obr. 25 Graf Ohmova zakona, BGE: 25 mmol-l"' fosfat sodny pH 2,15 s 175 mmol-1"' SDS, negativni

polarita.
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e Doba davkovani

Poslednim kritickym parametrem pro online prekoncetraci (,,sweeping ) byla optimalizace doby
davkovani. Byl testovan vliv doby davkovani od 10 do 120 s na vysku pikt analyta (Obr. 26). Vyska
piki se zvySovala od 10 do 90 s (50 mbar) pro vSechny analyty. S casem delSim nez
90 s se piky oxaliplatiny a necistoty C zacaly zmenSovat, proto byl ¢as davkovani 90 s (50 mbar) vybran

jako optimalni.
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Obr. 26 Efekt doby davkovani na vysku piku neéistoty B, C a oxaliplatiny, BGE: 25 mmol-1"! fosfat
sodny pH 2,15 s 175 mmol-1"' SDS. Koncentrace pro neCistotu B, C a oxaliplatinu byly 0,05; 0,1
20,01 mg-ml.

Elektroferogram separace oxaliplatiny a neéistot B a C za finalnich podminek: 25 mmol 1! fosfat
sodny pH 2,15 s 175 mmol-1"' SDS a dobou davkovani 90 s je na Obr. 27. K obrazku je tfeba poznamenat,
ze na ném vidime pét signalu: cisplatinu jako vnitini standard (,,Internal standard™, 1S), oxaliplatinu,
necistotu B, necistotu C a 4-methylbenzensulfonat (4-MBS), ktery je pfitomny ve standardu necistoty B

k jeji neutralizaci. 4-MBS ma ve své struktufe benzenové jadro, takze je dobie viditelny v UV/Vis oblasti
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a muze byt pfi nizSich koncentracich ve vzorcich myln¢ povazovan za necistotu B, jelikoz ma oproti ni

vy$§i molarni absorpcni koeficient.
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Obr. 27 Sweeping-MEKC-UV separace oxaliplatiny a ne¢istot B a C, BGE: 25 mmol-1"! fosfat sodny pH
2,15 s 175 mmol-1"' SDS, napéti 30 kV negativni polarita, detekce 200 nm, doba davkovani 90 s (50
mbar). Koncentrace oxaliplatiny a neéistoty B a C byla 0,1 mg-ml™'. Popis piku: (1) necistota B, (2)

necistota C, (3) oxaliplatina, (4) 4-methylbenzensulfonat a (5) cisplatina.

Sweeping-MEKC-ICP-MS

Po vyvoji a optimalizaci sweeping-MEKC-UV metody byla separatni metoda pouzita pro
sweeping-MEKC-ICP-MS. Jako prvni bylo nutné optimalizovat sloZzeni pomocné kapaliny.
V navaznosti na predeslé prace [245, 246] byly jako pomocna kapalina prvné zkouseny tyto pufry:
25 mmol-l"' fosfat sodny bez SDS a tento pufr 10x a 20x zfedény. Pii jejich pouziti vSak dochézelo
k nestabilit¢ elektrického proudu. Proto byl dale pouzit jako pomocna kapalina samotny separacni pufr
(25 mmol-l" fosfat sodny pH 2,15 s 175 mmol-l"! SDS). Pouziti tohoto pufru vedlo ke stabilnimu el.

proudu, ale po par analyzach doslo k ucpani zmlzovace. Dal§im krokem bylo pouzit jako pomocnou
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kapalinu takovy elektrolyt, ktery bude mit stejnou iontovou silu jako separacni pufr. Jelikoz by samotny
fosfat sodny bez SDS musel mit koncentraci 300 mmol-1"!, aby mél stejnou iontovou silu jako separa¢ni
pufr, coz neni vhodné kvuli jeho vysoké vodivosti, nebyl tento elektrolyt pouzit. Dale byl vyzkousen 190
mmol1" chlorid sodny. Takto vysoka koncentrace chloridu sodného vSak také neni vhodna pro
dlouhodobéjsi pouziti zdavodu postupného zanaSeni konusua ICP-MS a ucpavani zmlzovace.
Nasledovalo tedy pouziti roztoku (20-200 mmol-1!) kyseliny dusi¢né vytitrované hydroxidem amonnym
na pH 2,45 (pridavek 175 mmol-1"' SDS zvysi pH fosfatu sodného z 2,15 na 2,45). Ani pfi pouZiti této
pomocné kapaliny vSak nebylo dosazeno stabilniho el. proudu. Jako posledni byla vyzkousena 800
mmol-1"! 2-brompropionova kyselina (tato kyselina ma podobné hodnoty pK a hustotu jako kyselina
fosforecnd) vytitrovana hydroxidem amonnym na pH 2.45. Za pouziti této pomocné kapaliny byly
kone¢né ziskany reprodukovatelné analyzy se stabilnim elektrickym proudem. Nakonec bylo jeste
ovéreno, ze hodnota koncentrace 2-brompropionové kyseliny vypocitana pomoci PeakMasteru [247] je
ta spravna. Byla otestovana série elektrolytu v rozsahu koncentraci od 400 mmol-1"' do 1000 mmol-1!
a bylo potvrzeno, Ze koncentrace 800 mmol-l"' je skuteéné ta nejvhodnéjsi. Finalni sloZeni pomocné
kapaliny tedy bylo 800 mmol-1"' kyselina 2-brompropionova vytitrovana na pH 2,45 s pfidavkem 50
ng'ml’ Au. Au v naSem pfipad¢ slouzilo jako vnitini standard pro monitorovani stability pfivodu
pomocné kapaliny a stability CE-ICP-MS rozhrani.

Vsechny parametry (pH a koncentrace pufru, koncentrace SDS a doba davkovani)
optimalizované pro sweeping-MEKC-UV zistaly stejné i v pripad¢ sweeping-MEKC-ICP-MS. Jedinym
rozdilem bylo, ze sweeping-MEKC-UV probihal za konstantniho napéti, zatimco sweeping-MEKC-ICP-
MS za konstantniho proudu (95 pA, negativni polarita), a to z divodu lepsi reprodukovatelnosti analyz.

Separaci oxaliplatiny a necistot B a C pomoci sweeping-MEKC-ICP-MS za findlnich podminek
muzeme vidét na Obr. 28., oproti Obr. 27 zde miizeme pozorovat detekci pouze Ctyt pika a to proto, ze
molekula stabiliza¢niho aniontu 4-MBS neobsahuje ve své struktufe atom Pt. ICP-MS nam tedy jako
prvkove specificky detektor pomohl identifikovat slouc¢eniny obsahujici platinu. Pro lepsi pochopeni
jsou na Obr. 29 zaznamy analyz standardu necistoty B pomoci sweeping-MEKC-UV a sweeping-
MEKC-ICP-MS.
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1%5Pt Intenzita (10° cps)

Obr. 28 Sweeping-MEKC-ICP-MS separace oxaliplatiny a necistot B a C, BGE: 25 mM fosfat sodny
pH 2,15 s 175 mmoll" SDS, proud 95 pA negativni polarita, doba davkovani 90 s (50 mbar).
Koncentrace oxaliplatiny a ne€istoty B a C byla 10 ng-ml! (Cervena) a 1 ug-ml! (modra). Popis piku:

1
"

3

4

5

Migrac¢ni ¢as (min)

(1) necistota B, (2) necistota C, (3) oxaliplatina a (5) cisplatina.

62




4 200

i
0=S8=0

— 2+ - 160
S 3 - NH{Pt/HzO

— .../ HO —~
: NH; ? )
& CHy - 120 g
~ S
S 2 =
5 §
E 80 o
— K=
[

g 1

- 40

0 1 I I 1 ) I I”’I I 0
0 2 4 6 § 10 12 14 16 18 20

Migracni ¢as (min)

Obr. 29 Srovnani analyz standardu necistoty B pomoci sweeping-MEKC-UV (zelena) koncentrace 100
ug-ml!a sweeping-MEKC-ICP-MS (modra) koncentrace 50 ug'ml!. BGE: 25 mmol-1"! fosfat sodny pH
2,15 s 175 mmol-1"! SDS, doba davkovani 90 s (50 mbar).
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4.2.6 Validace

4.2.6.1 Sweeping-MEKC-UV

Po vyvoji a optimalizaci sweeping-MEKC-UV metody nasledovala jeji validace. Mezi
posuzované validacni parametry patfila: linearita, mez detekce (,limit of detection®, LOD), mez
stanovitelnosti (,,limit of quantification™, LOQ), pravdivost, preciznost a reprodukovatelnost migracnich
castl.

Lincarita byla testovana zmétenim kalibracnich standardi v koncentra¢nim rozsahu 2,5-150
ug-ml'! pro neéistotu B, 1-500 pg-ml! pro necistotu C a 5-2000 pg-ml! pro oxaliplatinu (Obr. 30 A)
a vypoctem koeficientli determinace linearni regrese. Meze detekce a stanovitelnosti byly spocitany
podle ICH Q2 (R1) pouzitim nasledujicich rovnic: LOD = 3.3SD/s a LOQ = 10SD/s, kde SD je
smérodatna odchylka intenzity signalu a s je smérnice kalibracni kiivky. Pravdivost a preciznost byly
testovany analyzou modelovych vzorki obsahujicich v§echny analyty soucasn¢ na 3 koncentracnich
hladinach (25, 50 a 126 pug-ml! pro necistotu B a 10, 50 a 250 ug-ml™! pro necistotu C a oxaliplatinu).
Reprodukovatelnost migracnich ¢ast byla spocitana z opakovanych analyz série kalibracnich standard.

Vsechny kalibraéni zavislosti byly linearni s koeficienty determinace vétsi nez 0,9966
a s linearnimi dynamickymi rozsahy vét$imi nez 3 fady. Pro necistotu C byly dosazeny meze detekce
a stanovitelnosti 0,2 a 0,8 upgml'. Pravdivost (vyjadiena jako vytéznost v %) a preciznost
(opakovatelnost, vyjadiena jako smérodatna odchylka v %) byly v rozsahu 104-117 %, 1-3 % pro
necistotu C, 82—108 %, 6—15 % pro necistotu B a 98—110 %, 1-2 % pro oxaliplatinu. Reprodukovatelnost
normalizovanych migracnich ¢ast byla pro vSechny analyty nizsi nez 2 %. Kompletni vysledky validace

metody jsou shrnuty v Tab. 9.
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Tab. 9 Vysledky validace metody sweeping-MEKC-UV

Parametr Necistota B Necistota C Oxaliplatina
Kalibra¢ni rozsah (ug:ml™) 2,5-150 1-500 5-2000
Koeficient determinace 0,9966 0,9998 0,9994
LOD (ugml™) 1,5 0,2 1.4
LOQ (pg'ml™) 5,1 0,8 4,5
Pravdivost (%) Hi: 82 H: 113 H;: 110

Ho: 102 Hx: 117 H»: 98

Hs: 108 Hs: 104 Hs: 104
Preciznost (%) Hi: 15 Hi: 1 Hi: 2

H,: 6 Hy: 1 Hy: 1

Hs: 12 Hi: 3 Hs: 1
Reprodukovatelnost 1 % 1% 2 %
migracnich ¢asa (%)

Necistota B: Hladina 1 (H;) — 25 pg'ml™!, Hladina 2 (H>) — 50 ug-ml, Hladina 3 (Hs) — 126 pg-ml™!
Necistota C: Hladina 1 (H;) — 10 pg'ml™!, Hladina 2 (H) — 50 ug-ml, Hladina 3 (H3) — 250 pg-ml!
Oxaliplatina: Hladina 1 (H;) — 10 pg-ml"', Hladina 2 (H,) — 50 ug'ml”’', Hladina 3 (Hz) — 250 pg'ml’!

4.2.6.2 Sweeping-MEKC-ICP-MS validace

Tak jako metoda sweeping-MEKC-UV, tak i metoda sweeping-MEKC-ICP-MS byla tispés$n¢
zvalidovana. Valida¢ni parametry jsou shrnuty v Tab. 10. Linearita byla testovana zméfenim
kalibra¢nich standardu v koncentratnim rozsahu 0,025-251 pg'ml! pro necistotu B; 0,001-500 pg-ml!
pro necistotu C a 0,01-1000 pg-ml'! pro oxaliplatinu (Obr. 30 B) a uréenim koeficientu determinace.
Meze detekce a stanovitelnosti byly spocitany podle ICH Q2 (R1) pouzitim nasledujicich rovnic:
LOD =3,3SD/s aLOQ = 10SD/s, kde SD je smérodatna odchylka intenzity signalu a s je sklon kalibracni
kiivky. Spravnost a pfesnost byla testovana analyzou modelovych vzorki na 4 koncentracnich hladinach
rozprostienych napfi¢ celym linearnim dynamickym rozsahem (0,13; 2,5; 50 a 126 pg-ml™' pro necistotu
B, 0,1; 5; 100 a 250 pg'ml! pro neéistotu C a 0,25; 5; 100 a 250 pgml! pro oxaliplatinu).

Reprodukovatelnost migracnich ¢asi byla spocitana z opakovanych analyz série kalibracnich standard.
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Vsechny kalibracni zavislosti byly linearni s koeficienty determinace vétS$imi nez 0,9989
a s linearnimi dynamickymi rozsahy vEtSimi nez 5 fadi. Pro necistotu C byly dosazeny meze detekce
a stanovitelnosti 1 ng-ml!' (98 femtogramu v nadavkované zéné€) a 3 ng:ml' (293 femtogramu
v nadavkované zon¢). LOD necistoty C odpovida 227 attomolim Pt v nadavkované zon¢. Pravdivost
(vyjadiena jako vytéznost v %) a preciznost (opakovatelnost, vyjadiena jako smérodatna odchylka v %)
byly v rozsahu 94—-107 %, 3-8 % pro necistotu C, 76-95 %, 10-19 % pro necistotu B a 104-116 %,
2-7 % pro oxaliplatinu. Reprodukovatelnost normalizovanych migra¢nich ¢asti byla pro vSechny analyty
mensi nez 5 %. Obecné validacni data pro necistotu B byly mirné horsi a davaly vétsi odchylky nez
v pripad¢ necistoty C a oxaliplatiny. To mohlo byt zptlisobeno rozdilnymi interakcemi micel s necistotou
B a ztoho vyplyvajici rozdilny prekoncentracni efekt oproti oxaliplatiné a necistoté C. Nicméné
i v tomto pfipadé jsou vSechna data pln¢ pfijatelna z pohledu ultrastopovych analyz. Validovana metoda

tedy muze byt pouzita pro rutinni analyzy.

Tab. 10 Vysledky validace metody sweeping-MEKC-ICP-MS

Parametr Necistota B Necistota C Oxaliplatina
Kalibra¢ni rozsah (ug-ml™) 0,025-251 0,001-500 0,01-1000
Koeficient determinace 0,9989 1,0000 0,9994
LOD (ng'ml™) 2 1 3
LOQ (ng'ml™) 7 3 9
Pravdivost (%) Hi: 76 H;: 97 Hi: 104
H,: 81 Ha: 107 Hy: 116
Hs: 95 Hs: 94 Hs: 106
Ha: 82 Hi: 115 H4: 109
Preciznost (%) Hi: 16 Hi: 3 Hi: 2
H,: 10 H.: 4 H: 4
Hs: 19 Hi: 5 Hi: 6
Has: 12 H4: 8 Hs: 7
Reprodukovatelnost 3% 5% 4 %
migracnich ¢asa (%)

Necistota B: Hi— 125,6 ng'ml"', H, — 2,5 pg'ml!, H3 — 50 pg'ml”', Hy — 126 pg'ml’!
Negistota C: H; — 100 ng'ml, H, — 5 pg-ml™', Hs — 100 ug-ml’', Hy — 250 pg'ml!
Oxaliplatina: H; — 250 ng'ml", H, — 5 pg-ml™', H3 — 100 ug'ml”, Hy — 250 pg'ml!
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Obr. 30 Kalibra¢ni kiivky pro metody sweeping-MEKC-UV (A) a sweeping-MEKC-ICP-MS (B), BGE:
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4.2.6.3 Porovnani metod sweeping-MEKC-UV a sweeping-MEKC-ICP-MS

Ob¢ zvalidované metody vyuzivaji ,,sweeping™ pro prekoncentraci analytu, ale liSi se typem
detekéniho systému (UV vs. ICP-MS). Prvni dilezitou vyhodou ICP-MS jako detektoru je jeho
prvkoveé/izotopicka specificita. V této praci je pomoci ICP-MS spravn¢ uréena necistota B, ktera muze
byt chybn¢ identifikovana pouzitim UV detekce. Dalsi vyhodou pouziti ICP-MS jako detektoru je
dosahovani velmi nizkych mezi detekce, predevsim pro slouceniny obsahujici kovy. Ve srovnani
se sweeping-MEKC-UV bylo dosazeno 750-, 200- a 400-krat nizSich mezi detekce pro necistotu B, C
a oxaliplatinu a ve srovnani s metodou MEKC-UV, ktera nepouziva zadny prekoncentracni krok, jsou
to 3500-, 1700- a 2100-krat niz$i meze detekce. V neposledni fad¢ jsou vyhodou ICP-MS detekce oproti
UV detekci Siroké linearni dynamické rozsahy. V praci byly pro sweeping-MEKC-ICP-MS analyzy

linearni dynamické rozsahy vétsi nez 5 radu a pro sweeping-MEKC-UV analyzy jenom 3 rady.

4.2.7 Kvantitativni analyza modelovych roztoki

Na zavér byla zvalidovana sweeping-MEKC-ICP-MS metoda pouzita pro analyzu 3 realnych
vzorku oxaliplatiny: oxaliplatiny o koncentraci 1 000 ug-ml™, oxaliplatiny o koncentraci 1 000 pg-ml™
s pfidavkem 0,06 % neéistoty B a 0,1 % necistoty C a oxaliplatiny o koncentraci 1 000 pg-ml!
s pridavkem 0,6 % necistoty B a 1,0 % necistoty C (Obr. 31). VSechny vzorky byly zméfeny 3x
a vysledky byly vyjadieny jako prumér + SD.

Prumérna koncentrace oxaliplatiny ve vzorcich byla 1 097 + 75 pg-ml’. Necistota B byla
detekovana jako hlavni necistota ve vzorku oxaliplatiny (Tab. 11). Spravnost stanoveni obsahu necistot
ve vzorcich oxaliplatiny se pohybovala v rozmezi 100114 %.

Sweeping-MEKC-ICP-MS nam umoziuje stanovit oxaliplatinu a jeji ne€istoty od 0,0003 % ve
vzorku, coz déla tuto metodu velmi vhodnou pro kontrolu kvality farmaceutickych piipravki. Dale muze
byt tato metoda pouzita pro stanoveni ultrastopovych koncentraci oxaliplatiny a jejich necistot
v omezeném mnozstvi vzorku, coz vede ke sniZzeni mnozstvi/ceny vzorku pro analyzu a k minimalizaci

vzniklych odpadi.
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Tab. 11 Vysledky kvantitativni analyzy modelovych roztoka oxaliplatiny (n=3)

Koncentrace (ug-ml™)

Vzorek Necistota B Necistota C Oxaliplatina
Oxaliplatina 6+1 nedetekovana 1012=+53
Oxaliplatina + 0,06 % necistoty B + 6+2 1,0+ 0,1 1124 +68

0,1 % necistoty C

Oxaliplatina + 0,6 % necistoty B + 12+3 11+1 1155+ 104
1,0 % necistoty C

Vysledky jsou vyjadieny jako prumér + SD

30

5x10°
251 3

|

15+

195pt Intenzita (10° cps)

Migracni ¢as (min)

Obr. 31 Sweeping-MEKC-ICP-MS analyza realného vzorku oxaliplatiny: 1 mg-ml”' (modrd) a vzorku
oxaliplatiny: 1 mg-ml™ + 0,6 % necistoty B + 1,0 % ne€istoty C (Cervena). BGE: 25 mmol‘1" fosfat sodny
pH 2,15 s 175 mmol-1"' SDS, doba davkovani 90 s (50 mbar).
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4.2.8 Zavér

Byla uspésné vyvinuta metoda pro ultrastopové stanoveni oxaliplatiny a jejich necistot (necistota
B a necistota C). Jako prvni byla metoda vyvinuta a optimalizovana pro UV detekei. Jako separacni
technika byla pouzita CE v MEKC moédu, a to zdivodu neutralni povahy oxaliplatiny
a necistoty C. Pro snizeni mezi detekce a stanovitelnosti byla pouzita prekoncentracni metoda
.sweeping®. S ohledem na danou prekoncentracni metodu musela byt separace provadéna v kyselém
prostredi, kde byl potla¢en EOF a pii obracené polarité elektrod. Jako prvni bylo optimalizovano pH
a koncentrace pufru, dale pak koncentrace surfaktantu (SDS) a jako posledni byla optimalizovana doba
davkovani. Finalni podminky byly: 25 mmoll" fosfat sodny pH 2,15 s 175 mmol-l1! SDS a dobou
davkovani 90 s.

Po optimalizaci metody pro UV detekci byla metoda vyuzita i pro sweeping-MEKC-ICP-MS
experimenty, avSak kliCovym krokem byla optimalizace sloZzeni pomocné kapaliny. Jeji finalni slozeni
bylo 800 mmol-1"! kyselina 2-brompropionova vytitrovana na pH 2,45 s pfidavkem 50 ng'ml"' Au. Na
rozdil od metody CE-UV se v metodé¢ CE-ICP-MS pracovalo za konstantniho proudu.

Po optimalizacich obou metod byla provedena jejich validace. Validovanymi parametry pro ob¢
metody byly mez detekce, stanovitelnosti, pravdivost, preciznost, kalibra¢ni rozsah a reprodukovatelnost
migracnich Casi. Ve srovnani s metodou sweeping-MEKC-UV ma sweeping-MEKC-ICP-MS 750-,
200-, 400-krat nizsi meze detekce pro necistotu B, C a oxaliplatinu a linearni dynamické rozsahy jsou
v pripad¢ sweeping-MEKC-ICP-MS vétsi nez 5 tadi, oproti tomu sweeping-MEKC-UV ma linearni
dynamické rozsahy kolem 3 rada. ICP-MS detektor jako prvkoveé/izotopoveé specificky detektor
v kombinaci s ESI-MS/MS také pomohl spravné ur€it necistotu B a jeji stabiliza¢ni anion, ktery byl
detekovatelny v CE-UV.

Na zavér byla metoda pouzita pro stanoveni obsahu necistot B a C ve 3 modelovych vzorcich
oxaliplatiny o prumérné koncentraci 1000 ug-ml. Necistota B byla deteckovana jako hlavni necistota ve
vzorku oxaliplatiny. Za optimalnich podminek bylo dosazeno mezi detekce v jednotkach ng'ml! a ve
srovnani s predchozimi ¢lanky zabyvajicimi se pouzitim CE-ICP-MS pro stanoveni Pt obsahujicich
sloucenin bylo dosazeno vice nez o fad nizSich mezi detekce.

Zavérem lze konstatovat, ze¢ metoda sweeping-MEKC-ICP-MS muze slouzit jako metoda
vhodna pro kontrolu kvality farmaceutickych pripravkt anebo pro stanoveni oxaliplatiny a jejich necistot

v zivotnim prostiedi.
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5 Zaveér

V souladu se stanovenymi cili byly v experimentalni ¢asti prace vyvinuty a optimalizovany dvé
metody. Jedna pro snizeni mnozstvi chiralniho selektoru (S-B-CD), pouzivaného pifi separaci
enantiomert cetirizinu, pfidavkem mnohem levnéjsi D-glukozy do pufru a druha pro ultrastopové

stanoveni oxaliplatiny a jejich platinovych necistot.

V prvnim pfipad¢, chirdlni separace cetirizinu, byla separace provadéna pomoci CE v CZE
moédu s UV/Vis detekei. Jako pufr byl pouzit borat sodny a do néj byla k chiralnimu selektoru pridana
D-glukdza. Ukazalo se, ze pridavkem glukézy je mozné snizit 15x mnozstvi pouzitého chiralniho
selektoru a tim i cenu analyzy. Na tomto piikladu si mizeme ukazat jednu z vyhod CE. Ke zméné
selektivity chiralni separace cetirizinu postacuje piidavek glukozy do pufru k chiralnimu selektoru a neni
tedy potfeba syntéza zadnych dalSich specialnich chiralnich stacionarnich fazi. Po provedeni validace

muze byt vyvinuta metoda pouzivana napft. pro kontrolu optické Cistoty levocetirizinu.

V dalsi casti prace, vénujici se ultrastopovému stanoveni oxaliplatiny a jejich necistot, byla
separace a stanoveni provadéno pomoci CE v MEKC moédu s ,online* prekoncentraci as UV/Vis a ICP-
MS detekci. Spojenim CE s ICP-MS byla eliminovana jedna z nevyhod CE, a tou jsou vys$§i meze
detekce v pripad¢ pouziti UV/Vis detektoru. V pripadé separace oxaliplatiny a jejich necistot bylo
pomoci sweeping-MEKC-ICP-MS dosazeno mezi detekce fadové v jednotkach ng-ml’. Validovana
sweeping-MEKC-ICP-MS metoda byla pouzita pro stanoveni oxaliplatiny a jejich necistot
v modelovych vzorcich. Z dosazenych vysledkt vyplyva, ze sweeping-MEKC-ICP-MS je vhodna
metoda pro stanoveni velmi nizkych koncentraci oxaliplatiny a jejich necistot v zivotnim prostiedi anebo

pro kontrolu kvality vyrabénych lé¢ivych pfipravku oxaliplatiny.
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7  Seznam zkratek

4-MBS
AAS
AFMC
AN
BGE
CI4TAB
CAPSO
CD

CE

CGE
CIEF
CITP
CMC
cs

CZE
DAD
DNA
EOF
ESI
FASI
FASS
GC
HDAS-B-CD
HPLC
HP-B-CD
CHES
ICP-MS
ICP-OES
IS

LLE
LLLME

4-methylbenzensulfonat

atomova absorpcni spektrometrie
zafokusovani analytu micelarnim kolapsem
agragacni Cislo

zakladni elektrolyt

tetradecyl trimethylamonium bromid
kyselina cyklohexylaminohydroxypropansulfonova
cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni gelova elektroforéza
kapilarni izoelektricka fokusace
kapilarni izotachoforéza

kriticka micelarni koncentrace

chiralni selektor

kapilarni zoénova elektroforéza
detektor diodového pole
deoxyribonukleova kyselina
elektroosmoticky tok

ionizace elektrosprejem

polem zesilené davkovani vzorku
zakoncentrovani vzorku zesilenim pole

plynova chromatografie

heptakis(2,3-di-O-acetyl-6-O-sulfo)-beta-cyklodextrin

vysokoucinna kapalinova chromatografie
hydroxypropyl-beta-cyklodextrin

kyselina cyklohexylaminoethansulfonova

hmotnostni pektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

vnitini standard
extrakce kapalina-palina

mikroextrakce kapalina-kapalina-kapalina
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LOD
LOQ
LSSER
LVSS
MEKC
MS
MSS

pl

SC

SD
SDS
SPE
S-B-CD
TLC
UV/Vis

mez detekce

mez stanovitelnosti

linearni solvatacni energie
zakoncentrovani vzorku z velkého objemu
micelarni elektrokinetica chroomatografie
hmotnostni spektrometrie
zakoncentrovani na rozhrani micely-rozpoustédlo
izoelektricky bod

cholat sodny

smérodatna odchylka

dodecyl sulfat sodny

extrakce tuhou fazi
sulfatovany-beta-cyklodextrin
tenkovrstvna chromatografie

ultrafialovy/viditelny
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8 Zivotopis

Osobni udaje

Jméno: Petra Svecova

Adresa: Zlutava 243,763 61, Zlutava
E-mail: svecova.petra@post.cz
Vzdélani

s 08/2011 —06/2014
Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta, Katedra analytické chemie,
bakalarsky obor Chemie, obdrzen titul Be.
bakalarska prace: ,,Separace optickych isomera kapilamni elektroforézou®
s 08/2014 — 05/2016
Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta, Katedra analytické chemie,
magistersky navazujici obor Analyticka chemie, obdrzen titul Mgr.
diplomova prace: ,,Analyza optickych isomeru kapilarnimi elektromigracnimi technikami
« 09/2017 — soucasnost

Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta, Katedra analytické chemie,

doktorské studium oboru Analyticka chemie

< 09-12/2019
Védecko-vyzkumna staz — Sorbonne Université (Physico-chimie des Electrolytes et

Nanosystemes Interfaciaux), Pariz, Francie

Projekty

% Grantova agentura CR, 19-23033S, .. Zlepseni citlivosti detekce v chirdlnich separacich
pomoci kapilarni elektroforézy ve spojeni s ESI-MS nebo ICP-MS®, ¢len fesitelského
tymu

% OP PIK APLIKACE, CZ.01.1.02/0.0/0.0/16_084/0010317, ,,TFC-X — Charakterizace,
optimalizace a validace GMP-grade vyroby nového biotechnologického 1écivého

ptipravku®, ¢len fesitelského tymu
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Grantova agentura CR, 20-073508S . .Elektrochemické a analytické aspekty transportu
navykovych a psychotropnich latek pres modelové biologické bariery™, ¢len fesitelského tymu
Interni grantova agentura UP Olomouc, IGA_PrF 2017 020, , Matricovy efekt a mez
detekcee®, ¢len fesitelského tymu

Interni grantova agentura UP Olomouc, [GA_PrF 2018 027, Efektivni zpracovani
vzorki se slozitymi matricemi®, ¢len fesitelského tymu

Interni grantova agentura UP Olomouc, IGA_PrF 2019 028, | Inovativni metody
analyzy vzorku se slozitymi matricemi®, ¢len fesitelského tymu

Interni grantova agentura UP Olomouc, IGA_PrF 2020 030, ,,Modemi trendy

v analyze vzorku se slozitymi matricemi®, ¢len fesitelského tymu

Interni grantova agentura UP Olomouc, IGA_PrF 2021 021, , Nov¢ trendy v analyze

komplexnich vzorkii®, ¢len fesitelského tymu

Pedagogicka €innost

@
0’0
@
0’0

@
0’0

LS 2017/2018 — ACH/ACC (Cviceni z analytické chemie — 6 hod./tyd.)
LS 2018/2019 — ACH/ACC (Cviceni z analytické chemie — 6 hod./tyd.)
LS 2019/2020 — ACH/ACC (Cviceni z analytické chemie — 6 hod./tyd.)

Publikace

@
0’0

Petra Svecova, Jan Petr, Separation of cetirizine enantiomers by capillary electrophoresis with
a dual selector system based on borate-glucose complexes and sulfated-p-cyclodextrin. Talanta
198 (2019) 154-158.

Petra Svecova, Daniel Baron, Kevin A. Schug, Tomas Pluhacek, Jan Petr, Ultra-trace
determination of oxaliplatin impurities by sweeping-MEKC-ICP-MS. Microchemical Journal
172 (2022) 106967.

Ester Drastikova, Klara Konderlova, Andrea Sebestové, Daniel Baron, Petra Svecova, Petra
Taborska, Katefina Vitkova, Veronika Pospisilova, Serhiy Forostyak, Zdenék Koristek,
Ludmila Porubova, Jan Petr, Determination of total protein content in biomedical products by
the PDMS-assisted lab-in-a-syringe assay using 3D printed scaffolds removal. Journal of

Analytical Science and Technology 12 (2021) 56.
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Konference

Chiranal 2018 Olomouc, 29. 1. - 1. 2. 2018

Poster: A pilot study of the effect of glucose on the chiral separation of cetirizine

ISSS 2018 Slovensko - Jasna, 17. 6. - 20. 6. 2018
Poster: Separation of cetirizine enantiomers by capillary electrophoresis with dual selector

system based on borate-glucose complexes and sulfated-p-cyclodextrin.

Ceska chromatograficka skola - HPLC 2019 - Zajeéi, 12. 5. - 15. 5. 2019

Poster: Separation of oxaliplatin impurities by micellar electrokinetic chromatography

72. sjezd chemikd Praha, 6. 9. - 9. 9. 2020
Poster: Syntéza a charakterizace magnetickych ,.core-shell” nanocastic s karboxylovymi

skupinami na povrchu

Ceska konference hmotnostni spektrometrie 2021 Praha, 11. 10. - 12. 10. 2021
Prednaska: Ultra-trace determination of oxaliplatin and its compendial impurities by sweeping-
MEKC-ICP-MS

DalSi aktivity

Utast na popularizaénich akcich (Veletrh védy a vyzkumu, Muzejni noc, Noc védei, Détska
univerzita, Den otevienych dvefi) a exkurzi skol.

Oponent diplomovych praci Ivety Hlouskové, Katefiny HoluSové, Michaely Kotkové, Evy
Miillerové a bakalarské prace Mat€je Horného.

Tajemnik chemické olympiady pro Olomoucky kraj.
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Piiloha & 1:  P. Svecova, J. Petr, Separation of cetirizine enantiomers by capillary electrophoresis
with a dual selector system based on borate-glucose complexes and sulfated-p-

cyclodextrin. Talanta 198 (2019) 154-158.

Priloha ¢.2: P. Svecova, D.Baron, K. A. Schug, T. Pluhacek, J. Petr, Ultra-trace determination of
oxaliplatin impurities by sweeping-MEKC-ICP-MS. Microchemical Journal 172 (2022)
106967.
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