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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Zuzana Bubakova

Skolitel: PharmDr. Pavel J&¢, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium vhodnosti a-bromfenyloctové kyseliny jako

modelového analytu pro chirdlni separace s vyuzitim kapilarni elektroforézy

V publikaci od Rizviho a Shamsiho (Rizvi S.A.A., Shamsi S. A. Anal. Chem. 2006, 78(19),
7061-7069) byla a-bromfenyloctova kyselina (BPAA), rozpusténa v 50% methanolu (v/v),
pouzita jako modelovy analyt pro chiralni separace za vyuziti kapilarni elektroforézy (CE).
Stabilita BPAA ve vodném methanolickém rozpoustédle je vSak diskutabilni (Kovacova
G. 2018. Diplomova préce. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta). Cilem této prace
bylo uréeni fadu rozkladné reakce BPAA (c = 0,47 mM) v 50% methanolu (v/v). Studie
reakéni kinetiky byla provedena pomoci kapildrni elektroforézy v kapilare pokryté
polyvinylalkoholem (50 um vniténi pridmér; 30 cm/24,5 cm). BPAA a produkty nukleofilni
substituce (kyselina mandlova, kyselina a-methoxyfenyloctova a Br’) byly analyzovany
v 60 mM mravencanovém pufru (pH 3,0) pfi -30 kV; A UV detekce byla 200 nm. Kinetika
prvniho fadu byla pro tuto rozkladnou reakci potvrzena metodou linedrni a nelinearni
regrese, shodnotami rychlostnich konstant 1,52x10* + 2,76x10° s*
a 7,89x107° * 5,02x10° s'. BPAA rozpusténa ve 100% methanolu byla analyzovéna
v 60 mM mravencanovém pufru (pH 3,0) a 50 mM fosfatovém pufru (pH 7,5); reakce
vykazovala mnohem pomalejsi pribéh degradace nei v50% MeOH (v/v). Identita
rozkladnych produktl byla potvrzena pomoci CE s hmotnostné spektrometrickou
detekci (MS). CE-MS separace v 60 mM mravencanovém pufru (pH 3,0) a 60 mM
octanovém pufru (pH 5,0) korespondovala s vysledky ziskdnymi pomoci CE-UV. Tato
prace doklada dikazy o nestabilité BPAA v 50% vodném roztoku methanolu, coz

poukazuje na nevhodnost jejiho pouziti jako modelového analytu pro chiralni separace.
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Rizvi and Shamsi (Rizvi S.A.A., Shamsi S. A. Anal. Chem. 2006, 78(19), 7061-7069)
reported the employment of a-bromophenylacetic acid (BPAA) dissolved in
water/methanol mixture (1:1, v/v) as a model analyte for chiral separations in capillary
electrophoresis (CE). However, the stability of BPAA in aqueous methanol is
guestionable (Kovacova G.2018. Diploma thesis. Charles University, Faculty
of Pharmacy). The aim of this work was to determine the reaction order of the
decomposition of BPAA (c = 0.47 mM) in 50% aqueous methanol. The reaction kinetic
study was performed by capillary electrophoresis in 50 um (i.d.)
poly(vinyl alcohol)-coated capillary (30 cm/24.5 cm) with UV detection. The BPAA and
products of nucleophilic substitution (mandelic acid, a-methoxyphenylacetic acid, and
Br) were separated in 60 mM formate buffer (pH 3.0) at -30 kV; the detection A was 200
nm. The first order reaction kinetics was confirmed by linear and non-linear regression,
yielding the rate constant 1.52x10* + 2.76x10> s! and 7.89x10° # 5.02x10° s,
respectively. Additionally, the BPAA dissolved in 100% methanol separated in 60 mM
formate buffer (pH 3.0) and 50 mM phoshphate buffer (pH 7.5) showed a slower course
of degradation. The identity of the degradation products was confirmed by CE coupled
to mass spectrometric (MS) detection. The CE-MS separations carried out in 60 mM
formate buffer (pH 3.0) and in 60 mM acetate buffer (pH 5.0) confirmed the results
obtained by CE with UV detection. Results of this work provide strong evidence of the
instability of BPAA in 50% aqueous methanol indicating that it is not suitable as a model

analyte for chiral separations.
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SEZNAM ZKRATEK

AA octanovy pufr

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

BGE zakladni elektrolyt

BPAA a-bromfenyloctova kyselina

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie

CGE kapilarni gelova elektroforéza

CIEF kapilarni izoelektricka fokusace

CITP kapilarni izotachoforéza

CZE kapilarni zénova elektroforéza

EOF elektroosmoticky tok

ESI ionizace elektrosprejem

FA mravencéanovy pufr

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IL iontova kapalina

IS1 vnitini standard 1 (Acesulfam K)

IS2 vnitfni standard 2 (Salicylova kyselina)
LC kapalinova chromatografie

LIF laserem indukovana fluorescence
LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace



L-UCLB

MA

MALDI

MEKC

MeOH

MPAA

MRM

MS

PVA

RSD

SDS

SRM

uv

VIS

undecenoxykarbonyl-L-leucinol bromid
mandlova kyselina

ionizace laserem za ucasti matrice
micelarni elektrokinetickd chromatografie
methanol

a-methoxyfenyloctova kyselina

maod monitorovani vice fragmentovych hmot (multiple reaction monitoring)

hmotnostni spektrometrie

polyvinylalkohol

relativni smérodatna odchylka

dodecylsiran sodny

maod monitorovani vybrané reakce (single reaction monitoring)
ultrafialové zareni

viditelné zareni
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1. Uvop

Tato diplomova prace se zabyva studiem vhodnosti a-bromfenyloctové kyseliny (BPAA)
jako modelového analytu pro chiralni separace s vyuzitim kapilarni elektroforézy (CE).
Tato kyselina byla spolu s 2-(2-chlorfenoxy)propanovou kyselinou pouzita pro
demonstraci UspéSné chirdlni separace pomoci chirdlnich iontovych kapalin (IL)
svyuzitim CE [1]. Kationické surfaktanty undecenoxykarbonyl-L-leucinol bromid
a undecenocy-karbonyl-L-pyrolidiol bromid a jejich polymery byly v koncentraci 25 mM
pridany k 50 mM fosfatovému pufru o pH 7,5. V téchto zdkladnich elektrolytech bylo
dle Rizviho a Shamsiho dosazeno Uspésné chiralni separace BPAA na dva enantiomery

s rozliSenim o hodnotach od 1,7 do 5 [1].

V diplomové prdci Gabriely Kovacové [2] byl popsan rozklad BPAA v 50% methanolu
(v/v), ktery byl pouZit jako rozpoustédlo v uvedeném ¢lanku [1]. Obdobné chovani bylo

pozorovano i pfi pouziti 100% methanolu jako rozpoustédla [2].

Tato prace se zabyvd detailnéjsSim popisem chovani BPAA v 50% (v/v) a ve 100%
methanolu. Ke studiu stability BPAA byla pouzZita metoda kapilarni elektroforézy
v mravencanovém a fosfatovém pufru. Pomoci kapilarni elektroforézy s hmotnostné
spektrometrickou detekci (CE-MS) byla ndsledné potvrzena identita rozkladnych
produktll a byly tak potvrzeny vysledky ziskané pomoci UV detekce z predchozi

diplomové prace [2].
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2. CiL A zADANI PRACE

1. Validace CE metody v mravencanovém pufru (rozsah, linerita, LOQ, presnost)

2.

Uréeni fadu reakce, rychlostni konstanty a polocasu reakce v prostredi 50%
methanolu (v/v) pomoci validované CE metody v mravenc¢anovém pufru
Ovéreni stability BPAA v zakladnich elektrolytech o vy$sim pH

MEKC analyza BPAA a jejich rozkladnych produkt(

CE-MS analyza v mravenanovém a octanovém pufru pro ovéreni identity

rozkladnych produkt(
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je analyticka technika patfici mezi separacni metody umoziujici
rychlou a Gc¢innou separaci nabitych analytd v elektrickém poli. Separace je zaloZzena na

odlisné elektroforetické pohyblivosti iontl v prostredi pufru uvnitf kapilary [3].

Mezi prednosti CE patfi vysokd ucinnost separace, ktera je ve srovnani s HPLC vyssi, ddle
jednoduchd instrumentace a mnoho separaénich méda. Separace navic probiha velmi

rychle, a spotieba rozpoustédel a vzorku je minimalni [4].

Jednou z dalSich vyhod CE je jeji Siroké spektrum poutziti. PGvodné byla urcena pouze na
analyzy biologickych makromolekul, osvédcila se vSak i v separaci sloucenin jako jsou
aminokyseliny, chiralni |éCiva, vitaminy, organické kyseliny, sacharidy ¢i anorganické

ionty [5].

3.1.1. Instrumentace

Nejdulezitéjsi casti, ve které probiha separace, je kapilara naplnéna elektrolytem, jejiz
konce jsou ponofeny do dvou rezervoar( s roztokem zakladniho elektrolytu (BGE).
Separacni kapilary byvaji zpravidla vyrobeny ztaveného kfemene a pro zvysSeni
mechanické stability byvaji potazené tenkou vrstvou polyimidu. Vnitini pramér kapilar

byva okolo 20-100 um, délka kapilar se pohybuje od 10 cm do 100 cm [3].

Na kapilaru je vkladano napéti z vysokonapétového zdroje pomoci dvou elektrod, taktéz

ponotenych do nadobek s BGE [3] (Obrazek 1).

Vzorek je davkovan vymeénou rezervoaru s pufrem za vialku se vzorkem a aplikovanim
vnéjsiho tlaku (hydrodynamicky) nebo elektrického pole (elektrokineticky). Nasledné se
vialka s pufrem vrati na pivodni misto a na kapilaru je aplikovano vysoké napéti a zacne

probihat separace [5].

Detektor byva umistén zpravidla na outletovém konci kapildry. Nejc¢astéji je pouzivan

UV-VIS detektor. Z dalSich detekénich metod je pouzivana vodivostni, amperometricka
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Ci fluorescencni detekce. Mezi citlivéjsSi metody pak patfi laserem indukovana

fluorescence ¢i hmotnostni spektrometrie [5].

a-/

Obrdzek 1 Instrumentace CE, pfevzato a upraveno z [5]

3.1.2. Elektroosmoticky tok (EOF)

Kapildry jsou nejcastéji vyrobeny z taveného kiemene, jehoz vnitini povrch je tvoren
silanolovymi skupinami. Za pfitomnosti elektrolytu mohou byt ionizovany. Takto
vzniknou jednotlivé vrstvy: zdporné nabitd silanolova vrstva, na ni navazuje vidy
nepohybliva tzv. Sternova vrstva a nejblize stfedu kapilary se nachazi difuzni pohybliva

vrstva kationtd nazyvana jako vnéjsi Helmholtzova vrstva [3].

lonizované silanolové skupiny na vnitfni sténé kapildry pritahuji kationty z prostredi
pufru. Pokud se na kapilaru vlozi napéti, za¢nou solvatované kationty ve vnéjsi difuzni
vrstvé migrovat smérem ke katodé a svym pohybem undasi pomoci vodikovych mustku
i cely roztok elektrolytu. Tento jev je oznacCovan jako elektroosmoticky tok, ktery
predstavuje hlavni hnacisilu kapilarni elektroforézy. EOF plsobi jako pumpa pro vsechny
molekuly, at jsou neutralni, kladné ¢i zaporné nabité. Ty jsou pomoci EOF unaseny

k detektoru, zatimco se rozdéluji podle svych odlisSnych efektivnich pohyblivosti [4].

Za normalnich podminek, kdy je vnitfni povrch kapilary zaporné nabit, sméfuje EOF ke
katodé. Kationty se pohybuji rychleji nez EOF, protoze migruji ke katodé a EOF je zaroven

ve stejném sméru urychluje. Neutralni analyty jsou unaseny spolu s EOF, ale v pribéhu
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analyzy nejsou rozdéleny. Anionty jsou nejpomalejsi, protoZze migruji k anodé, nicméné

jsou diky existenci EOF unaseny ke katodé [4].

Za podminek, kdy je EOF dostatec¢né silny, se budou oddélovat jednotlivé zény analytl
podle elektroforetické pohyblivosti. Pokud by byl EOF nizky, mohlo by se vyskytnout
rozSifovani pikd jednotlivych analytl a pokud by byl aZ pfilis slaby, nékteré analyty by se
za Cas analyzy nedostaly kdetektoru. Pfilis vyrazny EOF by naopak zpusobil
nedostatecné rozdéleni analytld. Svlivem EOF je tedy nutno pfi analyzdch pocitat

a popfipadeé jeho vliv upravit pokrytim kapilary ¢i zménou pH [4].

Mezi ionty tvoftici difuzni vrstvu a ionty Sternovy vrstvy existuje rozdil potencialu. Ten se
nazyva zeta potencidl. Hodnota zeta potencialu je ovlivnéna povrchovym ndbojem stény
kapilary. Tento ndboj je zavisly na hodnoté pH elektrolytu, nasledkem toho se sila EOF
méni s pH. Je zfejmé, Ze hodnota pH elektrolytu ovlivni, jaka ¢ast silanolovych skupin
bude ionizovana. Pfi vysokém pH, kdy jsou silanolové skupiny deprotonovany, je EOF

vyrazné vyssi nez pfi nizkém pH [5].

Zeta potencial je také zavisly na iontové sile pufru. ZvySena iontova sila vede k oslabeni
dvojvrstvy, nizSimu zeta potencidlu a snizenému EOF. Obvykld koncentrace pufru
pouzitych pti elektroforéze se pohybuje od 10 do 50 mM, ackoliv bylo popsano vyuziti

i 100 az 500 mM pufrd [5].

Unikatni vlastnosti EOF je plochy profil pratoku. Sila elektrického pole je rovhomérné
rozprostiena skrze kapildru, coz je vyhodné zhlediska mensiho rozsifovani zén,

a nasledné vyssi separacni ucinnosti [5].
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3.1.3. Elektroforeticka pohyblivost

Separace v elektroforéze je zaloZzena na rizné rychlosti pohybu nabitych ¢&astic
v elektrickém poli. Rychlost pohybu iontu mlzZe byt vyjadfena soucinem pohyblivosti

a intenzity elektrického pole:

v =k (1)
v - rychlost pohybu iontu; pe - elektroforetickd pohyblivost; E - intenzita elektrického
pole (to je vyjadieno jako pomér aplikovaného napéti ve voltech a celkové délky

kapilary, tj. U/L) [5].

Z Rovnice 2 vyplyva, Ze je elektroforetickd pohyblivost pfimo umérna ndaboji iontu
a nepfimo Umérna poloméru iontu a viskozité separacniho média. Proto malé, hodné
nabité entity budou mit vysokou elektroforetickou mobilitu, zatimco velké a mélo nabité

ionty budou vykazovat nizkou hodnotu elektroforetické pohyblivosti [5]:

__4
6mnr

HUe (2)

g - naboj iontu; n - viskozita roztoku; r - polomér iontu.

Elektroforetickd pohyblivost (nékdy oznacovdna jako iontova pohyblivost), kterou
mulzZeme najit v literature, je vztazena na Uplné ionizované molekuly v nekonecné
zfedéném roztoku. Experimentalné ziskana pohyblivost, tzv. efektivni elektroforeticka
pohyblivost, je zavisla na pH pouzitého pufru (Rovnice 3) a dosahuje obvykle nizsich

hodnot nez ue [5].

Herr = He X Q; (3)

Uesr- efektivni elektroforeticka pohyblivost; ai- stuperi ionizace (disociace) molekuly.
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Dalsi parametr charakterizujici migraci analytu je zdanliva elektroforeticka pohyblivost
Ua s jednotkou cm? - st - V-1, Tato veli¢ina charakterizuje vzdalenost, kterou analyt urazi

za dany c¢asovy usek v elektrickém poli:

l L

=== (4)

Ha

| - efektivni délka kapildry (vzdalenost od mista nastfiku k mistu detekce; cm);
t- migraéni ¢as (s); E - intenzita elektrického pole (V-cm™); L- celkovad délka kapildry

(vzdalenost mezi dvéma elektrodami; cm); U - napéti mezi elektrodami (V) [6].

3.1.4. Mdédy separace v CE

V CE Ize provadét separace v rliznych modifikacich lisicich se separacnim mechanismem.
Mezi hlavni médy patfi kapildrni zénova elektroforéza (CZE), kapilarni gelova
elektroforéza (CGE), miceldrni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), kapilarni
elektrochromatografie (CEC), kapildrni isoelektrickd fokusace (CIEF) a kapilarni

isotachoforéza (CITP) [4].

CZE je z nich nejjednodussi a zaroven asi nejvice pouzivand metoda. Separace je zalozena
na rozdilnych elektroforetickych mobilitdch analyt(, které pak maji v prostfedi BGE za
pfitomnosti elektrického pole riizny migracni ¢as. Separace je zaloZzena hlavné na rlizné
velikosti iontu a velikosti jeho naboje pfidané hodnoté pH zdkladniho elektrolytu.
Rozdélit Ize vSak pouze anionty a kationty, neutrdlni ¢astice jsou nerozdéleny unaseny

EOF do mista detekce [3].

Pridani specialnich reagencii do zakladniho elektrolytu umozini na stejném pfistroji

vykonavat jiny mdéd a vyuzit tak jiny princip separace.

V MEKC je separaénim mechanismem rozdélovani analytu mezi micelarni
a elektrolytovou fazi. Tato technika umoZniuje separovat i neutralni analyty, které by se
v CZE neseparovaly a pohybovaly se spolecné s EOF. Micely jsou vytvoreny, kdyz je do
roztoku zakladniho elektrolytu pridan surfaktant o koncentraci prevysujici kritickou
miceldrni koncentraci. Nejcastéji pouzivany je anionicky surfaktant dodecylsulfat sodny
(SDS). Pfi poutziti SDS jsou micely podobné olejovym kapkam s velmi polarnim, zdporné

nabitym povrchem a nepolarnim vnittkem. | kdyZ jsou tyto anionické micely pfitahovany
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k anodé, v nepokryté kapilare jsou unaseny pomoci EOF ke katodé. Neutralni molekuly
se déli mezi pseudostacionarni fazi tvofenou micelami a roztokem pufru v zavislosti na

své hydrofobicité [5].

Micely mohou byt také nahrazeny jinym aditivem, které interaguje s analyty a ovlivni tak
jejich rychlost prichodu skrz kapilaru a tim umozZni novy zplsob separace. Pfidavany
jsou napfiklad cyklodextriny (pak hovofime o elektrokinetické chromatografii), sitovaci

Cinidla (CGE) ¢i amfolyty (CIEF) [3].
3.2. CE-MS

Spojeni CE s hmotnostni spektrometrii bylo poprvé predstaveno v roce 1987. Tato
kombinace pfindsi dalSi moznosti a vyhody mezi které patfi zejména zvysSeni citlivosti
a selektivity v porovnani s nejcastéji pouzivanym UV-VIS detektorem. MS dokaZe rozlisit
analyty migrujici ve stejny ¢as diky rGznym MS spektriim a je tak mozné identifikovat

a potvrdit totoZnost neznamych molekul [7].

Pro spojeni CE s MS byvaji vyuzity mékké ionizacni techniky: ionizace elektrosprejem
(ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI) a ionizace laserem za Ucasti matrice (MALDI). Pro online CE-MS spojeni je
nejCastéji vyuzivana ESI, a to z divodu jednodussiho spojeni s CE a Sirokému vyuziti

v analyze malych molekul i proteint [8].

Pfipojeni CE k MS neni tak jednoduché, jak je tomu pfi UV i LIF detekci probihajici pfimo
na kapildfe. Aby bylo spojeni proveditelné, je nutné zajistit stalé elektrické pole pro
elektroforetickou separaci. Koncova strana kapildary musi byt umisténa viontovém
zdroji, na rozdil od klasického provedeni CE, kdy je kapilara ponorena do roztoku BGE.
Analyt je transportovan zoutletové strany kapilary pfimo do iontového zdroje.
Elektricky obvod pro elektroforetickou separaci a ESI musi byt uzavien a kontakt na konci
CE kapildry a ESI dostatecné stabilni [9]. Pro Ucinnou ionizaci je nutno zvolit vhodnou

geometrii a pozici kapildry v emitteru [8].

Pfi MS detekci musi byt zvolen vhodny zakladni elektrolyt, ktery je kompatibilni s MS
detektorem a zaroven poskytuje dobrou separaci. Kompatibilni BGE jsou tékavé, tuto

podminku splfiiuje kupfikladu mravencanovy ¢i octanovy pufr, jejichz pH je upraveno
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vodnym roztokem amoniaku. Netékavé BGE by zpUsobily zaneseni iontového zdroje

a MS pfistroje, zeslabeni signalu analytu v MS a tim i vyssi signal pozadi [10].

V prvni publikaci predstavujici spojeni CE-MS byl konec CE kapilary pokryt nerezovou
oceli, coz uzavrelo elektricky obvod CE s ESI. Na tento konec bylo aplikovano napéti
a bylo dosazeno stabilniho elektrického pole [11]. Dnes mlzZeme rozhrani spojujici
CE-MS rozdélit na skupinu, kde je vyuzivano pridavku kapaliny pro uzavreni obvodu, tzv.
spojeni s pfidavnym tokem kapaliny a rozhrani, kde je tato kapalina nahrazena jinym

zpUusobem kontaktu, tzv. spojeni bez pridavné kapaliny.

3.2.1. Spojeni s pfidavnym tokem kapaliny

Koaxialni spojeni bylo navrieno vroce 1988 [12] a od té doby se stalo populdrnim,
zejména diky jeho jednoduchosti a komercni dostupnosti. Spojeni je realizovano dvéma
kocentrickymi trubicemi (Obrdzek 2). Vnitfni trubice zhotovena vétSinou z nerezové
oceli ¢i platiny obklopuje vystupni konec kapilary. Pfivadi pfidavnou kapalinu, kterd
zprostredkovava elektricky kontakt mezi vystupnim koncem kapildry a BGE, navysi
pratok pro stabilni funkci elektrospreje, a podpofi svym slozenim ionizaci analytd.
Samotny kontakt je tvorfen tenkou vrstvickou pfidavné kapaliny, tekouci pres okraj
kapilary k BGE. Kapilara musi pfiblizné o 0,2 mm presahovat tuto kovovou trubici, jediné

tak bude spojeni Gcinné a snizi se mrtvy objem témér na nulu a elektrosprej bude stabilni

[8l.

Vnéjsi trubice poté pfrivadi zmlZzovaci plyn, ktery napomaha nebulizaci BGE smiseného
s pfidavnou kapalinou. Je to jeden z klicovych parametrt, ktery stabilizuje ESI proud
a zvysi intenzitu signalu. Vysledna separacni Gcinnost se vSak mUze snizit kvdali
pritomnému sacimu efektu na konci kapilary, kdy se podtlakem zméni plochy profil

pratoku na parabolicky [8].
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Obrdzek 2 Spojeni s pfidavnym tokem kapaliny , pfevzato z [7], a- zmlZujici plyn, b- CE
kapildra, c-vodivad vnitini trubice, d- obsah CE kapildry , e- pfidavnd kapalina

Pfidavna kapalina musi byt vodiva, aby byl uzavien elektricky obvod s CE elektrodami.
Jeji sloZzeni by mélo pozitivné ovliviiovat ionizaci a odparovani BGE. Vhodné sloZeni
pridavné kapaliny se pro rlizné analyzované latky lisi a proto je nutno tento parametr
peclivé optimalizovat. SloZeni nemusi byt vidy stejného charakteru jako je BGE a lze tak
vyuzit moznosti ovlivnit separaci a kompatibilitu s MS. Vy$si mnoZstvi organickych
rozpoustédél v pridavné kapaliné napfriklad zvysi tékavost, pfitomnost slabé kyseliny se

pouZiva pro zvySeni protonizace analytu i pfi alkalickém pH BGE [13].

Jako ¢asto pouzivané slozeni pridavné kapaliny mdze byt methanol s vodou (50/50, v/v)
s malym prfidavkem BGE. Dale napfiklad roztok s acetonitrilem, propanolem,

methanolem o dostate¢né iontové sile, aby byla zajisténa vodivost [12].

Vyhodou spojeni pomoci pridavné kapaliny jsou na sobé témér nezavislé procesy v CE
a zvlast v MS, kdy je umozZnéno vyuZivat Sirokou Skalu BGE se standardnimi kapilarami
bez jakychkoliv dalSich Uprav. Kapilary jsou tak jednoduse vyménitelné. Toto spojeni je
robustni diky konstantnimu a vyssimu pratoku, ktery zajistuje stabilni funkci
elektrospreje. Prltok pridavné kapaliny byvd nastaven na hodnoty vrozmezi

2-30 pl/min. Dalsi vyhodou je také témér nulovy mrtvy objem [8].

Zasadnim nedostatkem tohoto spojeni je nafedéni analyt(i pfidavnou kapalinou. Spolu
s analyty do elektrospreje vstupuji jak nabité, tak i neutrdlni molekuly, které spolu

soutézi o ziskani ndboje v ESI, a tak snizuji maximalni citlivost, branici plnému vyuziti
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potencidlu MS. Kvuli sacimu efektu z pfivodu plynu se mize vyskytnout rozsifovani pik,

fluktuace migracnich ¢asu a snizovani separacni ucinnosti [8].

Z téchto davod( jsou vyvijena dalsi inovativni spojeni CE-MS. Skupina Normana
Dovichiho napfiklad pfisla s tzv. ,sheath flow CE-nanoESI-MS*, kdy je sniZzeni pritoku
pfidavné kapaliny doprovazeno 50 aZ 100 krat zvySenou intenzitou signdlu v MS

v porovnani s konvencnim spojenim vyuZivajicim pridavnou kapalinu [13].

Spojeni pomoci kapalného spoje (anglicky liquid junction) je dalsi typ CE-MS spojeni,
ktery vyuziva pridavnou kapalinu (Obrazek 3). Bylo vyvinuto za ucelem snizeni
nezddouciho natedéni vzorku u spojeni s ptidavnou kapalinou a zdroven pro zachovani
veskerych jeho vyhod. Tok kapaliny je pfidavan k CE toku skrze 20-200 um mezeru mezi
koncem kapilary a sprejovaci jehlou [8]. Timto se vyrazné snizi nafedéni analytu. Konec
CE kapilary je pfipojen k elektrospreji pomoci jednotky tvaru T. Uzkd $térbina je
naplnéna kapalinou tak, aby byl uzavien elektricky obvod. Toto spojeni zachova citlivost
arobustnost [7]. Naro¢néjsi je zde sefizeni pritoku pfidavné kapaliny a spojeni separacni
kapilary se sprejovaci kapilarou do spravné geometrické pozice. To mlize zpUsobit nizsi

separacni ucinnost a citlivost. Koaxialni spojeni je proto vyuZivano vice.

"‘1

i}
Sheath liquid

Obrdzek 3 CE-MS spojeni pomoci kapalného spoje (liquid junction), prevzato z [14]

3.2.2. Spojeni bez pridavné kapaliny

V prvnim popsaném spojeni poskytuje elektricky kontakt pfidavna kapalina. Tento
kontakt lze také zajistit pomoci pridani vodivého komponentu. Toto spojeni bez
pridavné kapaliny, tzv. sheatless, poskytuje az desetinasobné vyssi citlivost [9] diky
absenci nafedéni analytu pridavanym objemem kapaliny. Vybér vhodného BGE, ktery by
sam o sobé poskytoval dostatecnou ionizaci, je ndroénéjsi, protozZe je privadén primo

k ESI bez dalSich modifikaci jeho vlastnosti [8].
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Elektricky kontakt u spojeni bez pridavné kapaliny lze vytvofit mnoha zpusoby
ukazanymi na Obrazku 4. Toto spojeni mlZe byt koncipovano pomoci specidlni kapilary,
ktera svym koncem zastupuje nanosprej. Dale pak mize byt kapilara potazena kovem
[15], ¢i se do ni vlozZi vodivy dratek [16], nebo se skrz jeji sténu u vystupni strany vytvofi

pory [17].

Potizi tohoto spojeni je obecné nizsi robustnost, horsi stabilita elektrospreje z dlivodu

nizsiho pritoku a taky dlouhodoba nestabilita tohoto spojeni [18].

(A) .
®)
©
[ B, e |
(D); g (H) e ™

Obrdzek 4 Metody dosaZeni elektrického kontaktu u spojeni bez pfidavné kapaliny,
pfevzato z [14], A- vodivé pokryti Spicky emitteru, B- vloZeny vodivy drdtek, C- vodivy
drdtek skrz sténu kapildry, D- ,,Split-flow” s kovovym prouzkem, E- porézni stény kapildry
v kovovém krytu, F- spojeni skrz kapildru s kovovym krytem, G- mikrodialyzaéni spojeni,
H- spojeni s oddélitelnou vodivou spickou emitteru

3.3.  Reakcni kinetika a rad reakce

Rychlostni rovnice vyjadfuje vztah mezi rychlosti a sloZzenim reakéni smési. Pro rychlost
reakce typu A+B = produkty, byl formulovan Gouldberg-Waaglv zakon popisujici, Ze
okamZita rychlost reakce v je Umérna soucinu okamzitych koncentraci vychozich latek

umocnénymi dil¢imi reakénimi rady [19]:

v = k-[A]*[B]" (S)
v- rychlost reakce; k- rychlostni konstanta; [A], [B]- okamzité koncentrace latek A a B;

a,b- dil¢i rad reakce
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Exponenty koncentraci urcuji dil¢i fady reakce, mohou, ale nemusi byt shodné se
stechiometrickymi koeficienty. Soucet téchto exponentl ddva dohromady celkovy rad

reakce [19].

Dalsim dllezitym pojmem v kinetice je rychlostni konstanta k. Udava, jak rychle reakce
probiha pti jednotkové koncentraci vSech vychozich latek. Je tedy vhodnou kinetickou
veli¢inou pro porovnavani rychlosti jednotlivych reakci. Hodnota rychlostni konstanty
zavisi na charakteru latek, které jsou reaktanty, a na dalSich vnéjSich podminkach, jako
je teplota Ci pfitomnost katalyzator(. Vyssi hodnota rychlostni konstanty znamena

rychlejsi prabéh [20].

Jinou veli¢inou vyjadfujici rychlost reakce je polocas reakce 7, /,, neboli doba, za kterou

klesne koncentrace vychozi latky pfesné na polovinu [20].

3.3.1. Urceni fadu reakce a rychlostni konstanty

Jednim z mnoha moznych zpUsobl urceni fadu reakce je grafické vyneseni rliznych
funkci koncentrace na ¢ase. Podle vynesené funkce, ve které je zavislost linearni, uréime
reakéni fad. Pro nulty fad reakce je to okamzitd koncentrace (c), pro prvni fad logaritmus

koncentrace (In c) a pro druhy fad prevracena hodnota koncentrace (1/c) [19].
Rychlostni konstantu k pak uréime ze smérnice ziskané pfimky.

Jinym ptistupem pro uréeni konstanty je nelinedrni regrese, pfi které se vynese zavislost
stoupajici koncentrace produktu na ¢ase. Tato zavislost odpovida exponencidlni funkci

(Rovnice 6), z které je mozné urcit hodnotu k.

y=a(l—e™) (6)
y- koncentrace produktu; a- pocatecni koncentrace reaktantu; b- rychlostni konstanta k;

Xx- Cas t.
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3.3.2. Reakce prvniho fadu [19]

Rychlost reakce, probihajici podle rovnice A - produkty, je Umérna koncentraci vychozi

latky a plati pro ni:

dc,
v=—r=kc (7)
dt @
cqo- okmazitd koncentrace latky A; t- as.
Integraci pak ziskame vztah:
Inc, = Incgo — kt (8)

Cq,0— pocatecni koncentrace latky A.

Rychlostni konstantu Ize dle této rovnice urcit ze smérnice linearni zavislosti Inc, na ¢ase

t.

Po Upravé tohoto vztahu ziskdme:

c=co-ek (9)

Polocas reakce se u kinetiky prvniho fadu v prlibéhu reakce neméni. Jeho urceni lze
provést z grafické zavislosti koncentrace vychozi latky na case a to vbodé, kdy
koncentrace klesne pravé na polovinu své pocatecni hodnoty. Pocetné pak ze znalosti

rychlostni konstanty:
TI/Z e (10)
T1/2- polocas reakce.

3.3.3. Reakce druhého fadu [19]

Reakci druhého radu je mozno popsat rovnici A + B - produkty a jeji rychlostni rovnice

ma tvar:

v =kcycp = ——— (11)
cp- okamzita koncentrace latky B.
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Po upravé, kdy uvazujeme, Ze latky A a B jsou pritomny v poméru 1:1, ziskdme linearni

zavislost prevracené hodnoty okamZité koncentrace na Case:

1 1
—=—+4kt (12)
Ca Cao

Vynesenim tohoto vztahu vznikne pfimka, jejiz smérnice odpovida rychlostni konstanté.

Polocas reakce druhého rfadu je nepfimo Umérny pocatecni koncentraci vychozi latky

a v prlibéhu reakce se jeho hodnota zvétsuje.

1
T1/2 = KCao (13)

3.4. Substituce nukleofilni

Kyselina BPAA obsahuje vazbu uhlik-halogen, ktera je polarizovana. V dasledku toho
bude mit sklon reagovat s nukleofilnimi Cinidly. Pfi reakci dojde k nahrazeni halogenu

nukleofilem, jedna se tedy o nukleofilni substituci [21].

Nukleofilni ¢inidlo majici negativni ndboj, funkéni skupinu obsahujici elektronovy par,
nebo negativné polarizovanou funkéni skupinu, reaguje s halogenovymi slou¢eninami za

vzniku neutrdlni molekuly a odstupujiciho halogenidového aniontu [22].

K ndhradé odstupujici skupiny dochdazi dvéma zpUsoby. Jednim z nich je substituce
nukleofilni monomolekuldrni (SN1), kdy je rozstépena vazba C-X a vytvoren karbkation,
ktery je ndasledné napaden nukleofilem. Pfi druhé varianté vznik nové vazby mezi
nukleofilem a reaktantem a zanik staré vazby mezi odstupujici skupinou a zbytkem
molekuly reaktantu probiha soucasné. V tomto pfipadé se jednd o substituci nukleofilni

bimolekularni (SN2) [22].

3.4.1. Substituce nukleofilni monomolekularni

SN1 probiha ve dvou krocich. Disociace odstupujici skupiny je rychlost uréujici krok, ktery
nastava pred pfiblizenim nukleofilu. Jako meziprodukt vznika kladné nabity karbkation.

Cim je karbkation vznikajici v prvni fazi reakce stabilngjsi, tim probé&hne reakce rychleji.
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Karbkation reaguje s nukleofilem v dalSim rychlém reakénim kroku za vytvoreni nové

vazby [23].

Kinetika monomolekularni substitu¢ni reakce odpovida reakci prvniho fadu. Reakéni
rychlost nezavisi na koncentraci nukleofilu, ale pouze na pocateéni koncentraci

reaktantu [23].

v =k [RX] (14)

[RX] — koncentrace reaktantu.

SN1 probiha mnohem rychleji v polarnich rozpoustédlech, karbkation vznikajici pfi tomto
mechanismu je |épe solvatovan poldrnim rozpoustédlem a aktivacni energie je tak

snizena [23].

Pfeména konfigurace enantiomeru R na S a opacné u SN; reakci nenastava, karbkation
je achirdlni, v sp? hybridizaci. Tento karbkation mdZe byt napaden nukleofilem z obou

stran, vznika proto smés enantiomeru v teoretickém poméru 50:50 [22] (Obrazek 5).

\/ 50% 50%

Obrdzek 5 Priibéh SN1 reakce ukdzdn na prikladu reakce BPAA pfi reakci s nukleofilem
H>0, produkt MA je racemizovdn

3.4.2. Substituce nukleofilni bimolekularni

SN, probiha v jediném kroku pti kterém se netvofi meziprodukt. Nukleofil atakuje
substrat z protilehlého sméru odstupujici skupiny. Tim dochazi ke zméné konfigurace.
Nukleofil vyuziva elektrony volnych elektronovych pard k ataku atomu uhliku nesouciho
halogen. Vznikne pfechodovy stav s ¢astecné vytvorenou vazbou C-OH a c¢astecné

zaniklou C-X.

Kinverzi dojde po uplném vytvoreni vazby C-OH. Z enantiomeru R vznikne isomer

v S konfiguraci a naopak [22] (Obrazek 6).
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OH + Rz....(‘;_x —> HO-C--X —» HO-C"''R, + X
3 i
R R

R> Rs .

Obrazek 6 Inverze konfigurace pfi SN reakci, pfevzato a upraveno z [22]

Rychlost reakce se u nukleofilni substituce zdvojnasobi, zdvojnasobime-li koncentraci
reaktantu ¢i nukleofilu. Rychlost je zavisld na koncentraci obou reagujicich slozek
a odpovida kinetické rovnici druhého radu. Matematické vyjadreni jeji rychlostni rovnice
je nasledujici [23]:

v = k [RX][Nu: —] (15)

[Nu:-] — koncentrace nukleofilu
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.

4.2.

4.2.1.

PouZité pfistroje a pomtcky

Elektroforeticky analyzator CE 7100, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko
Hmotnostni spektrometr trojity kvadrupdl Agilent 6495 s Agilent Jet Stream ESI
zdrojem, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

MicroSolv Window Maker, MicroSolv Technology Corporation, USA

Kapildra pokryta polyvinylalkoholem, primér 50 um, celkova délka 33 cm,
efektivni délka 24,5 cm, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

Kfemenna kapilara, primér 50 um, celkova délka 48,5 cm, efektivni délka 40 cm,
Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

pH metr Sentron S| 400, pH elektroda Sentron Sl (rozsah 0-14); Sentron SI,
Holandsko

Strikackové nylonové filtry Captiva Econofilter, 0,45 um, Agilent Technologies,

Waldbronn, Némecko
PouZité chemikdlie

Chemikalie na pripravu zakladnich elektrolytt

Kyselina mravenci, 2 98%, Sigma-Aldrich, USA

Kyselina mravenci pro LC-MS, = 99%, VWR Chemicals, USA
Dihydrogenfosforec¢nan sodny dihydrat, > 99,0%, Sigma-Aldrich, USA
Amoniak vodny roztok, 25-29% p.a., Penta, CR

Amoniak vodny roztok 25% pro LC-MS, Merck, Némecko

Hydroxid sodny, Merck, Némecko

Kyselina fosforeé¢na, 85%, Merck, Némecko

Kyselina octova, = 99,7%; Sigma-Aldrich, USA

Kyselina octova pro LC-MS, =99 %; VWR Chemicals, USA

Methanol, Chromasolv (pro HPLC), =2 99,9%, Sigma-Aldrich, USA

Ultracista voda, produkovdna systémem Milli-Q, Milipore, USA
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4.2.2. Standardy

e a-bromfenyloctova kyselina, 98%, Sigma Aldrich, #STBF9755V

e Mandlova kyselina, 2 99,0%, Sigma Aldrich, #BCBF9033V

e a-methoxyfenyloctova kyselina, 99%, Sigma Aldrich, #BCBT8707
e Bromid draselny, > 99,0%, Sigma Aldrich, #MKBX2670V

e Acesulfam K, 299%, Fluka, #1207707

e Salicylova kyselina, 99%, Sigma Aldrich, #10630EA

4.3. Priprava roztoku a podminky CZE-UV analyzy v PVA kapildre

4.3.1. Priprava roztokul zakladnich elektrolyti

Vsechny roztoky elektrolytli pouzitych v této praci byly pred pouzitim prefiltrovany do
vialek pomoci nylonového filtru s velikosti pér(i 0,45 um a poté 5 minut odplynény na

ultrazvukové lazni.

4.3.1.1. Priprava 60 mM mravencanového pufru o pH 3,0

Do kadinky s pfiblizné 30 ml vody bylo napipetovano 231 pul 98% kyseliny mravenci.
Nasledné bylo pH upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 3,0. Obsah kadinky byl

kvantitativné preveden do 100 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

4.3.1.2. Priprava 60 mM mravencanového pufru o pH 3,0 s pFidavkem 5%

methanolu

Pufr byl pro nékteré analyzy upraven pfidavkem 5% methanolu (v/v). Postup pfipravy
byl stejny jako v pfedchozim bodé 4.3.1.1. Po upravé hodnoty pH a pfevedeni obsahu
do 100 ml odmérné bariky bylo pridano 5,00 ml methanolu, nasledné byl objem doplnén

vodou po rysku.
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4.3.2. Priprava zasobnich roztokul standardi

Zasobni roztoky a-methoxyfenyloctové kyseliny a mandlové kyseliny byly pfipraveny
rozpusténim pfiblizné 25 mg v 25 ml odmérné barice a doplnénim po rysku. Pro zasobni
roztok bromidu bylo navazeno pfiblizné 37,4 mg KBr. K rozpusténi byl dle potfeby pouzit
bud 50% (v/v) roztok methanolu ve vodé (dale jen 50% MeOH), nebo 100% (v/v)

methanol (dale jen 100% MeOH). Vysledna koncentrace Cinila pfiblizné 1 mg/ml.

Zasobni roztok a-bromfenyloctové kyseliny (1 mg/ml) byl pfipravovan stejnym

zplUsobem vzdy tésné pred analyzou.

Vsechny roztoky byly uchovavany v lednici pfi teploté 5-8°C.

4.3.3. Priprava zasobnich roztoku vnitfnich standardu

Jako vnitfni standardy byly vybrany acesulfam K (1S1) a salicylova kyselina (1S2). Potfebné
mnoZstvi bylo navdZeno a rozpusténo v odmérné bance v 50% ¢i 100% methanolu tak,
aby vznikly zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml. Koncentrace IS1 a IS2 v pracovnich

roztocich byla 100 a 10 pg/ml.

4.3.4. Priprava pracovnich roztokl pro ovéreni linearity

Ze zasobnich roztok( byly dle Tabulky 1 pipetovany prislusné objemy standardl
a vnitfnich standardi do mikrozkumavek Eppendorf, doplnény 50% ¢i 100%

methanolem do vysledného objemu 1,00 ml.

Tabulka 1 Priprava pracovnich roztokt pro ovéreni linearity

Koncentrace analytu [pug/ml] 5 10 15 20 40 60 80 100
Br [ul] 5 10 15 20 40 60 80 100
MA [ul] 5 10 15 20 40 60 80 100
MPAA [ul] 5 10 15 20 40 60 80 100
100% / 50% MeOH [ul] 875 860 845 830 770 710 650 590
1S1 [pl] 100

1S2 [ul] 10
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4.3.5. Podminky pro kvantifikaci rozkladnych produkti a urceni linearity

Nasledujici podminky separace byly pfevzaty z diplomové prace Gabriely Kovacové [2].

Separace pro ovéreni linedrni zavislosti a kvantifikaci rozkladnych produktll byla
provedena v PVA kapilare s vnitfnim priimérem 50 um, celkové délce 33 cm a efektivni

délce 24,5 cm.

Pfed prvni analyzou byla kapilara kondicionovdna 10 minut 10 mM kyselinou

fosforecnou, 10 minut vodou a 10 minut pfislusnym elektrolytem.

Kapildra byla denné pred prvnim méfenim promyta 10 minut vodou a 10 minut
pfislusnym elektrolytem, po poslednim méreni 10 minut 10 mM kyselinou fosforecnou

a 10 minut vodou.

Pfed jednotlivymi analyzami byla kapildra promyta 3 minuty vodou a 3 minuty

pfislusnym elektrolytem.

Veskeré promyvani bylo provedeno pfi tlaku 1000 mbar. Vzorek byl davkovdn
hydrodynamicky po dobu 5 sekund tlakem 50 mbar. Napéti na kapilare bylo -30 kV a UV
detekce probihala pfi vinové délce 200 nm na anodickém konci. Kapilara byla

temperovana na 25°C.

4.3.6. Kvantifikace rozkladnych produktt, urceni linearity a kinetiky reakce

Kalibracni zavislost byla ovérena celkem ctytikrat v pribéhu riznych dni pro roztoky
analyt rozpusténych jak v 50% methanolu, tak i ve 100% methanolu. Pro jednotlivé
standardy bylo pfipraveno osm koncentracnich hladin v rozsahu 5 pg/ml az 100 pg/ml
(Tabulka 1). Kazdy kalibra¢ni roztok byl analyzovan tfikrat. Pro analyzy byly pouzity

kapildry dvou rGiznych Sarzi v 50% i 100% methanolu.

Plochy pika byly korigovany svymi migra¢nimi ¢asy. Vysledny pomér korigovanych ploch
byl vypocitan jako pomér korigované plochy analytu a korigované plochy pfislusného

vnitfniho standardu:

31



Asr
tst

A=— 16
A (16)

ts

A — pomér korigovanych ploch; As7, Ais - plochy standardu a vnitfniho standardu;

tst, tis— migracni ¢asy standardu a vnitfniho standardu.

Vyhodnoceni linedrni zavislosti pomért korigovanych ploch vypocitanych dle Rovnice 16

na koncentraci analytu bylo provedeno metodou linearni regrese, podle Rovnice 17.

y=kx+q (17)
k- smérnice pfimky; g — absolutni ¢len.
Kvantifikace rozkladnych produktl byla provedena analogickym zplsobem, plochy
rozkladnych produktd byly korigovany svymi migrac¢nimi ¢asy a plochou vnitfniho
standardu (Rovnice 16). Vysledné poméry korigovanych ploch byly dosazeny za hodnotu
y prislusné rovnice kalibracni pfimky. Hodnota x odpovidala koncentraci produktu
v ug/ml (Rovnice 18). Pro potieby uréeni kinetiky reakce byla koncentrace prevedena na

mol/I.

X =— (18)

Urceni radu a konstanty reakce bylo provedeno graficky pro rozklad v 50% methanolu,
a to za pomodci linearni a nelinedrni regrese. Linearizace zavislosti In ¢ BPAA na Case pro
jednotlivé analyzy rozkladu a nelinedrni regrese byly provedeny v programu Origin Pro

(Verze 9.0; OriginLab Corporation).

Aktudlni koncentrace BPAA pro linearni regresi byla vypoctena jako rozdil pocatecni

koncentrace BPAA (cca 0,470 mol/l) a sumy koncentraci vzniklych produktl MA a MPAA:

Cpaa = CgpaAto — (cmpaa + Cma) (19)
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4.4. Priprava roztoku a podminky pro CZE-UV analyzy v kfemenné kapildre

4.4.1. Priprava 50 mM fosfatového pufru o pH 7,5

Do kadinky bylo navazeno 780 mg NaH;P04.2H,0 a rozpusténo v pfiblizné 30 ml vody.
Nasledné bylo pH upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 7,5. Obsah kadinky byl

kvantitativné preveden do 100 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku.

4.4.2. Priprava 25 mM fosfatového pufru o pH 7,5 s 30 mM SDS

Do kadinky bylo navazeno 390 mg NaH;P04.2H,0 a rozpusténo v pfiblizné 30 ml vody.
Nasledné bylo pH upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 7,5. Obsah kadinky byl

kvantitativné preveden do 100 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

Do dalsi kadinky bylo navdzeno 0,216 g SDS a rozpusténo v pfipraveném pufru. Nasledné

byl roztok kvantitativné prfeveden do 25 ml odmérné bariky a dopInén pufrem po rysku.

4.4.3. Priprava pracovnich roztoku

Pracovni roztoky MA, MPAA a BPAA byly pfipraveny fedénim zdsobnich roztoku
(pfipravenych podle kapitoly 4.3.2.) na pozadovanou koncentraci, zpravidla v rozmezi
50-100 pg/ml. Potfebny objem konkrétniho zasobniho roztoku byl pipetovan do
mikrozkumavky Eppendorf a nasledné bylo pipetovano zbylé mnozstvi 50% ¢i 100%

methanolu tak, aby byl vysledny objem 1,00 ml.

4.4.4. Parametry méreni

Pro méreni byly pouzity kiemenné kapilary, s vnitfnim primeérem 50 um, celkové délce

48,5 cm a efektivni délce 40 cm.

Pfed prvni analyzou byla kapilara kondicionovana 10 minut 0,1 M kyselinou fosfore¢nou,
20 minut 1 M NaOH, 20 minut 0,1 M NaOH, 10 minut vodou a 10 minut pfislusSnym

elektrolytem.
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Kapildra byla denné pfed prvnim a po poslednim méfeni promyta 10 minut 1 M NaOH,
10 minut 0,1 M NaOH a 10 minut vodou. V pfipadé prvniho méfeni nasledovalo navic

promyti po dobu 10 minut pfislusnym elektrolytem.

Mezi jednotlivymi analyzami bylo nastaveno promyvani 3 minuty 1 M NaOH, 3 minuty

0,1 M NaOH, 3 minuty vodou a 3 minuty elektrolytem.

Vzorek byl ddvkovan hydrodynamicky po dobu 5 s pfi tlaku 50 mbar. Na kapilaru bylo
vkladano napéti +20 kV. UV detekce probihala pfi vinové délce 200 nm. Kapildra byla

temperovdna na 25°C.

4.5. Priprava roztoku a podminky analyzy pro CE-MS

Pti pripravé roztokd pro CE-MS analyzy byly vidy pouZity reagencie v odpovidajici, tedy
LC-MS Cistoté.

4.5.1. Pfiprava 60 mM mravencanového pufru o pH 3,0

Pufr byl pfipraven analogickym zplsobem jako v kapitole 4.3.1.1, avSak pH bylo
upraveno pomoci 1M NHsz kvali zajisténi kompatibility BGE s hmotnostné

spektrometrickou detekci.

4.5.2. Priprava 60 mM octanového pufru o pH 5,0

Do kadinky bylo napipetovano 346 pl 99% CH3sCOOH a rozpusténo v pfiblizné 30 ml vody.
Nasledné bylo pH upraveno pomoci 1M NH3 na hodnotu 5,0. Obsah kadinky byl

kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné barnky a doplnén vodou po rysku.

4.5.3. Priprava pracovnich roztokt

Pracovni roztoky byly pfipraveny rfedénim zasobnich roztokl (viz kapitola 4.3.2) na

koncentraci 100 pg/ml pomoci 100% ¢i 50% methanolu.
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4.5.4. Parametry méfeni

K méreni byla pouzita kiemenna kapilara s vnitfnim prdmeérem 50 um o délce 75 cm.
Kapildra byla denné pred prvnim a po poslednim méreni promyta 10 minut vodou.

Mezi jednotlivymi analyzami bylo nastaveno promyvani 200 sekund pouzZitym

elektrolytem.

Vzorek byl davkovan hydrodynamicky po dobu 10 s pfi tlaku 50 mbar. Pouze v pfipadé
analyz za poutziti 100% methanolu s mravenéanovym pufrem bylo nutno zkratit dobu
davkovani na 5 s zdlvodu stability elektrického proudu. Na kapilaru bylo vkladano
napéti +30 kV v pripadé octanového pufru a -30 kV pfi pouZziti mravencanového pufru.
Na kapildru byl béhem separaci vkladan nizky tlak 50 mbar. Kapildra byla temperovana

na 25°C.

Jako nejvhodnéjsi pfidavna kapalina pro CE-MS spojeni byl pouZit roztok slozeny z 80%
methanolu, 20% vody s pfidavkem 0,5% HCOOH. Pratok byl nastaven na 1,5 ml/min,
split pratoku (MS : odpad) byl 1:100.

Parametry na iontovém zdroji Agilent Jet Stream ESI byly nastaveny dle hodnot

uvedenych v Tabulce 2, ionizace probihala v negativnim médu.

Tabulka 2 Parametry méreni v CE-MS

Parametr Hodnota
Teplota plynu (N2) 290 °C
Pratok plynu 15 |/min
Tlak zmlzujiciho plynu 12 psi

Teplota pridavného plynu 200 °C
Pratok pridavného plynu 8 I/min

Napéti na ESI kapilare -1500 V
Napéti fragmentoru 380V
Napéti na trysce -500 Vv

Analyty byly vyhodnoceny v mdédu monitorovani vybrané reakce (single reaction
monitoring SRM) a skenovani vice fragmentovych hmot (multiple reaction monitoring
MRM). Jednotlivé sledované prfechody m/z a optimalizované kolizni energie jsou

uvedeny v Tabulce 3.

35



Tabulka 3 Sledované m/z prechody

Analyt  Prekurzorovy ion [m/z] Produktovy ion [m/z]  Kolizni energie [eV]
168,9 4
BPAA 212,9 78.9 16
MPAA 165,1 121,1 0
MA 150,9 107,0 8
4.6. Vypocty
4.6.1. Pomér signalu k Sumu [24]
S 2H
_—= — (20)
N h
H- vyska piku v poloviné jeho Sifky, h- rozpéti Sumu pozadi
4.6.2. Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) [24]
LOD =3 X 5 (21)
N
LOQ =10 X S (22)
¢= N
4.6.3. Rozliseni [24]
1.18 X (t,, — t
Rs = ( T2 1) (23)
Wh1 + Wpy
tr2 > tri, tr1, trz — migracni ¢asy [s], wai, wha-Sitka piku v poloviné jeho vysky
4.6.4. Opakovatelnost [24]
Aritmeticky prlimeér:
n .
5 = &iz1Xi (24)
n

n- pocet jednotlivych méreni, xi- hodnota jednotlivych méreni
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Smérodatna odchylka:

n—1

o jzz;l (i = )2

Relativni smérodatna odchylka:

SD
RSD = 100 X 5

(25)

(26)
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. CZE-UV analyza v PVA kapilare

Metoda CZE v60 mM mravencanovém pufru s UV detekci, kterda byla popsana
v diplomové praci Gabriely Kovacové [2], byla pfevedena do PVA kapildry. Tato metoda
byla validovadna a nasledné byla pouzita ke kvantifikaci rozkladnych produktd BPAA jak

v 50% methanolu, tak i ve 100% methanolu.

5.1.1. Vybér vnitiniho standardu

Pro vybér vnitfniho standardu (IS) byla sledovana tato kritéria: slou¢enina musi byt
v daném pH pouZitého pufru ionizovana a migracni ¢as IS by mél byt mezi migracnimi
Casy jednotlivych analytl. Jako potencidlni vnitfni standardy byly vyzkouseny acesulfam
K, kyselina salicylova a kyselina acetylsalicylova. Vzhledem k rozdilné migraci a tvaru pik
Br- a ostatnich standard(, byly pro vyssi prfesnost pouZity dva vnitfni standardy.
Acesulfam K (I1S1), s migracnim ¢asem mezi Br a BPAA, byl i diky podobnosti migrac¢nich
¢asll obou pikll zvolen jako vhodny vnitfni standard pro Br. Kyselina salicylova (IS2),

ktera migrovala za BPAA, byla vybrana jako vnitini standard pro kvantifikaci MA a MPAA.

5.1.2. Kalibracni zavislost pro rozkladné produkty rozpusténé ve 100% methanolu

Pro analyzy ve 100% methanolu byl pouzit 60 mM mravencanovy pufr s pfidavkem 5 %
(v/v) methanolu. Zabranilo se tak nezadoucimu jevu, kdy byl vzorek rozpustény ve 100%
methanolu davkovan do prostfedi zcela vodného pufru, a pravdépodobné vznikajici

bublinky vzduchu mély negativni vliv na stabilitu proudu v pribéhu analyz.

Vzhledem ktomu, Ze MA ve 100% methanolu pti pouziti mravencanového pufru

nevznika, nebyla vyhodnocena lineadrni zavislost pro tento analyt.

5.1.2.1. Kalibracni zavislost bromidovych ionti

Linearita pro Br™ byla stanovena podle postupu v 4.3.6. Koeficient korelace byl u kazdé

kifivky vétsi nez 0,999 (Tabulka 4). Pfimky s primérnou hodnotou smeérnice
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0,077 £ 0,004 (Tabulka 5, Obrazek 7) mély podobny sklon. Timto také byla prokazana

akceptovatelnd mezidenni presnost stanoveni (n=4).

Kalibracni zavislost Br-, 100% methanol
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Obrdzek 7 Kalibracni zdvislost bromidovych ionti ve 100% methanolu

Tabulka 4 Viysledky méreni kalibracni zavislosti pro bromidové ionty, 100% methanol

Kalibracni kfivka Rovnice pfimky k q r2

16.4.2018 y=0,071x+0,012 0,071 +0,0009 0,012 +0,046 0,9991
19.4.2018 y=0,080x -0,011 0,080+0,0006 -0,011+0,030 0,9997
25.4.2018 y=0,076x+0,015 0,076 +0,0005 0,015+0,029 0,9997
26.4.2018 y=0,079x -0,038 0,079+0,0007 -0,038+0,035 0,9996

Tabulka 5 Porovndni sklonu kalibracnich kfivek bromidovych ionti ve 100% methanolu

k (16.4.) k (19.4.) k (25.4.) k (26.4.) Pramér sD RSD %
0,071 0,080 0,076 0,080 0,077 0,004 5,81
5.1.2.2. Kalibracni zavislost a-methoxyfenyloctové kyseliny

Linearita byla uréena taktéz podle 4.3.6 s vyjimkou kalibracni zavislosti z dne 19.4.2018.

Pro vyhodnoceni z tohoto dne bylo vybrano pouze 7 bod( kalibraéni fady, protoze bod
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na koncentraéni hladiné 60 pg/ml byl vyhodnocen jako odlehld hodnota. Koeficient

determinace byl u vSech ¢tyr kfivek alespon 0,999 (Tabulka 6). Jejich sklon byl podobny

(0,032 £ 0,002; n=4) jak je patrné z udajii v Tabulce 7 a Obrazku 8.
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Obrdzek 8 Kalibracni zavislost a-metoxyfenyloctové kyseliny ve 100% methanolu

Tabulka 6 Vysledky méreni kalibracni zdvislosti pro a-metoxyfenyloctovou kyselinu,

100% methanol
Kalibraéni kfivka ~ Rovnice pfimky k q r2
16.4.2018 y=0,032x-0,003 0,032+0,0003 -0,003+0,014 0,9996
19.4.2018 y=0,029x-0,062 0,029 £0,0003 -0,062 +0,021 0,9990
25.4.2018 y=0,034x-0,032 0,034+0,0003 -0,032+0,018 0,9995
26.4.2018 y=0,035x-0,012 0,035+0,0004 -0,012+0,022 0,9992

Tabulka 7 Porovndni sklont kalibracnich kfivek a-metoxyfenyloctové kyseliny ve 100%

methanolu
k (16.4.) k (19.4.) k (25.4.) k (26.4.) Pramér SD RSD %
0,032 0,029 0,034 0,035 0,032 0,002 6,97
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5.1.2.3. Mezidenni pfesnost migracnich ¢asi

Mezidenni pfesnost migracnich ¢asl byla hodnocena na tfech koncentracnich hladinach
(5, 40, 100 pg/ml). Kazdy bod byl proméren tfikrat béhem ctyr riznych dnl. Zahrnuta je
zména kapilary stejného typu s rozdilnou Sarzi, kdy na kazdé z nich byla mérena pravé

polovina hodnot. Primér migracnich ¢ash byl vypocitan z 12 hodnot.

Na prvni kapilafe probéhlo pfiblizné 450 analyz, coz mélo i pfes PVA pokryti za nasledek
zménu charakteru stény kapilary. Ackoliv poradi migrace analytd zlstavalo stejné, bylo
zfejmé, Ze dochdzi k prodluzovani migracnich ¢asl. Tato zména byla vyrazna u kyseliny
maximalni hodnotu 4,27 min. Naproti tomu migracni ¢as Br™ byl kondici stény kapilary
ovlivnén méné. V Tabulce 8 jsou patrné vyssi hodnoty RSD jak pro Br, tak zejména pro

MPAA.

Tabulka 8 Mezidenni presnost migracnich cast ve 100% methanolu

Br Pramér tm [min] | SD RSD [%]
Koncentrace 5 ug/ml 0,68 0,03 3,80
Koncentrace 40 pg/ml 0,68 0,03 5,13
Koncentrace 100 pg/ml 0,69 0,04 5,92
MPAA Prameér ty, [min] | SD RSD [%]
Koncentrace 5 ug/ml 3,65 0,36 9,96
Koncentrace 40 pg/ml 3,53 0,37 10,40
Koncentrace 100 pg/ml 3,55 0,38 10,78

5.1.3. Kalibracni zavislost pro rozkladné produkty rozpusténé v 50% methanolu

Kalibrac¢ni zavislost byla urcena dle 4.3.6. béhem ctyt rGznych dnd. Jako BGE byl pouZit

60 mM mravencanovy pufr o pH 3,0.
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5.1.3.1.

Kalibracni zavislost bromidovych ionti

Koeficient determinace u vyhodnoceni linearni zavislosti dosahoval hodnoty alespon

0,9988 (Tabulka 9). Sklon pfimek byl velice podobny s primérem

k = 0,088 + 0,003 (Tabulka 10 a Obrazek 9) (n=4).
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Obrdzek 9 Kalibracni zavislost bromidovych iontii v 50% methanolu

Tabulka 9 Vysledky méreni kalibracni zdvislosti pro bromidové ionty v 50% methanolu

2

Kalibracni kfivka Rovnice pfimky k q r

04.04.2018 y=0,084x + 0,014 0,084 +0,0012 0,014+0,063 0,9988
10.04.2018 y=0,090x+0,135 0,090+0,0010 0,135 +0,052 0,9993
11.04.2018 y=0,089x+0,041 0,089 +0,0007 0,041+0,036 0,9997
12.04.2018 y=0,090x + 0,025 0,090 +0,0007 0,025 + 0,035 0,9997

Tabulka 10 Porovndni sklond kalibracnich kfivek bromidovych iont( v 50% methanolu

k (5.4.)

k (10.4.)

k (11.4.)

k (12.4.)

Pramér

sD

RSD %

0,084

0,090

0,089

0,090

0,088

0,003

2,93
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5.1.3.2. Kalibracni zavislost a-methoxyfenyloctové kyseliny

Linedrni zavislost byla prokdzdna nebot hodnoty r?> dosahovaly alespori 0,996
(Tabulka 11). Smérnice vSech ¢tyr pfimek byla v priiméru k = 0,030 £ 0,001 (Tabulka 12),
jejich sklon byl tedy velice podobny (Obrazek 10), coz potvrzuje dobrou mezidenni

presnost stanoveni s hodnotou RSD 3,90 % (n=4) (Tabulka 12).
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Obrdzek 10 Kalibracni zavislost MPAA v 50% methanolu

Tabulka 11 Vysledky méreni kalibracni zavislosti pro MPAA v 50% methanolu

Kalibracni kfivka Rovnice pfimky k q r2

04.04.2018 y=0,030x +0,0391 0,030+0,0007 0,039+0,035 0,9972
10.04.2018 y=0,031x + 0,0248 0,031+0,0006 0,025+0,031 0,9979
11.04.2018 y=0,029x + 0,0261 0,029 £ 0,0007 0,026 £ 0,036 0,9966
12.04.2018 y=0,030x-0,0151 0,030+0,0005 -0,015+0,027 0,9983

Tabulka 12 Porovndni sklont kalibracnich krivek MPAA v 50% methanolu

k(5.4.) |k(10.4.) |k(11.4) |k(12.4.) |Pramér |SD RSD %
0,030 0,031 0,029 0,030 0,030 0,001 3,90
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5.1.3.3.

Kalibracni zavislost mandlové kyseliny

Hodnoty r? byly u kalibraéni zavislosti MA ponékud horsi neZ u pfedchozich analytd.

Nejnizsi hodnota byla 0,9917 (Tabulka 13). Sklon kalibrac¢nich k¥ivek byl vSak podobny

s k= 0,030 + 0,001 s hodnotou RSD 4,95 % (Tabulka 14, Obrazek 11; n=4).
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Tabulka 13 Vysledky méreni kalibracni zavislosti pro MA v 50% methanolu

Kalibracni krivka

Rovnice pfimky k q r

04.04.2018 y=0,031x+ 0,048 0,031+0,0011 0,048 £ 0,061 0,9917
10.04.2018 y=0,031x + 0,070 0,031 +0,0007 0,070 £ 0,038 0,9971
11.04.2018 y=0,028x + 0,072 0,028 + 0,0007 0,072 £ 0,039 0,9962
12.04.2018 y=0,030x + 0,012 0,030 + 0,0006 0,012 +£0,034 0,9974
Tabulka 14 Porovndni sklont kalibracnich krivek MA v 50% methanolu

k (5.4.) k (10.4.) k(11.4.) K(12.4.) Pramér SD RSD %
0,031 0,031 0,028 0,030 0,030 0,001 4,95

44



5.1.3.4. Mezidenni pFfesnost migracnich ¢ast

Pfesnost byla ziskana z analyzy na tfech koncentracnich hladinach (5, 40, 100 pg/ml).
Kazdy bod byl proméfen tfikrat v prabéhu ctyr rlznych dnd, bez zmény kapildry. Primér
migracnich ¢asl byl vypocitan vidy z 12 hodnot. Z vysledkd v Tabulce 15 je patrné, ze
migrac¢ni Casy byly pomérné stabilni, pfiCemZ nejvy$si hodnota RSD byla

3,72 %.

Tabulka 15 Mezidenni pfesnost migracnich ¢asd, 50% methanol

Br Primeér tm [min] | SD RSD [%]
Koncentrace 5 ug/ml 0,64 0,02 3,69
Koncentrace 40 pg/ml 0,64 0,02 2,92
Koncentrace 100 pg/ml 0,65 0,01 1,03
MA Prameér ty, [min] | SD RSD [%]
Koncentrace 5 ug/ml 3,73 0,14 3,72
Koncentrace 40 pg/ml 3,73 0,14 3,68
Koncentrace 100 pg/ml 3,65 0,08 2,26
MPAA Primé&r tm [min] | SD RSD [%]
Koncentrace 5 ug/ml 3,18 0,11 3,58
Koncentrace 40 pg/ml 3,17 0,09 2,73
Koncentrace 100 pg/ml 3,12 0,06 1,93

5.2. Rozklad a -bromfenyloctové kyseliny

Po ovéreni linearity nasledovala vidy sekvence analyz pro kvantifikaci rozkladnych

produktl BPAA (podle kapitoly 4.3.6) a uréeni rychlostni konstanty rozkladu BPAA.

Rozklad BPAA ve 100% methanolu byl sledovan po dobu 11 hodin od rozpusténi.
Produkty reakce byly Br a MPAA [2]. Za uplynuly ¢as pozorovani vzniklo v priméru
0,165 mmol/I Br-a 0.160 mmol/I MPAA (n=3). Plocha piku BPAA o pocatecni koncentraci
0,470 mol/l se snizila 0 30 %.

Béhem prvniho pokusu o pozorovani rozkladu BPAA ve 100% methanolu byla

na elektroferogramu po 2 hodinach rozpoznana prekvapivé i MA, coZz neodpovidalo
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vysledklim z diplomové prace Grabriely Kovacové [2] ani teoretickym predpokladiim
[23]. PFi této prvni analyze byl vzorek BPAA umistén ve vialce s celkovym objemem
150 pl. V takto malém objemu vialky byl patrny vliv kontaminace vzorku vodnym BGE,
ktery v malém mnoiZstvi ulpél na inletové elektrodé a tak kontaminoval C(isté
methanolicky roztok vzorku stopami vody z BGE. Pfi dalSich analyzach bylo pipetovédno
1000 pl vzorku do vialky o objemu 2000 ul. MA béhem téchto analyz jiz nevznikala.
ZkousSen byl i vliv oplachu inletové elektrody methanolem pred samotnym ddvkovanim
vzorku. Tento oplach ale jiz nemél vliv na pribéh reakce ve velkém objemu vzorku

(1000 pl), a proto byly analyzy provedeny bez oplachu inletové elektrody.

V pribéhu prvnich analyz nebyly rozkladné produkty patrné (Obrazek 12). Pfiblizné po
1 hodiné bylo moZné produkty detekovat. Na Obrazku 13 je znatelny vznikly pik Br

a posledni pik nalezici MPAA.

BPAA
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I

0 1 2 3 4 5 6
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Obrdzek 12 Elektroferogram reakcéni smési pfi sledovdni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny ve 100% methanolu, 23 minut od rozpusténi
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Obrdzek 13 Elektroferogram reakcni smési pfi sledovdni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny ve 100% methanolu, 11 hodin a 20 minut od rozpusténi

V 50% methanolu byl rozklad BPAA sledovan v casovém useku pfiblizné 6 hodin. V 50%
methanolu vznikaly jako produkty Br-a MPAA a kvuli pfitomnosti vody i MA [2]. Rozklad
v 50% methanolu probihal vyrazné rychleji nez v Cisté methanolickém prostredi. Jiz
15 minut po rozpusténi byly patrné piky vsech tfi produktd. Na Obrazku 14 je vyobrazen

vysledek analyzy 1 hodinu a 12 minut od rozpusténi.

Za uplynulou dobu 6 hodin klesla plocha BPAA na pouhych 2 % své pocatecni plochy,

byla tedy témér rozloZena (Obrazek 15).

Mnoizstvi vzniklych produktd bylo v priméru ze tfi experimentl 0,515 mmol/l Br,
0,212 mmol/l MPAA a 0,240 mmol/l MA. Mnozstvi vzniklého Br je vySsi neZ vstupni
koncentrace BPAA (0,470 mmol/l). Lze tedy konstatovat, Ze tato metoda neumozriuje
spravnou kvantifikaci Br iont0 (bylo nalezeno cca 0 9,57 % bromidovych ionta vice, nez
mélo teoreticky vzniknout). To mlze byt zplsobeno i nizkou selektivitou metody,

protoze chloridové ¢i jodidové ionty vykazuji v daném BGE velmi podobnou pohyblivost.
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Z tohoto dlvodu byla pro urceni fadu reakce a vypocet rychlostni konstanty brana
v Uvahu jen kvantifikace MA a MPAA (viz Kapitola 5.2), jelikoZ soucet jejich koncentraci
po témér Uplném rozkladu BPAA (cca 6 hodin) odpovidal 0,452 mmol/Il, coz je 97,2 %

vychozi koncentrace BPAA .
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Obrdzek 14 Elektroferogram reakcni smési pri sledovani rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny v 50% methanolu, 1 hodina a 12 minut od rozpusténi
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Obrazek 15 Elektroferogram reakcni smési pfi sledovadni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny v 50% methanolu, 6 hodin od rozpusténi
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5.2.1. Urceni fadu a rychlostnich konstant reakci

Pro urcéeni fadu reakce byla hleddna zavislost, kterd je pro dané hodnoty linedrni.
Vynasenim funkci okamZité koncentrace BPAA (c) i pfevracené hodnoty koncentrace

BPAA (1/c) na Case nevznikla linedrni zavislost.

Zavislost pfirozeného logaritmu klesajici koncentrace BPAA (vypoctena z Rovnice 19) na
Case byla linearni a tim bylo prokazano, Ze rozklad BPAA v 50% MeOH probiha kinetikou
1. fadu (Rovnice 8). Ze smérnice této pfimky (k) pak byla uréena rychlostni konstanta

(Obrazek 16) a z té byl nasledné vypocten polocas reakce (t12) pomoci Rovnice 10.

Reakéni kinetika, BPAA, v 50% methanolu
— -6
Z 11.4.2018
o
£ A 1242018
(&)
£ X 13.4.2018
A
A
-11 A
-12
0:00:00 1:12:00 2:24:00 3:36:00 4:48:00 6:00:00 .
Cas [hod]

Obrdzek 16 Graf zavislosti logaritmu koncentrace BPAA na Case. Koncentrace BPAA byla
vypoctena dle rovnice 19.

Vlivem experimentalni variability byly vypoctené koncentrace BPAA u kfivky 11. 4.
v ¢ase presahujicim 5 hodin zdporné, a proto tyto hodnoty nebyly pouZity. Vysledky

z 13.4. byly méfeny pouze po dobu 5 hodin.

V Tabulce 16 jsou uvedeny ziskané hodnoty rychlostni konstanty a polocasu reakce.
Primérnd hodnota k vypoctend linedrni regresi byla 1,52x10* s s polo¢asem reakce

1 hodina a 18 minut.
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Tabulka 16 Rychlostni konstanta a polocas reakce v 50% MeOH, linedrni regrese.

Koncentrace BPAA byla vypoctena dle rovnice 19.

11.4. 12.4. 13.4. Primér SD RSD %
k [sY] 1,80x10* [1,50x10* |1,25x10* |1,52x10* |2,763x10° |18,22
112 [hod] | 1:04:09 1:16:58 1:32:30 1:17:52 0:14:12 18,23
r? 0,9608 0,9644 0,9771

Hodnoty rychlostni konstanty byly pro srovnani uréeny také metodou nelinearni regrese,

vynesenim sumy okamZzité koncentrace produktli MA+MPAA v zdvislosti na case

(Obrazek 17). Tato zavislost byla proloZena kfivkou odpovidajici Rovnici 27.
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Obrdzek 17 Graf zdvislosti koncentrace MA+MPAA na case, nelinedrni regrese

Koeficienty determinace r?, které byly ziskany nelinedrni regresi (Tabulka 17) ukazuiji, Ze

je zavislost spravnéjsi nez pfi linearizaci a proto i hodnotu k lze povaZzovat za spravné;jsi.

Zaroven i pfesnost stanoveni rychlostni konstanty k je u nelinedrni regrese znatelné lepsi
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(RSD = 6,37 %) nez v pripadé poutziti linedrni regrese (RSD = 18,22 %). Priimérna hodnota
k ziskana nelinearni regresi byla 7,89x10~ s a polocas reakce ¢inil 2 hodiny a 27 minut
(n = 3). Data vypoctena nelinearni regresi ukazuji na pomalejsi pribéh reakce nez data
ziskand linearni regresi. Jisty nesoulad a nepresnost mezi daty je zpUsoben nejen
riznymi numerickymi metodami, ale s velkou pravdépodobnosti i chybéjici kontrolou
temperace autosampleru v prlbéhu experiment(i (vSechny analyzy probihaly pfi teploté
mistnosti 25°C).

Tabulka 17 Rychlostni konstanta a polocas reakce v 50% MeOH, nelinedrni regrese.
Ndrast koncentrace MA a MPAA

11.4. 12.4. 13.4. Primér SD RSD %
k [sY] 8,46x10> |7,68x10° |7,52x10° |7,89x10° |5,02x10° |6,37
112 [hod] |2:16:32 2:30:20 2:33:37 2:26:50 0:09:04 6,17
r? 0,9853 0,9929 0,9921

Stanoveni rychlostni konstanty pro rozklad BPAA ve 100% methanolu nebylo bohuzel
mozné grafickymi metodami urcit. | kdyz byla doba, po kterou byl rozklad sledovan,
vyrazné delSi neZ pro reakci v 50% methanolu (11 hodin oproti 6 hodindm), nestacil tento
¢as ani k dosazeni polocasu reakce. Pro 100% methanol by bylo nutné tento experiment
koncipovat jinym zplsobem, kdy by byl rozklad sledovdn v delSich pravidelnych
casovych intervalech (napfiklad kazdych 8-12 hodin) po vyrazné delsi dobu (napfiklad

5-7 dni).

5.3.  Analyza a-bromfenyloctové kyseliny v 50 mM fosfdatovém pufru

V této &3asti prace je navazano na diplomovou praci G. Kovacové [2], kdy byl pozorovan
rozklad BPAA nejen vroztoku vzorku, ale pravdépodobné i ve fosfatovém pufru
v prubéhu separace. Moje prdce se zde soustiedi na podrobné;jsi casovy popis chovani

BPAA.

V ¢lanku [1] byl pro analyzy pouzit 50 mM fosfatovy pufr o pH 7,5. Stejny pufr byl pouzit
i pfi nasledné uvedenych analyzach v této praci. Ve fosfatovém pufru nebylo dosazeno
dostatecného rozliseni BPAA od MA, zatimco MPAA je od piku BPAA dostatecné

oddélena. Vysledny elektroferogram je zobrazen na Obrazku 19 . Poradi migrace bylo
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odliSné od separace v mravencanovém pufru, jako prvni migrovala MPAA, po ni

nasledoval pik BPAA s nedostatecné rozdélenym pikem MA.

Pfi analyze BPAA v50% methanolickém roztoku byl pozorovan podobné jako
v pfedchozich experimentech vznik MA a MPAA. JelikoZz tyto vysledky byly v souladu

s predchozi diplomovou praci [2], tato prace se timto experimentem ddle nezabyva.

Oproti teoretickym predpokladim byl v pribéhu analyzy BPAA rozpusténé ve 100%
methanolu pozorovan vznik MA. Tento produkt vznikd s nejvétsi pravdépodobnosti
béhem analyzy pfimo v kapilafe. Za pozorovani po dobu 8 hodin plocha MA klesla
z 30,22 % celkové plochy na 13,58 % a pfiblizné kopirovala tvar kfivky BPAA, jejiz celkova
plocha klesla z 67,46 % na 20,37 %. Naproti tomu plocha MPAA prudce v ¢ase rostla
22,32 % na 66,05 %. Tato data lze interpretovat tak, Ze MPAA vznika z BPAA ve vialce,
zatimco MA vznika velmi rychlym rozkladem BPAA pfimo v kapilafe v prabéhu separace.
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Obrdzek 18 Rozklad BPAA, 100% methanol, BGE: 50 mM fosfdtovy pufr, pH 7,5

52



20
MPAA
BPAA

EOF

mAU

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cas [min]

Obrdzek 19 Elektroferogram reakcni smési pfi sledovdni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny ve 100% methanolu, ¢as od rozpusténi 3 hodiny 25 minut, BGE: 50 mM fosfdtovy
pufr, pH 7,5

5.3.1. Analyza a-bromfenyloctové kyseliny v25 mM fosfatovém pufru pH 7,5
s pridavkem 30 mM SDS

V samotném fosfatovém pufru od sebe nebyly piky BPAA a vznikajici MA dostatecné
oddéleny. Jelikoz nedplné oddélené piky mély odlisna UV spektra, bylo zfejmé, Ze se
jedna o piky dvou raznych sloucenin. Pridani aniontového surfaktantu SDS (dodecylsiran
sodny) o koncentraci 30 mM k25 mM fosfatovému pufru bylo snahou o zlepSeni

rozliseni téchto dvou pikli pomoci MEKC.

Pridavek 30 mM SDS nemél bohuzel vliv na selektivitu separace, poradi migrace analytu
zUstalo prakticky nezménéno - prvni migrovala MPAA nésledovana pikem, ktery byl

tvoren BPAA a MA.

Analyza BPAA rozpusténé v 50% methanolu probihala po dobu 7 a pdl hodin. Pro

rozpousténi byl zvolen 50% methanol stejné jako v ¢lanku Rizviho a Shamsiho [1].
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Po prvni analyze byly patrné pouze dva piky MPAA a BPAA, od treti analyzy (tj. po

1 hodiné) se z piku BPAA zacal oddélovat pik MA, pouze s rozliSenim 0,68 (Obrazek 20).

Az do 3. hodiny bylo moZno sledovat, jak se pik, ktery tvofila zpocatku BPAA, postupné

méni na pik tvoreny jen MA (Obrdazek 21).
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Obrdzek 20 Elektroferogram reakcni smési pfi sledovdni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny v 50% MeOH, ¢as od rozpusténi 1 hodina, BGE: 25 mM fosfdatovy pufr, pH 7,5,

30 mM SDS
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Obrdzek 21 Elektroferogram reakcni smési pfi sledovdni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny, ¢as od rozpusténi 2 hodiny, BGE: 25 mM fosfdtovy pufr, pH 7,5 + 30 mM SDS

Po treti hodiné byly na elektroferogramu znatelné jen dva, svou plochou i tvarem témér
zaménitelné, piky srozliSenim 4,9. Ty odpovidaji MPAA a kyseliné mandlové
s minimalnim mnoZstvim BPAA (Obrazek 22). Identita MA a BPAA byla ovéfena pomoci

UV spekter.

Toto pozorovani by mohlo vysvétlovat, proc v ¢lanku [1] pfi chiralni separaci pomoci IL
byly pfitomny pouze dva piky, misto tfi, které se daji za danych podminek ocekavat.
Pouzité SDS je anionickym surfaktantem, je tedy jiného charakteru nez IL (kvarterni
amoniova stl). Vysledky s pouZzitim IL mohou byt odlisné, ale nedostatecné rozdéleni MA
od BPAA za pfitomnosti tenzidu poukazuje na moznost vzniku chybné interpretace

vysledka.

Pfi neznalosti stability BPAA v 50% MeOH a snaze o chiralni separaci enantiomert BPAA
mohou dva pritomné piky o shodné velikosti potencialné nalezet dvéma enantiomerim,
jak se domnivaji autofi Shamsi a Rizvi [1], viz Obrazek 23. Z dlivodu nedostupnosti IL
testovanych Rizvim a Shamshim lze tézko ovéfit, zda dva piky na Obrazku 23 jsou

opravdu enantiomery BPAA ¢i piky rozkladnych produktl MPAA a MA.
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Obrdzek 22 Elektroferogram reakcni smési pfi sledovdni rozkladu a-bromfenyloctové
kyseliny, ¢as od rozpusténi 7 hodin a 30 minut, BGE: 25 mM fosfdtovy pufr pH 7,5,
30 mM SDS
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Obrdzek 23 Analyza (+)-BPAA rozpusténé v 50% MeOH dle ¢ldnku [1], MEKC podminky:
50 mM fosfatovy pufr, pH 7,5, 25 mM undecenoxy karbonyl-L-leucinol bromid (L-UCLB).
Obrazek prevzat ze zdroje [1].

5.4. Ovéreni totoZnosti rozkladnych produktt pomoci CE-MS

V predchozi diplomové praci byla totoZnost produktl vznikajicich rozkladem BPAA
potvrzena pouze pomoci metody standardniho pridavku [2]. Proto bylo potfeba identitu
MA a MPAA potvrdit i pomoci CE-MS. Rozkladné produkty BPAA byly separovany
v 60 mM mravencanovém pufru o pH 3,0 a v60 mM octanovém pufru o pH 5,0.

Fosfatovy pufr nebyl pouZit z divodu nekompatibility s MS, ponévadZ neni tékavy
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a snizuje ionizaci v ESI. BPAA byla rozpusténa ve 100% c¢i 50% methanolu, koncentrace
pouzitych vzork( cinila vidy 100 pg/ml. Ty byly nasledné dvacetkrat za sebou

analyzovany.

Pro optimalizaci metody bylo potfeba nejprve zvolit vhodnou ptidavnou kapalinu pro
CE-MS spojeni. Prvni variantou byl 10 krat zfedény BGE s methanolem v poméru
1:1 (v/v), ktery neposkytl dostatecnou citlivost. Jako dalsi a zaroven i konec¢né slozeni
pfidavné kapaliny byl pouzit methanol svodou vpoméru 80:20 s pridavkem
0,5% mravenci kyseliny. Tato pfidavna kapalina poskytla dostate¢nou ionizaci analyt(.
Pritok pridavné kapaliny byl testovan v rozmezi od 0,5 ml/min az po 2 ml/min. Jako

nejvhodnéjsi se jevila hodnota 1,5 ml/min se splitem pratoku 1:100 (MS : odpad).

Dale byly optimalizovany nasledujici parametry: ESI napéti, napéti na trysce, pritok
a teplota susiciho plynu, pritok a teplota pridavného plynu, tlak zmlZujiciho plynu a ¢as
prodlevy méreni iontll. Optimalni kolizni energie byly pro sledované analyty urceny

experimentalné (Tabulka 3).

Pti analyzach vzorku bylo pozorovano, Ze intenzita piku vznikajici MPAA je nizsi nez MA,
ackoliv by dle predchozich experimentl s UV detekci mély oba rozkladné produkty
vznikat v poméru zhruba 1:1. Toto bylo nasledné ovéreno i CE-MS analyzou standardi
MA a MPAA o stejné koncentraci. MPAA za optimalnich CE-MS podminek hare

ionizovala, a proto byla intenzita signalu nizsi.

Pro Upravu této odchylky bylo nutné urcit korekcni faktor. Ten byl vypocitan ze dvou ci
Sesti méreni standardd MA a MPAA o koncentraci 100 pg/ml v octanovém
i mravenc¢anovém pufru (Tabulka 18). Pfi vypoctu korekéniho faktoru byly zohlednény

odlisné molarni koncentrace obou latek.

Faktor (F) byl vypocten jako pomér ploch korigovanych migraénim c¢asem (CA)

vynasobeny pomérem molarnich koncentraci (Rovnice 28):
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CApa Cma

= (28)
CAppaa  Cmpaa

CAma;mpan- plocha korigovand migracnim ¢asem; cma:mpaa- moldrni koncentrace

Tabulka 18 Hodnoty korekcnich faktord, FA- 60 mM mravencanovy pufr, pH 3,0,
AA- 60 mM octanovy pufr, pH 5,0

n Korekéni faktor SD
FA 100% MeOH 6 4,47 0,13
FA 50% MeOH 6 4,32 0,09
AA 100% MeOH 2 3,47 0,10
AA 50% MeOH 6 3,52 0,10

Vyslednym pramérnym faktorem byly vyndsobeny plochy MPAA vzniklé ve vzorku BPAA.
Korekéni faktory u kazdého z pufri dosahovaly podobnych hodnot bez ohledu na pouzité
rozpoustédlo. Pro konecény vypocet plochy MPAA byly pouzity korekéni faktory uréené

pouze z analyz standardud rozpusténych v 50% methanolu .

5.4.1. Analyza BPAA v 60 mM octanovém pufru, pH 5,0

Ve 100% methanolu by neméla vznikat zddnd MA. Avsak pfi analyze tohoto roztoku
BPAA v 60 mM octanovém pufru o pH 5,0 MA vznika [2]. ProtoZze BPAA a MA nejsou od
sebe pfi pouziti octanového pufru dostate¢né oddéleny a jejich piky se prekryvaji, nebylo
mozné urcit pomoci spektrofotometrického detektoru presny ndrlst ploch produktd.
Toto chovéni je analogické i ve fosfatovém pufru (viz kapitola 5.3) Identita rozkladnych
produktl byla potvrzena i SRM prechody (Obrazek 24) kde MPAA (165,1-121,1)
migruje pred pikem tvofenym dvéma slouceninami, a to BPAA (212,9->168,9) a MA
(150,9->107,0).

Po vyneseni zavislosti zmény ploch v ¢ase (Obrazek 25) je zfejmé, Ze plocha MPAA
pomalu narlsta z nulové hodnoty. Oproti tomu plocha MA byla od prvni analyzy cca
49 % celkové plochy a jeji zména v ¢ase kopirovala zménu plochy BPAA. To potvrzuje
predpoklad, Ze MA nevznikd pfimo ve vialce se vzorkem, ale az pfi analyze BPAA

v kapilare vlivem kontaktu s vodnym elektrolytem.
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BPAA v100% MeOH,60 mM octanovy pufr

3.0x10 %
BPAA 212,9 > 168,9

2.0%x10%

1.0%x10% -

3.0%x10%
MPAA 165,1 > 121,1

2.0x10 %

1.0%10 %

4 _|
3.0x10 MA 150,9 - 107,0

2.0x10%~

1.0%10 %

Cas [min]

Obrazek 24 Analyza BPAA ve 100% MeOH, cas od rozpusténi 6 hodin 35 minut,
BGE: 60 mM octanovy pufr, pH 5,0

BPAA v 100% MeOH, 60 mM octanovy pufr

X 60,00
—e— BPAA
50,00 —e— MPAA
40,00 —o—MA
30,00
20,00
10,00
0,00 !
0:00:00 1:12:00 2:24:00 3:36:00 4:48:00 6:00:0Q
Cas [hod]

Obrdzek 25 Graf rozkladu BPAA ve 100% MeOH, BGE: 60 mM octanovy pufr, pH 5,0,
CA % pro MPAA jsou korigovdny korekcnim faktorem 3,52
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V 50% methanolu opét vznikaji oba dva produkty. Plocha odpovidajici MA je uz od prvni
analyzy vyrazné vyssi nez MPAA, kvuli probihajici reakci v kapilafe. Tento rozdil odpovida
zhruba 33 procentnim bod(m plochy, ktery podobu dalSich analyz vyrazné neménil. MA

i MPAA vznikaji ve vialce podobnou rychlosti (Obrazek 27).

BPAA v50% MeOH,60 mM octanovy pufr
1.5%x10°%

BPAA 212,9 » 168,9
1.0%10°

5.0%10 %

. il

1.5%x10°%

MPAA 165,1 > 1211
1.0%x10°%+

5.0%10 4

0 -

1.5%10°

MA 150,9 - 107,0
1.0%x10°%+

5.0x104

0+

0 2 4 6 8

Cas [min]

Obrdzek 26 Analyza BPAA v 50% MeOH, cas od rozpusténi 4 hodiny 51 minut, BGE: 60
mM octanovy pufr, pH 5,0

BPAA v 50% MeOH, 60 mM octanovy pufr

32 60,00
< —e— BPAA
(&)
50,00 —e— MPAA
—o— MA
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
0:00:00 1:12:00 2:24:00 3:36:00 4:48:00 Cas [hOd]

Obrdzek 27 Graf rozkladu BPAA v 50% MeOH, BGE: 60 mM octanovy pufr, pH 5,0, CA %
pro MPAA jsou korigovdny korekénim faktorem 3,52
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5.4.2. Analyza BPAA v 60 mM mravencanovém pufru, pH 3,0

V mravencéanovém pufru jsou od sebe vSechny tfi analyty dostatec¢né oddéleny. Ve 100%
methanolu samoziejmé Zadna MA nevznika, nepatrny pik ve stejném migracnim case

jako BPAA je pouze jedna z cest fragmentace BPAA (212,9->107,0).

Pik MPAA nebyl detekovan, i kdyz byl prabéh rozkladu sledovan po dobu 6 hodin (pfi UV
detekci byl patrny po cca 1 hodiné). U piku v odpovidajicim migraénim ¢ase neslo
jednoznacéné urcit, zda se jednd skutecné o pik ¢i jen o Sum zdkladni linie (vyznaceny
Sipkou na Obrazku 28). Pfredpokladame, Ze pik MPAA nebyl pomoci CE-MS detekovan
béhem 6 hodin rozkladu z divodl nedostatecné ionizace MPAA v danych CE-MS

podminkdch a také proto, Ze rozklad ve 100% methanolu probiha vyrazné pomaleji

(Obrazek 28).
BPAA v 100% MeOH,60 mM mravencanovy pufr
1.0x10° 7 BPAA 212,9 > 168,9
5.0x10%
0
1.0%x10% MPAA 165,1 > 1211

5.0x10°3 \

0 -

1.0%x10% MA 150,9 - 107,0

5.0%x103

0 2 4 6 8 10

Cas [min]

Obrdzek 28 Analyza BPAA ve 100% MeOH, ¢as od rozpusténi 6 hodin 2 minuty, BGE: 60
mM mravencanovy pufr, pH 3,0

V 50% methanolu opét vznikaji oba dva rozkladné produkty (Obrazek 29). Vznik
produktli miZzeme pozorovat primo od pocatku rozkladu, neni zde zkresleni vlivem

probihajici reakce v kapilafe jako v octanovém pufru. Oba dva produkty vznikaji pfiblizné
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stejné rychle (Obrazek 30), coz odpovida predchozimu pozorovani pomoci CE s UV

detekci.
BPAA v50% MeOH,60 mM mravencanovy pufr
8.0x104
BPAA 212.9 > 168.9
4.0%10%
0_
8.0x10*
MPAA 165.1 - 121.1
4.0%10%
o N
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MA 150.9 - 107.0
4.0%10%
0_
T T T T
0 2 4 6 8 10

Cas [min]

Obrazek 29 Analyza BPAA v 50% MeOH, cas od rozpusténi 6 hodin 55 minut, BGE: 60 mM
mravencanovy pufr, pH 3,0

BPAA v 50% MeOH, 60 mM mravencanovy pufr

32 100,00
—e— BPAA
80,00 —eo— MIPAA
—eo—MA
60,00
40,00
20,00
0,00
0:00:00 1:12:00 2:24:00 3:36:00 4:48:00 6:00:00 7:12:00
Cas [hod]

Obrazek 30 Graf rozkladu BPAA v 50% MeOH, BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH 3,0,
CA % pro MPAA jsou korigovdny korekcnim faktorem 4,32
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6. ZAVER

V této diplomové praci bylo potvrzeno, Ze BPAA neni vhodnad jako modelovy analyt pro
chirdini separace, jestlize je rozpusténa v50% ¢i 100% methanolu. V téchto
rozpoustédlech dochdazi k nukleofilni substituci za vzniku rozkladnych produktl — MA

a MPAA, jejichZ identita byla potvrzena i pomoci CE-MS analyz.

Pozorovan byl rozklad BPAA v 50% i 100% methanolu a mnozstvi vzniklych produkt( bylo
kvantifikovano pomoci CE-UV v 60 mM mravenéanovém pufru o pH 3,0. Ztéchto
vysledk(l bylo uréeno, Ze reakce rozkladu BPAA v 50% MeOH probiha kinetikou prvniho
fadu. Hodnota rychlostnich konstant byla vyhodnocena pomoci linearni
(1,52x10* + 2,76x107° s!) i nelinearni (7,89x10> * 5,02x10-6 s!) regrese. Hodnotu
ziskanou nelinearni regresi lze povazovat za spravnéjsi z dlivodu vyssi hodnoty r
(nejméné 0,9853) a nizsi hodnoty RSD (6,37 %) ze tfi provedenych stanoveni. Ve 100%
methanolu je rozklad BPAA vyrazné pomalejsi a proto nebyl fad reakce pro tuto reakci

stanoven.

PFi analyze ve fosfatovém pufru (pouzit jako slozka BGE v ¢lanku od Rizviho a Shamsiho
[1]) nebylo dosazeno dostate¢ného rozdéleni vznikajicich produktd. Snahou o dosazeni
vyssiho rozliseni bylo pridani SDS do BGE a provedeni separace pomoci MEKC. Rozdéleni
nebylo i tak dostatecné, nastinilo ale moZnost, jakym zplUsobem by mohlo dojit
k prehlédnuti rozkladu BPAA pfi snaze o chirdlni separaci v prostfedi chiralnich

iontovych kapalin.

Pomoci CE-UV ve fosfatovém pufru byla sledovana stabilita BPAA ve 100% methanolu.
Pfekvapivé za téchto podminek byla detekovana i MA, ktera vznikala pfimo v kapilare
béhem analyzy. Stejné chovani bylo ovéfeno pomoci CE-MS experiment( v octanovém
pufru o pH 5,0. Vysledky ukazuji, Ze k rozkladu BPAA mUzZe dojit i v pribéhu separace
v BGE o slabé kyselém ¢i neutrdlnim pH. Pfi CE analyzdch BPAA (rozpusténé ve
100% methanolu) nebyl pozorovdn vznik MA pokud byl k separaci pouzit mravencanovy

pufr o silné kyselém pH 3,0.

Nevhodné pouZiti modelového analytu [1] poukazuje na nutnost ovéreni stability

analytu a to nejen v roztoku vzorku, ale i v priibéhu separace.
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