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Abstrakt

Glukosinolaty jsou sekundarni produkty rostlin, které jsou hydrolyzovany
enzymem myrosinasou, za vzniku toxickych produktd, jako jsou napiiklad
isothiokyanatany. Tyto produkty degradace se podileji na obrané rostliny proti vnéjSim
patogentim.

Tato bakalaiska prace se zabyva sledovanim enzymové aktivity myrosinasy pomoci
kapilarni  elektroforézy. Jako  substrdt  enzymové  reakce byl  zvolen
3-indolylmethylglukosinolat zndmy pod trividlnim néazvem glukobrassicin. V ramci
experimentll byla vyzkousena enzymova reakce jak v off-line, tak i on-line usporadani
kapilarni elektroforézy. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit roztok obsahujici 9 mM
tetraboritan sodny, 15 mM kyselinu fosforecnou a 10 mM hexadecyltrimethylammonium
chlorid (pH = 7,02). Vzorek byl davkovdn hydrodynamicky tlakem (5 kPa, 3 s).
Na kapilaru bylo vkladané napéti -20 kV a roztok v kapilafe byl zaroven mobilizovan
tlakem 5 kPa. Optimalizovand metoda byla vyhodnocena zméfenim kalibra¢ni zévislosti,
meze detekce, meze stanovitelnosti, opakovatelnosti meteni pro ddvkovani glukobrassicinu
v off-line i on-line uspofddani a opakovatelnosti on-line enzymové reakce. Hodnota meze
detekce byla stanovena na 0,011 mg ml™!' a hodnota meze stanovitelnosti na 0,035 mg ml™.
V off-line i on-line uspofadani byly relativni smérodatné odchylky pro plochy pikd mensi
neZ 4 % a pro migracni ¢as mensi nez 1,5 %. Pro enzymové reakce v on-line uspofadani
byla relativni smérodatna odchylka pro plochu piku glukobrassicinu 0,76 % a pro migracni

¢as 0,54 %.
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Abstract

Glucosinolates are secondary products of plants, that are hydrolysed by the enzyme
myrosinase. Hydrolysis of glucosinolates leads to a production of toxic compounds, such
as isothiocyanates. These degradation products are involved in the defense system of the
plant against external pathogens.

This bachelor thesis deals with monitoring of myrosinase enzymatic activity by
capillary electrophoresis. As a substrate, 3-indolylmethylglucosinolate known by trivial
name glucobrassicin, was selected. The enzymatic reaction was tested in both off-line and
on-line setting by capillary electrophoresis. As the background eletrolyte
a solution containing 9 mM sodium tetraborate, 15 mM phosphoric acid and 10 mM
hexadecyltrimethylammonium chloride (pH = 7.02) was used. The sample was injected
hydrodynamically by pressure (5 kPa, 3 s). A voltage of -20 kV was applied to the
capillary and solution in the capillary was simultaneously mobilized by a pressure 5 kPa.
The optimized method was evaluated by measuring calibration curve, limit of detection,
limit of quantification, repeatability of injection of glucobrassicin in off-line and on-line
setting and also repeatability of on-line enzymatic reaction. The limit of detection was
0.011 mg ml! and the limit of quantification was 0.035 mg ml!. In both off-line and
on-line setting relative standard deviations were for peak areas less than 4 % and for
migration time less than 1.5 %. The relative standard deviation for the enzyme reaction

in the on-line setting was 0.76 % for the peak area and 0.54 % for the migration time.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

GLS
ESP
MEKC

SDS
CE
BGE
EOF
EMMA

NADPH
NADP*
TDLFP

EIA
CTAC
CTAB
LOD
LOQ
RSD
SD

R2

Im
tr
A/t

Crel

glukosinolaty (glucosinolates)

protein, podilejici se na tvorb¢ epithionitrilt (epithiospecifier protein)
micelarni elektrokineticka kapildrni chromatografie (micellar electrokinetic
capillary chromatography)

dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulphate)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

elektroforeticky  zprostfedkovand  mikroanalyza  (electrophoretically
mediated microanalysis)

redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

metoda michani reaktanti, zalozena na pfi¢né difzi (transverse diffusion of
laminar flow profiles)

elektroinjek¢ni analyza (electroinjection analysis)
hexadecyltrimethylammonium chlorid

hexadecyltrimethylammonium bromid

mez detekce (limit of detection)

mez stanovitelnosti (limit of quantification)

relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

smérodatnd odchylka (standard deviation)

latkova koncentrace
koeficient determinace
plocha piku

migracni ¢as

reak¢ni ¢as

korigovand plocha piku

relativni koncentrace



1 Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout metodu pro sledovani enzymové aktivity
myrosinasy s vyuzitim kapilarni elektroforézy. V prvni fadé bylo nutné optimalizovat
slozeni zakladniho elektrolytu a experimentalni podminky analyzy. V dal§im kroku byla
navrzena metoda pro provedeni enzymové reakce jak v off-line, tak i on-line uspotradani,

a byla ovétena jeji pouzitelnost.



2 Teoreticka cast

2.1 Glukosinolaty

Glukosinolaty (GLS) jsou sekundarni produkty rostlin odvozené od aminokyselin,
jejichz hlavni funkci je ochrana rostliny proti sktidcim a patogeniim. Jedna se o sirné
glykosidy, které se vyskytuji zejména u brukvovitych rostlin (Brassicaceae)'. Je
identifikovano vice nez 100 riznych GLS, které se 1isi svymi substituenty v postrannim
fetézci’. Glukosinolaty jsou rozdéleny do tif skupin (alifatické, aromatické a GLS
s indolovou skupinou) na zakladé struktury rtiznych prekurzorti aminokyselin'. Mezi tyto
aminokyseliny patii alanin, leucin, isoleucin, valin, tyrosin, fenylalanin, tryptofan
a methionin®. Glukosinolaty jsou enzymaticky hydrolyzovany za vzniku siranovych iont,

D-glukosy a specifickych produkti, jako jsou napiiklad isothiokyanaty'.

2.1.1 Vyznam glukosinolati

Glukosinolaty jsou predmétem zajmu hlavné diky jejich vyskytu v zelening.
Charakteristicka chut’ zeleniny je zptisobena pravé isothiokyanaty, které vznikaji z GLS
jejich hydrolyzou. Pro svou hotkost jsou naopak zndmé GLS s indolovou skupinou.
Glukosinolaty jsou také studovany diky jejich schopnosti plsobit proti rakoviné.
Sulforafan, isothiokyanat nachdzejici se v brokolici, pisobi proti ristu nadoru blokaci jeho

bunééného cyklu a podporou apoptozy?.

2.2 Myrosinasa

Hydrolyza glukosinolatd je katalyzovana enzymem thioglukosidasou, ktery je znam
také pod trividlnim nazvem myrosinasa (EC 3.2.3.1). VSechny rostliny obsahujici
glukosinolaty obsahuji také enzym myrosinasu®. Myrosinasa a glukosinolaty se vyskytuji
v rostlinach oddélené. K hydrolyze GLS dochdzi tedy az pifi mechanickém poskozeni
pletiva, pii vzajemném kontaktu enzymu s GLS*. Aktivita myrosinasy zavisi na druhu
rostlin a rostlinném organu. Nejvys§i enzymové aktivita se obvykle nachazi v semenech?.
Optimalni pH pro aktivitu myrosinasy je vrozmezi 6,5 — 7,0 v zavislosti na plvodu
enzymu’. Aktivita myrosinasy je ovliviiovdna kyselinou askorbovou, ktera je spolu
s glukosinolaty pfitomna ve vakuolach. Kyselina askorbovd se specificky vaze
na myrosinasu, ¢imz zpusobuje jeji konformacni zménu, kterd vede ke zvySené reakéni

rychlosti®’.
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V roce 1970 MacGibbon a Allison dokéazali pomoci gelové elektroforézy existenci
vice forem myrosinasy. Jednotlivé izoenzymy myrosinasy se li§i svymi chemickymi
1 fyzikélnimi vlastnostmi. VSechny izolované izoenzymy jsou glykoproteiny, jejichz
molekulova hmotnost je 125 — 150 kDa’.

Rozklad GLS pomoci myrosinasy vede ke vzniku nestabilniho meziproduktu, ktery
muze po uvolnéni siranového aniontu vést ke vzniku isothiokynatanti, thiokyanatant,
nitrilt a epithionitril’ (Obr. 1). Jaky produkt vznikne, zavisi na velkém mnozstvi faktort,
jako je pH, typ substratu a teplota. Pii neutralnim pH dochazi ke vzniku isothiokyanatanti,
zatimco pii kyselejSim pH dochazi ke vzniku nitrild®. K hydrolyze GLS za vzniku
thiokyanatani  dochdzi pouze u tfi  glukosinolatd: allyl-, benzyl- a
4-(methylthio)butylglukosinolatu’. K tvorbé epithionitrili degradaci GLS dochazi pouze
u alkenylglukosinoldtii za pfitomnosti specifického proteinu ESP (epithiospecifier
protein)’. Hydrolyza GLS s indolovou skupinou, mezi néz patii také glukobrassicin
(3-indolylmethylglukosinolat) na obrazku 2, je odlisna od ostatnich typi GLS. Vznikajici
isothiokyanaty jsou pii neutrdlnim pH nestabilni a pfeménuji se na stabilngjs$i produkty,
jako jsou naptiklad indol-3-karbinol nebo indol-3-acetonitril®>’. Produkty hydrolyzy GLS,
zejména isothiokyanaty, jsou toxické. Jejich pfitomnost u ¢lovéka mize vést k inhibici
zachytu jodu ve §titné zlaze’. V soucasnosti se studie zabyvaji i jejich pozitivnimi dopady,

zejména protinddorovymi a antibakteridlnimi G€inky?®.

Glukosinolaty D-glukosa
i oI,
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Obr. 1 Schéma konecnych produktii degradace glukosinolatii’

11



S
HO N
N—O, /0
s
o” “OH
N
N
AN
H

Obr. 2 Schéma molekuly glukobrassicinu’

2.2.1 Stanoveni aktivity myrosinasy

K méfeni enzymové aktivity mizeme vyuzit dva postupy: u prvniho z nich métime
pokles koncentrace substratu za urcitou dobu, zatimco u druhého méfime zvySeni
koncentrace produktu!®. Ke stanoveni aktivity myrosinasy se vyuziva fada pfistupti. Mezi
nejcastéj$i metody patii spektrofotometrie, pii které se meéfi rychlost hydrolyzy GLS
sledovanim poklesu absorbance pfi urcité vinové délce!'. Mezi dalsi zpiisoby stanoveni
patii pH-stat metoda'!, kterd je zaloZen4 na titraci H' iontfi uvolnénych b&hem enzymové
reakce. Sledovani mnoZzstvi glukosy, uvolnéné béhem hydrolyzy GLS, patii k dalS§im, Casto

vyuzivanym metodam'!

. Vznikla glukosa je enzymaticky oxidovana na kyselinu
glukonovou a peroxid vodiku, ktery je dal§imi reakcemi pfeveden na barevny produkt, jenz
muze byt fotometricky detekovan''. K analyze enzymové aktivity jsou vSak nejlepsi ty
metody, které sleduji pokles koncentrace substratu a zaroven zvySeni koncentrace
produkti. Mezi takové metody mizeme zafadit napiiklad micelarni elektrokinetickou
kapilarni chromatografii (MEKC), kterd byla v odbornych studiich vyuzita k provedeni
off-line enzymové analyzy a k detekci glukosinolatu (sinigrin) a produktu jeho hydrolyzy
allylisothiokyanatu®. U MEKC metody dochdzi k rozdéleni analytlh mezi mobilni vodnou

fazi a micelarni pseudostacionarni fazi. K tvorbé miceldrni pseudofize se Casto vyuziva

dodecylsiran sodny (SDS) poptipad¢ hexadecyltrimethylammonium bromid'.
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2.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) patifi mezi analytické metody, které jsou zalozeny
na separaci iontll na zakladé jejich rizné elektroforetické pohyblivosti v prostfedi roztoku
zékladniho elektrolytu (BGE). Separace ionta probiha v kiemenné kapilaie naplnéné¢ BGE,
jejiz prumér je obvykle 50 — 100 um a délka 30 — 80 cm. Na zacatku separace je vzorek
nadavkovan na konec kapildry, nasledn¢ jsou oba konce kapilary ponofeny do roztoku
zakladniho elektrolytu. Vlivem elektrického pole jednotlivé slozky vzorku migruji svymi
elektroforetickymi rychlostmi k detektoru, kde jsou detekovany'’. Pohyb kationtli a aniont
v kapilate je ovlivnén elektroosmotickym tokem (EOF). Elektroosmoticky tok vznika
v dtsledku disociace silanolovych skupin kfemenné kapilary, diky ¢emuz se uvoliuji
protony do roztoku. Zaporny naboj stény kapilary pfitahuje kationty zroztoku. Tyto
kationty u povrchu po vloZeni napéti migruji smérem ke katod¢ a strhévaji s sebou diky
viskozité¢ cely roztok uvnitt kapilary. Rychlost EOF je casto vétSi neZz rychlosti
elektroforetické migrace iontl, coz zptusobuje celkovy pohyb kationt ale 1 aniontd smérem
ke katodé®.

Kapilarni elektroforéza je metoda, ktera se hodi pro analyzu systému glukosinolaty -

myrosinasa diky rychlému provedeni separace a velmi nizké spottebé reaktant(i'“.

2.3.1 Enzymové reakce v kapilarni elektroforéze

Enzymy patii mezi biologické katalyzatory, jejichz funkci je katalyza
biochemickych reakci. K tomu, aby enzymy v organismu spravné fungovaly, je nutna
regulace jejich aktivity. Jakakoliv zména v aktivit¢ enzyml mize zpusobit zdsadni
problémy v organismu. Proto také studium enzymové aktivity dnes patii k velmi ¢asto
zkoumanym problémim a je kladen ddraz na objev novych enzymd, stejn¢ tak jako je
snaha o zlepSeni stability a specificity jiz existujicich enzymii'>'51¢, Mechanismus uc¢inku
fady 1€kl je rovnéZ zaloZen na inhibici aktivity ur€itého enzymu. Hledani inhibitort
enzymul a testovani jejich inhibi¢niho efektu jsou proto vyznamnymi prvky pii vyvoji
novych [ékd. Pro studium enzymovych reakci se pouziva absorpcni, popiipadé
fluorescen¢ni spektrometrie. Nevyhodou téchto metod je to, ze se mohou pouzit pouze,
pokud se spektrometrické vlastnosti substratu a enzymu li§i, coz Casto v praxi neni
splnéno. Z toho diivodu bylo nutné ke studiu enzymovych reakci nalézt jinou vhodné;si

metodu'2.
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Kapilarni elektroforéza se v soucasnosti stala velmi vyuZzivanou metodou
pro studium enzymovych reakci a stanoveni enzymové aktivity, diky vysoké ucinnosti
separace, malému rozmeéru kapilar, které se pouzivaji pro reakci a separaci a kratkému Casu
analyzy'”'%. Enzymova analyza se v kapilarni elektroforéze muze rozdélit do tfi hlavnich
skupin. Pre-kapilarni enzymova analyza (off-line metoda), poprvé predstavena v roce
1991, je metoda, pii které je enzymova reakce provedena mimo separacni kapilaru - ve
zkumavce, ¢i mikrozkumavce. Béhem off-line uspotadani dochdzi tedy ke smichani
substratu a enzymu ve vhodné nadobce. Poté se ponecha reakcni smés stat k probehnuti
reakce. Po uplynuti urcéité doby, potiebné k probéhnuti reakce, se smés nadavkuje
do kapilary, kde dochazi k separaci substratu a produkti enzymové reakce’.
Hydrodynamické davkovani vzorku pomoci tlaku u této metody pievlada. K urychleni
analyzy se pouzivd davkovani na kratky konec kapilary. Separace tedy probiha
s obracenou polaritou na tuseku od konce kapilary k detektoru®®. Mezi vyhody off-line
usporadani patii rovnomérné slozeni reakéni smési v celém objemu nadobky a tedy plati,
ze reakéni rychlost je vSude stejnd. Mezi nevyhody naopak mizeme zatadit vySsi spotiebu
enzymu 1 substratu pifi tvorbé reakéni smési'>. Druhou metodou je on-line kapilarni
enzymova analyza, pii niz jsou substrat i enzym samostatn¢ vpraveny do kapilary, kde
dochdzi k promichani a enzymové reakci. Tato metoda se obvykle oznacuje jako
elektroforeticky zprostfedkovand mikroanalyza (EMMA). V souasnosti se EMMA
vyuziva pro stanoveni aktivity enzymovych reakci, Michaelisovych konstant a hledani
inhibitordi. K jejim hlavnim vyhoddm patii to, Ze cely proces od naddvkovani reaktantt
pres enzymovou reakci, separaci az po detekci probiha v jedné kapilafe, ¢imz dochazi
ke sniZeni rizika vzniku chyb!22!.

Posledni skupinu pfedstavuje post-kapildrni enzymové analyza poprvé predstavena
vroce 1994 Emmerem a Roeraadem. Post-kapilarni uspofadani lze naptiklad vyuZit
pro stanoveni aktivity izoenzymii'>.V tomto usporadani se vyuziva systém pro kapilarni
elektroforézu, ktery je spojen s mikroreaktorem pro provedeni enzymové reakce.
Na zacatku analyzy jsou jednotlivé enzymy separovany a nésledné dochézi k méteni jejich
aktivity. Soucasti systému jsou dva detektory. Prvni detektor je UV detektor, ktery
detekuje separaci enzymt, zatimco druhy detektor se nachdzi za mikroreaktorem k detekci
produkti enzymové reakce. Emmer a Roeraad se ve své studii zabyvali separaci enzymil
glukosy-6-fosfat dehydrogenasy a 6-fosfoglukonit dehydrogenasy a naslednou reakci
glukosy-6-fosfat dehydrogenasy s glukosou-6-fosfatem za vzniku NADPH?. Tato metoda
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vSak nenalezla SirS$i uplatnéni diky nekompatibilit¢ komercnich CE pfistroji s post-
kapilarnim reaktorem?.

Studium enzymovych reakci pomoci kapilarni elektroforézy mizeme déle rozd¢lit
na zéklad¢ zptsobu reakce na heterogenni a homogenni uspoiadani. Béhem heterogenniho
usporadani je jeden z reaktantl, nejcastéji enzym, imobilizovan na nosici, popiipade sténé
kapilary. K reakci tedy dochazi mezi imobilizovanym enzymem a substratem nachézejicim
se v BGE. Béhem homogenniho uspofadani je substrat i enzym ve formé roztoku.

K homogennimu uspotadani patii vyse zminéné off-line i on-line metody'>%.
2.4 Elektroforeticky zprostiredkovana mikroanalyza

Prvni studii, kterd se zabyvala on-line uspofadanim, publikovali Bao a Regnier
vroce 1992. V této studii byla stanovovana aktivita enzymu glukosa-6-fosfat
dehydrogenasy. Tento enzym katalyzuje oxidaci glukosy-6-fosfat na 6-fosfoglukonat,
pii které dochazi k pfeméné oxidované formy NADP" na NADPH. O rok pozdgji byla tato
metoda pojmenovana jako elektroforeticky zprostiedkovand mikroanalyza (EMMA)?'2,
Pii provedeni enzymovych reakci hraje diilezitou roli smichani reaktantd, doba reakce
smési a detekce produkti. EMMA spojuje tyto operace v jednu univerzalni metodu?'.

U EMMA se k promichani reaktantl vyuzivaji dva moédy. Prvni mdd je tzv. zonalni
mdd (plug-plug mode), ktery k promichani reaktantd vyuziva jejich riizné elektroforetické
pohyblivosti. V tomto médu jsou substrat 1 enzym davkovany do kapilary naplnéné BGE
jako samostatné zony. Po aplikaci napéti dochazi k tomu, Ze se jednotlivé zony promisi
diky riznym elektroforetickym pohyblivostem reaktantii. Jakmile jsou zény substratu
a enzymu promichany, dochazi k vypnuti napéti a probéhnuti enzymové reakce.
Opctovnou aplikaci napéti se enzymova reakce ukon¢i a nezreagovany substrat, enzym
a produkt enzymové reakce jsou separovany. K pouZiti tohoto mddu je ovSem nutné znat
elektroforetické pohyblivosti substratu 1 enzymu, k vypoftu casu a napéti, které
pottebujeme k promichani zon'4152!,

K prob&hnuti enzymové reakce je diilezité udrzovat optimalni podminky. U EMMA
metody Casto dochazi k inhibici enzymové reakce zakladnim elektrolytem. K tomuto jevu
dochdzi zejména tehdy, pokud zékladni elektrolyt obsahuje povrchové aktivni latku, jako
je naptiklad SDS. Z toho divodu je nutné oddélit zénu BGE od z6ny enzymu a substratu.
Tento problém byl vyfeSen technikou ¢astecného plnéni kapilary (Obr. 3). Zony enzymu
a substratu jsou od BGE oddé€leny zonami reakéniho pufru, které poskytuji, na rozdil

od BGE, vhodné prostiedi pro prob&éhnuti enzymové reakce!'??!.
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Zona enzymu (v reakénim pufru)
e Zona substratu (v reakénim pufru)

0D Reakéni pufr
) BGE

Obr. 3 Schéma castecného plnéni kapilary®!

Druhy mod, ktery se pouziva k promichani enzymu a substratu v kapilate, je tzv.
kontinudlni moéd (long contact mode). V tomto modu je kapilara na zacatku naplnéna
jednim  zreaktantl (nejCastéji substratem). Po naddvkovani enzymu dochazi

k elektroforetickému promichani enzymu a substratu a vzniku produktu's?.

2.5 Metody zaloZené na difazi - TDLFP

K dal§im zplsoblim promichédni reaktantli patfi metody zaloZené na podélné, nebo
pticné diftzi. U prvni zminéné metody jsou do kapilary davkovany zény substratu
a enzymu, které do sebe vzajemné difunduji, ¢imz dochdzi k probéhnuti enzymové reakce.
Poté se aplikuje separacni napéti k oddé€leni reaktantii a produktl reakce. K nevyhoddm
této metody patii, Ze naddvkované zony reaktantl v kapilafe mohou mit délku i1 nékolik
mm. Na takto dlouhé draze mtze podélna difaze trvat i nékolik hodin'>?,

Metoda zaloZena na pficné diftizi se oznacuje jako TDLFP (transverse diffusion of
laminar flow profiles). Zény reaktantll jsou hydrodynamicky nadavkovany do kapiléry,
diky ¢emuz ziskaji charakteristicky parabolicky tvar (Obr. 4). K ziskani poZadovaného
parabolického profilu je nutné, aby tlak davkovani byl dostatecné¢ vysoky a doba
davkovani dostatecné kratka. Z divodu velmi malého priméru kapilary (50 pm) je rychlost
podélné difize zanedbatelnd vuc¢i rychlosti pficné difuze. Diky pficné difuzi
nadavkovanych reaktanti smérem ke sténam kapilary dochédzi k promiseni reaktant
a ziskani homogenni koncentrace reaktantii v tomto sméru'>***. Metoda TDLFP se dobie
osvédcila pfi miseni tfi a vice reaktantil v kapilafe a pfi miseni reaktantll se stejnymi

elektroforetickymi pohyblivostmi*%,
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Obr. 4 Schéma metody TDLFP?®

2.6 Detekce u EMMA metody

Vyuziti detektort u EMMA metody se li§i v zavislosti na citlivosti detekce, kterou
potfebujeme dosahnout. Mezi cCasto vyuzivané detektory patii spektrofotometricky
UV-VIS detektor. Limit detekce UV-VIS detektoru pti pouziti nl objemu vzorku je
107'® mol. Velmi citliva je také laserem indukovana fluorescence, jejiz limit detekce je
10! mol. K dal$im vyuzivanym detekénim technikdm patii napiiklad chemiluminiscence.
Z dtivodu vyssi financni naro¢nosti chemiluminiscence a laserem indukované fluorescence

patii UV-VIS detektor k nejéastéji pouzivanym detektorim EMMA metody?!.

2.7 Elektroinjekeni analyza

Elektroinjekeni analyza (EIA) pfedstavuje alternativni metodu k metodé EMMA.
U obou metod dochazi k smiseni substratu 1 enzymu v kapilafe vlivem separacniho napéti,
diky rGznym elektroforetickym pohyblivostem reaktantti. Elektroinjek¢éni analyza se vSak
i1 davkovanim reaktantd, které probihd elektrokineticky z opacnych koncl kapilary.
Metoda EMMA potiebuje pro smiseni reaktantll urc¢itou minimalni délku kapilary, ktera
muze byt u EIA daleko krat$i, coz patfi k hlavnim vyhoddm EIA. K dal$im vyhoddm patfi

mensi riziko zneciSténi substratu a enzymu, diky davkovani z opacnych konct kapilary?'-?.

17



3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie a instrumentace

3.1.1 Chemikalie

e Thioglukosidasa ze semene Sinapis alba > 100 jednotek/g (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA)

¢ Glukobrassicin sodna siil 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Hexadecyltrimethylammonium chlorid 25% ve vodé (CTAC), (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA)

e Kyselina O-fosforeéna 85% p. a. (Lachner, Neratovice, Ceské republika)

e Tetraboritan disodny dekahydrat p. a. (Lachema, Neratovice, Ceska republika)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Lachner, Neratovice, Ceska
republika)

e Hydroxid sodny p. a. (Penta, Praha, Ceské republika)

3.1.2 Instrumentace

e Analytické vahy Nimbus, NBL 254i (Biolng, Ivanéice, Ceska republika)

e Kiremenna kapilara, pokryta vrstvou polyimidu o délce 50,0 cm, efektivni délka
41,5 cm s vnitinim primérem 50 pm (Polymicro Technologies, Phoenix, USA)

e Kapilarni elektroforéza CE®P (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)

e pH metr 3540 pH & Conductivity Meter (Jenway, Staffordshire, UK)

e Systém na piipravu deionizované vody Milli-Q (Millipore, Bedford, USA)

3.2 Experimentalni podminky

Na zacatku kazdého dne meéteni byla kapilara promyta 5 minut 1 M roztokem
hydroxidu sodného a 5 minut deionizovanou vodou. Pfed kazdym méfenim byla kapildra
promyta 3 minuty 1 M roztokem hydroxidu sodného do odpadni vialky,
1 minutu zédkladnim elektrolytem do odpadni vialky a 1 minutu zdkladnim elektrolytem

do vialky se zakladnim elektrolytem. Vialky se zdkladnim elektrolytem byly po kazdém
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patém meétfeni vyménény, aby se piedeSlo ovlivnéni vysledkl elektrolyzou zakladniho
elektrolytu. Vzorky byly dévkovany hydrodynamicky, tlakem 5 kPa po dobu 3 s.
Na kapilaru bylo vkladano napéti o velikosti -20 kV, proud byl pfiblizné -30 pA a roztok
v kapilafe byl zaroven mobilizovan tlakem 5 kPa aplikovanym na vstupnim konci kapilary.
Kazeta skapilarou byla termostatovana na teplotu 25 °C a elektroferogram byl

zaznamenavan pii vinové délce 225 nm.

3.3 Priprava roztokii

Slozeni zakladniho elektrolytu bylo pfevzato ze studie, v niz se autofi zabyvali
separaci glukosinolati pomoci MEKC?, a upraveno pro potieby této prace. Zakladni
elektrolyt byl pfipraven smisenim odpovidajictho mnozstvi tetraboritanu sodné¢ho, CTAC
a kyseliny fosfore¢né v deionizované vodé tak, aby vysledny zasobni roztok BGE
obsahoval 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselinu fosfore¢nou a 20 mM CTAC
(pH = 7,02, upraveno 10 M hydroxidem sodnym). Tento zdsobni roztok BGE byl pted
meéfenim zfedén 1:1 (v/v) deionizovanou vodou.

Jako reakéni pufr byl pouzit fosfatovy pufr, ktery byl pfipraven smisenim
dihydrogenfosfore¢nanu sodného a hydrogenfosforecnanu sodného v deionizované vodé
v takovém mnoZstvi, aby koncentrace vysledného fosfitového pufru byla 10 mmol I'!
(pH fosfatového pufru = 7,04, upraveno 10 M hydroxidem sodnym).

Roztok enzymu byl pfipraven smisenim enzymu s fosfatovym pufrem tak, aby jeho

vysledna koncentrace byla 1 mg ml™.

3.4 Off-line méreni

Pii méfeni enzymové reakce v off-line uspotfadani byl do vialky napipetovan roztok
glukobrassicinu, fosfatovy pufr a roztok enzymu. Reakéni smés byla poté ponechdna
k probé¢hnuti enzymové reakce. Po uplynuti urcit¢ doby byl vzorek z vialky
hydrodynamicky nadavkovan (5 kPa, 3 s) do kapilary a mobilizovan tlakem 5 kPa.
Na kapilaru bylo zaroven vloZeno napéti o velikosti -20 kV. Pted kazdou analyzou byla

kapilara promyta tak, jak je uvedeno v kapitole 3.2.
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3.5 On-line méreni

Na zacatku on-line méteni bylo do kapilary hydrodynamicky davkovano (5 kPa, 3 s)
5 zon. Prvni byla zéna fosfatového pufru, za kterou nasledovala zéna roztoku enzymu
o koncentraci 1 mg ml™!, glukobrassicinu o koncentraci 1 mg ml"!, enzymu o koncentraci
1 mg ml"! a nakonec byla davkovana opét zona fosfatového pufru. Po kazdém nadavkovani
glukobrassicinu, nebo enzymu byl vstupni konec kapilary ponoten do vialky s vodou (byla
pfipravena jedna vialka s vodou pro substrat a druhd pro enzym), aby se zabranilo
zneCisténi vzorkd. Pred spusténim separace byla nastavena cekaci doba, ktera umoznovala
probéhnuti enzymové reakce v kapilafe. V pfipadé méfeni pouze glukobrassicinu

bez enzymu, byly zony enzymu nahrazeny zénami fosfatového pufru.
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4 VysledKky a diskuze

4.1 Optimalizace

4.1.1 Optimalizace sloZeni zakladniho elektrolytu

Jak jiz bylo zminéno dfive, slozeni BGE bylo pfevzato ze studie Michaelsena
a spol?®. V této studii zakladni elektrolyt obsahoval 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM
kyselinu fosfore¢nou a 50 mM CTAB, pH bylo upraveno na 7,0. CTAB bylo pouzito kviili
interakci kladn€ nabitych micel CTAB se zdporné nabitymi glukosinolaty, kterd zvySovala
jejich rozliseni®. V mém piipadé bylo misto CTAB pouzito CTAC a jeho koncentrace byla
sniZena, nebot jsem se nezabyvala separaci jednotlivych glukosinolati. PouZzitim
zakladniho elektrolytu, ktery obsahuje kationtovou povrchové aktivni latku jako naptiklad
CTAC, dochézi k obraceni EOF. Roztok v kapilafe je v disledku obraceného EOF unésen
smérem k anod€. Zaporné nabité glukosinolaty tedy migruji smérem od detektoru
k vstupnimu konci kapilary. Pouzitim obracené polarity napéti dochdzi k migraci
glukosinolatii smérem k detektoru. Proti sméru migrace GLS vSak migruji kladné nabité
micely CTAC, které interakcemi vyslednou migraci GLS zpomaluji. Jako BGE byl
nejdiive pouzit roztok obsahujici 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselinu fosfore¢nou
a 40 mM CTAC, pH = 7,0. Pti pouziti BGE o tomto sloZeni vS§ak béhem analyzy dochézelo
k ndhlému poklesu proudu, coZ neumoznovalo dokonceni analyzy. Nestabilni podminky,
jako je pokles proudu pii analyze, mohou byt zpisobeny zlomenou, poptipadé
neprichodnou kapildrou nebo vytvotfenim bublinky plynu v kapilafe. K nestabilité systému
muze piispivat napiiklad sorpce enzymu na sténu kapilary. Ztoho divodu bylo
vyzkouSeno promyti kapilary pfed kazdou analyzou 1 M kyselinou chlorovodikovou. Toto
promyti vSak nevyfesilo nestabilitu proudu. Byl tedy ptipraven novy zasobni roztok BGE,
jez obsahoval 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselinu fosfore¢nou a 20 mM CTAC,
¢imz se snizila vodivost a tim 1 hodnota proudu. Pti vysokych hodnotach prochéazejiciho
proudu se vyviji vice tepla a miZze dochdzet k ptehfivani roztoku v kapilafe. To miiZe vést
ke vzniku plynovych bublin nebo pfi praci s proteiny a enzymy, k jejich denaturaci.
Ve vialce byl tento BGE pted kazdym méfenim jesté zfedén 1:1 deionizovanou vodou.
Pti pouziti tohoto BGE doslo ke snizeni hodnoty proudu a jeho stabilizaci po celou dobu
analyzy. Jeho hodnota se pohybovala kolem -30 pA. Pavodni hodnota proudu byla
pfiblizné -50 pA.
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4.1.2 Optimalizace migracniho casu

Pti hydrodynamickém davkovani roztoku glukobrassicinu (5 kPa, 3 s) jak v off-line,
tak 1 on-line uspofddani, se migracni Cas glukobrassicinu pohyboval okolo 8 minut.
Pti hydrodynamickém davkovani roztoku glukobrassicinu spolu s roztokem enzymu
(5 kPa, 3 s) dochézelo k dalSimu prodluzovani migra¢niho ¢asu glukobrassicinu. Spolu
s dlouhym promyvanim kapilary pfed kazdym meéfenim byla doba analyzy velmi dlouhd
a bylo nutné najit metodu, pfi které dojde ke zkraceni migra¢niho ¢asu glukobrassicinu.
Tento problém byl vyfeSen mobilizaci roztoku v kapilare tlakem 5 kPa zaroven s aplikaci
napéti. Pouzitim tlaku se migracni ¢as glukobrassicinu zkratil z 8 na 4 minuty, tedy
pfiblizné na polovinu. Doslo také kdalsi stabilizaci a zvySeni spolehlivosti

elektroforetického systému.

4.1.3 Optimalizace promyvani kapilary

Na pocatku byla kapildra promyvana pred kazdym meéfenim 1 minutu BGE
do vialky s odpadem a 1 minutu BGE do vialky s BGE. Pfi pouziti tohoto promyvani vSak
dochéazelo k velkym vykyviim migracniho ¢asu glukobrassicinu. Déle bylo vyzkouseno
promyvani 5 minut 1 M kyselinou chlorovodikovou a 5 minut deionizovanou vodou,
popiipadé 2 minuty 1 M hydroxidem sodnym a 1 minutu deionizovanou vodou.
Nejvhodnéjsi variantou se ukdzalo byt promyvéani 3 minuty 1 M hydroxidem sodnym,

1 minutu BGE do odpadni vialky a 1 minutu BGE do vialky s BGE.

4.2 Kalibrac¢ni zavislost

Kalibra¢ni zavislost byla ziskdna zméfenim standardnich vzorkli glukobrassicinu
o koncentracich 0,04; 0,06; 0,1; 0,2; 0,35 a 0,5 mg ml™!, které byly ziskiny nafedénim
zasobniho roztoku fosfatovym pufrem. Zavislost byla zmétfena v off-line uspotadani.
Méteni pro kazdou koncentraci bylo provedeno trikrat. Do grafu byla plocha piku
vynesena jako median korigované plochy piku (plocha piku délend migraénim casem),

Obr. 5. Ziskané parametry kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny v tabulce 1.
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Obr. 5 Kalibracni zavislost korigované plochy piku na koncentraci glukobrassicinu.
Hydrodynamické davkovani (5 kPa, 3 s), roztok mobilizovan tlakem 5 kPa, separacni
napeti -20 kV (proud priblizné -30 uA), BGE 9 mM tetraboritan sodny, 15 mM kyselina
fosforecna a 10 mM CTAC, pH = 7,02, UV detekce 225 nm.

Tab. 1 Parametry kalibracni zavislosti

k b R’ LOD LOO
[mAU ml mg™'] [mMAU] [mg ml™] [mg ml™]
1,241 20,0072 0,999 0,011 0,035

Hodnota koeficientu determinace kalibraéni zavislosti R? byla 0,999, z &ehoz
vyplyva, ze 99,9 % variability hodnot proménné y bylo vysvétleno touto zavislosti.
Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) byly vypocitdny pomoci

nasledujicich rovnic:

LOD = 22 (1)
LOQ = 2x A 2)
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kde k je smérnice kalibra¢ni zavislosti, sy,» smérodatna odchylka rozptylu bodii kolem
regresni ptimky, ktera byla vypocitana pomoci funkce STEY X programu MS Excel.

Vypoé¢itana mez detekce byla 0,011 mg ml! glukobrassicinu v roztoku a mez

stanovitelnosti 0,035 mg ml! glukobrassicinu v roztoku. Linearni dynamicky rozsah

metody byl 0,035 mg ml' — 0,5 mg ml.

7 rd

4.3 Enzymova reakce v off-line usporadani

Enzymova reakce v off-line uspotfddani byla provedena mimo separacni kapilaru
ve vialce. Do vialky byl napipetovan roztok glukobrassicinu, enzymu a reakcni fosfatovy
pufr o koncentraci 10 mmol I'' (pH = 7,04) o celkovém objemu roztoku ve vialce 100 pl.
Koncentrace glukobrassicinu a enzymu ve vialce byla 0,1 mg ml™'. Koncentrace enzymu
i substratu byly zvoleny tak, aby bylo mozné pozorovat postupné zmenSovani piku
glukobrassicinu. Enzymova reakce byla ukoncena vlozenim separa¢niho napéti, avSak
pouze v nanolitrovém objemu reakéni smési, ktery byl nadavkovan do kapilary. Ve vialce
enzymova reakce nadéale probihala, coz umoznilo vyuzit tuto reakéni smés pro dalsi
sledovani priitbéhu enzymové reakce.

Pti porovnani elektroferogramii, ziskanych z off-line enzymové reakce na obrazku 6,
lze pozorovat zmenSovani plochy piku glukobrassicinu (1) s asem enzymové reakce
a zaroven zvétSovani plochy piku neznamého produktu (2) s Casem enzymové reakce.
Tento produkt vykazuje silnou UV absorbanci a l1ze tedy oCekéavat, Ze obsahuje indolovou
skupinu glukobrassicinu. Migracni cas tohoto produktu je krat$i neZ migracni cas
glukobrassicinu, z ¢ehoz vyplyva, Ze je zaporn€ nabity a ma mensi velikost nebo slabé&ji
interaguje s micelami. Mohlo by se tedy jednat o nestabilni meziprodukt degradace
glukobrassicinu, vznikly odSt€épenim glukosy. Dale je z elektroferogramli na obrazku
6 (A — F) patrné, Ze dochazi k mirnému posunu migracniho Casu jak glukobrassicinu, tak

1 produktu enzymové reakce.
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Obr. 6 Elektroferogramy enzymové reakce v off-line usporadani. Hydrodynamicke davkovani

(5 kPa, 3 s), roztok mobilizovan tlakem 5 kPa, separacni napéti -20 kV (proud pribliznée

-30 uA), BGE 9 mM tetraboritan sodny, 15 mM kyselina fosforecna a 10 mM CTAC,
pH = 7,02, UV detekce 225 nm,; cas reakce (A) 18,7 min, (B) 31,3 min, (C) 42,9 min,

(D) 54,5 min, (E) 66,1 min, (F) 77,7 min.
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Na obrazku 7 lze vidét zmenSovani plochy piku glukobrassicinu a zaroven nartst
plochy piku produktu s rostoucim ¢asem enzymové reakce. Dale je z obrazku 7 patrné, ze
na zacatku reakce klesd plocha piku glukobrassicinu strméji a s rostoucim c¢asem

enzymové reakce dochazi naopak k pozvolnéjsimu poklesu.
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Obr. 7 Graf zavislosti korigované plochy piku glukobrassicinu a produktu na case
enzymové reakce pro off-line usporddani. Koncentrace enzymu a substratu 0,1 mg ml.
Hydrodynamické davkovani (5 kPa, 3 s), roztok mobilizovin tlakem 5 kPa, separacni
napeti -20 kV (proud priblizne -30 uA), BGE 9 mM tetraboritan sodny, 15 mM kyselina
fosforecna a 10 mM CTAC, pH = 7,02, UV detekce 225 nm.
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Pomoci korigovanych ploch piku glukobrassicinu, jenz byly ziskany
z elektroferogramt pii off-line enzymové analyze, byla vypocitana relativni koncentrace

glukobrassicinu pro dany reakcni ¢as (Tab. 2).

Tab. 2 Vypocitana relativni koncentrace glukobrassicinu z korigovanych ploch piku,

ziskanych behem off-line enzymové reakce.

Reakéni Cas Korigovana Relativni
plocha piku koncentrace

tr [min] A/tm [mAU] Crel [%0]

0 0,168 100,0
6,1 0,120 71,4
18,7 0,091 54,2
31,3 0,081 48,2
42,9 0,069 41,1
54,5 0,058 34,5
66,1 0,049 29,2
77,7 0,042 25,0

4.4 Enzymova reakce v on-line uspoiadani

V prvnim kroku tohoto experimentu bylo nutné optimalizovat pocet a potadi zon, jez
se davkovaly do kapilary. Jak jiz bylo uvedeno vySe, enzymova reakce mulze byt
inhibovana zdkladnim elektrolytem, ktery obsahuje povrchové aktivni latku, jako je
napiiklad CTAC. K prikazu inhibice enzymové reakce zakladnim elektrolytem bylo tudiz
do vialky napipetovano 5 pl roztoku glukobrassicinu, 50 pl roztoku enzymu, 22 pl
fosfatového pufru a 23 pl zékladniho elektrolytu. Koncentrace glukobrassicinu ve vialce
byla 0,05 mg ml"! a koncentrace enzymu 0,5 mg ml™!. Po provedeni off-line analyzy bylo
pozorovano, Ze s rostoucim ¢asem enzymove reakce nedochdzi ke zméné velikosti plochy
piku glukobrassicinu, ¢imz byla prokdzdna inhibice enzymové reakce zakladnim
elektrolytem. Pfi srovndvacim experimentu bylo ovéfeno, Ze za téchto podminek bez
pfidavku zékladniho elektrolytu reakce probihd. Z tohoto diivodu bylo nutné pifi on-line
analyze oddélit zony enzymu a substratu od zon BGE. Metoda TDLFP ptedpoklada
nejvyssi ucinnost ve smiseni reaktantli v ptipad€, pokud jsou do kapilary nadavkovany
zony v pofadi enzym — substrdit — enzym. Do kapilary bylo tedy hydrodynamicky

davkovano 5 zo6n. Prvni davkovana zona byla zoéna fosfatového pufru o koncentraci
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10 mmol I'' a pH 7,04 k oddéleni zény BGE od reakéni smési. Jako dalsi nasledovala zona
roztoku enzymu o koncentraci 1 mg ml™!, substratu o koncentraci 1 mg ml’, enzymu
o koncentraci 1 mg ml!, vie v prostiedi fosfatového pufru, pH 7,04, a jako posledni opét
zona fostatového pufru. Poté byla nastavena ¢ekaci doba, béhem které doslo k difuzi mezi
zOénami enzymu a substratu a tim i k prob&éhnuti reakce.

Na obréazku 8 je patrny pomaly zac¢atek enzymové reakce, kdy s rostoucim reakénim
c¢asem, nedochdzi k vyraznému poklesu plochy piku glukobrassicinu. To miize byt
zpusobeno naptiklad délkou zon reakéni smési v kapilare. K strmé&jsSimu poklesu plochy
piku dochazi az tehdy, pokud se reakéni smés pied aplikaci separacniho napéti ponechala

v kapilafe déle nez 2 minuty.

300
¢

250

200

A (mAU s)
=
3
°

100

t, (min)
Obr. 8 Graf zavislosti plochy piku glukobrassicinu na case enzymové reakce pro on-line
usporadani. Koncentrace substratu a enzymu 1 mg ml!. Zoény davkoviny v poradi
fosfatovy pufr, enzym, substrat, enzym a fosfatovy pufr. Hydrodynamické davkovani (5 kPa,
3 s), roztok mobilizovan tlakem 5 kPa, separacni napéti -20 kV (proud priblizné -30 uA),
BGE 9 mM tetraboritan sodny, 15 mM kyselina fosforecna a 10 mM CTAC,
pH=7,02.
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4.5 Opakovatelnost méreni

4.5.1 Opakovatelnost davkovani glukobrassicinu

Opakovatelnost meéteni pro plochu piku a migracni ¢as byla vyhodnocena
pro davkovani glukobrassicinu jak v off-line, tak i on-line uspotfadani ze sedmi opakovani
mefeni téhoz vzorku. V off-line uspotfadani byla pouzita koncentrace glukobrassicinu
0,1 mg ml!. V on-line uspoiadani bylo do kapilary davkovano 5 zén (zény enzymu byly
nahrazeny zonami fosfatového pufru). Prvni dvé zény byly zony fosfatového pufru
o koncentraci 10 mmol 1! a pH 7,04, nasledovala zéna glukobrassicinu o koncentraci
1 mg ml! a nakonec opét dvé zény fosfatového pufru. Pro méfeni opakovatelnosti byl
pouzit zékladni elektrolyt o sloZzeni 10 mM CTAC, 15 mM kyselina fosforecnd a 9 mM
tetraboritan sodny, pH 7,02. Z tabulky 3 je patrné, Ze relativni smérodatné odchylky (RSD)
plochy piku byly v obou ptipadech mensi nez 4 %, RSD migra¢niho ¢asu pak mensi nez
1,5 %, coz ukazuje na dobrou opakovatelnost méfeni. Z tabulky 3 je rovnéz patrné, ze
plocha piku glukobrassicinu pro on-line uspofddani je piiblizné¢ desetkrat vét$i nez
pro off-line uspotfddani. To odpovidd tomu, Ze béhem on-line uspoiadani byla pouZzita
desetkrat vétsi koncentrace glukobrassicinu. Déle je zfejmé, ze hodnoty relativni
smérodatné odchylky plochy piku i migraéniho Casu jsou vyrazné mens$i pro on-line
uspofadani. To souvisi pravdépodobné s celkove vétsi velikosti piki, u kterych je presnéjsi

integrace a tedy 1 ureni plochy a polohy vrcholu piku.

Tab. 3 Namérena opakovatelnost plochy piku a migracniho casu glukobrassicinu pro

off-line i on-line uspordadani. Pocet mérenin = 7.

Off-line On-line Off-line On-line
A [mAU s] A [mAU s] tm [min] tm [min]
1 24,0 2537 3,629 3,593
2 23,0 253,3 3,669 3,571
3 24,2 269,3 3,785 3,600
4 23,2 262.,5 3,727 3,531
5 23,7 259.9 3,682 3,514
6 21,4 260,5 3,666 3,525
7 24,1 259.6 3,706 3,538
Median 23,7 259.9 3,682 3,538
SD 0,91 5,04 0,047 0,032
RSD [%] 3,83 1,94 1,27 0,90
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4.5.2 Opakovatelnost on-line enzymové reakce

Pro zméteni opakovatelnosti on-line enzymové reakce bylo do kapilary davkovano
hydrodynamicky (5 kPa, 3 s) 5 zon tak, jak je uvedeno v kapitole 3.5. Koncentrace
davkovaného fosfatového pufru o pH 7,04 byla 10 mmol 1", koncentrace glukobrassicinu
1 mg ml! a koncentrace enzymu 1 mg ml'. Cas enzymové reakce glukobrassicinu
s myrosinasou byl nastaven na 6 minut. RSD pro plochu piku glukobrassicinu byla 0,76 %
a pro migracni ¢as 0,54 % (Tab. 4). Z téchto hodnot je zfejmé, Ze vyvinutd metoda ma

velmi dobrou opakovatelnost i pfi zahrnuti enzymové reakce.

Tab. 4 Nameérend opakovatelnost plochy piku a migracniho casu glukobrassicinu

po probéhnuti enzymové reakce. Pocet méreni n = 5.

On-line
A [mAU s] tm [min]
1 241,0 3,420
2 2430 3,424
3 237,8 3,449
4 241,1 3,465
5 238,9 3,462
Median 241 3,449
SD 1,82 0,019
RSD [%] 0,76 0,54
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5 Zavér

V ramci této bakalaiské prace byla vyvinuta a optimalizovana metoda k uskute¢néni
enzymové reakce glukobrassicinu s myrosinasou pomoci off-line i on-line usporadani
kapilarni elektroforézy. Béhem experimentli bylo vyzkouseno rtzné slozeni zékladniho
elektrolytu. Jako zakladni elektrolyt byl nakonec zvolen 9 mM tetraboritan sodny, 15 mM
kyselina fosfore¢na a 10 mM CTAC, pH 7,02. Jak pro off-line, tak i pro on-line uspotfadani
se ukazalo jako optimalni hydrodynamické davkovani tlakem 5 kPa po dobu 3 s. Déle byl
zkracen migracni Cas glukobrassicinu, a tim i1 celkova doba analyzy mobilizaci roztoku
v kapilafte tlakem 5 kPa. Optimalizovand metoda ma dobu separace pouze 5 minut.

Diky off-line uspotfddani byla zjiSténa inhibice enzymové reakce zékladnim
elektrolytem, a zény reakéni smési béhem on-line analyzy byly proto od zén zakladniho
elektrolytu oddéleny zonami fosfatového pufru.

Nakonec byla zmétfena opakovatelnost jak pro davkovani a detekci glukobrassicinu
v off-line 1 on-line uspofddéni, tak pro enzymovou reakci v on-line uspofadani.
Ze ziskanych relativnich smérodatnych odchylek plochy piku a migracnich casi
pii davkovani glukobrassicinu bylo zjisténo, Ze lepsi opakovatelnost vykazuje davkovani
glukobrassicinu v on-line uspofaddni. V obou piipadech vSak byly relativni smérodatné
odchylky plochy piku mens$i nez 4 %, v piipadé migraéniho Casu mensi nez 1,5 %.
Relativni smérodatnd odchylka béhem enzymové reakce v on-line uspofadani byla
pro plochu piku 0,76 % a pro migracni Cas 0,54 %. Hodnoty téchto RSD naznacuji velmi

dobrou opakovatelnost pro enzymové reakce v on-line uspotradani.
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