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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

Nekteré bézn¢ pouzivané zkratky vychazeji z anglictiny. Pro lepsi srozumitelnost jsou

proto v zavorce uvedeny ptivodni anglické vyrazy.

Ac aceton
AAd akrylamid
BGE zakladni elektrolyt (background electrolyte)

CBD kanabidiol (cannabidiol)
CBDA kanabidiolova kyselina (cannabidiolic acid)

CE kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)
CZE kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
DES hluboce eutektické rozpoustédlo (deep-eutectic solvent)

DMAA  N,N-dimethylacetamid
DMFA N,N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
EOF elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

FA formamid

FASI (field-amplified sample injection)

FASS (field-amplified sample stacking)
H~ zaporné€ nabitad molekula heparinu

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie  (high-performance liquid

chromatography)
i.d. vnitini pramér (inner diameter)
K~ zaporné€ nabity komplex heparinu a tetraargininu

MEKC micelarni elektrokinetickd chromatografie

NMA N-methylacetamid

NMFA N-methylformamid

NPH Neutral Protamine Hagedorn (formulace insulinu s postupnym uvoliiovanim)

SCFA niz§i mastné kyseliny (short-chain fatty acids)

T kladné nabita molekula tetraargininu

TDLFP  pfi¢na difuze laminarnich profil toku (transverse diffusion of laminar flow
profiles)

THC tetrahydrokanabinol (tetrahydrocannbinol)



THCA
TUR
uv
UVIVIS

treakce
U

v

VEOF

viv

ai,2

tetrahydrokanabinolova kyselina (tetrahydrocannabinolic acid)
thiomocovina (thiourea)
ultrafialova oblast spektra (ultraviolet)

ultrafialova a viditelna oblast spektra (ultraviolet and visible)

absorbance, plocha piku

latkova koncentrace

vzdalenost od vstupniho konce kapilary
intenzita elektrického pole

elektrostaticka sila

frikéni sila

elektricky proud

délka absorbujiciho prostiedi

celkova délka kapilary

efektivni délka kapilary

tlak

dekadicky logaritmus aktivity vodikového iontu
elektricky naboj

vnitini polomér kapilary, hydratovany polomér iontu
elektricky odpor

rozliSeni piki 1 a 2

coefficient of determination
elektroforetickd mobilita

mobilita elektroosmotického toku

ucinnost separace

cas

doba trvani reakce

elektrické napéti

rychlost pohybu

rychlost elektroosmotického toku
objemovy pomér

hmotnostni zlomek, §itka piku pii zdkladné
koeficient selektivity pro latky 1 a 2

permitivita



av
dt

molarni absorpéni koeficient pti vinové délce A
dynamicka viskozita

zeta potencial

objemovy pratok



PREDMLUVA

Tato prace je zaméfena na analytickou metodu kapilarni elektroforézy, s niz byla
spojena velka ¢ast mé dosavadni védecké ¢innosti. Pti feSeni riznych vyzkumnych ukolt
a problému jsem mnohokrat ocenil a vyuzil flexibilitu kapilarni elektroforézy, proto se ji
na nasledujicich stranach podrobné vénuji. Do své habilitani prace jsem vybral jedenact
¢lankd publikovanych v odbornych ¢asopisech v letech 2013-2021, kter¢ jsou praktickou
ukazkou vyuziti riznych pfistupt a feSeni, jez kapilarni elektroforéza na rozdil od
rozsitengjsi kolonové chromatografie umoziuje.

V préaci jsou rozebrany jednotlivé charakteristické rysy kapilarni elektroforézy.
Konkrétné je pozornost vénovana existenci riznych zpusobii mobilizace zon, jez lze
snadno kombinovat, a s tim souvisejici moznosti ¢asteéného plnéni kapilary a
vzajemného miseni zon. Druhym rysem, ktery je diskutovan, je jednoducha tprava
rozméru kapilary a moznost provadéni rychlych separaci na jejim kratsim konci. Tietim
vyhodnym rysem metody je fakt, ze v elektroforetickém systému je vzdy zachovana
elektroneutralita, coz umoziuje nepiimou UV detekci latek neabsorbujicich v dostate¢né
mife UV zafeni. Na pfiikladech z pfiloZzenych publikaci i na nékterych dosud
nepublikovanych datech je ilustrovano vyuziti téchto vyhod ve védeckém vyzkumu i
v praktické analytické chemii. Je zde podtrZen celkovy piinos takovychto méné béznych
experimentalnich feSeni. V dalsi ¢asti prace je pozornost vénovana elektroosmotickému
toku, ktery pfinasi do kapilarni elektroforézy vyhody 1 jisté komplikace. Konkrétné je
pojedndno o problematice méteni rychlosti elektroosmotického toku s vyuzitim
neutrdlnich markerdi. Jsou nastinény vysledky studii, ve kterych jsme ukézali, Ze
spolehlivost tohoto pfistupu muze byt negativné ovlivnéna interakcemi neutralnich
markerd s iontovymi slozkami zakladniho elektrolytu. Posledni soucasti prace jsou
ptilozené publikace, které jsou oznaceny fimskymi ¢islicemi.

Na tomto misté bych chtél upfimné podékovat vS§em svym koleglim a studentlim,
kteti se podileli na vzniku této prace a publikaci, na nichZ je zaloZena, at’ uz §lo o
planovani a provedeni experimentli, vyhodnoceni a interpretaci dat, konzultace a rady pfi
feSeni problémi nebo jakoukoli jinou spolupraci. Dékuji také své roding a pratelim za

vSeobecnou podporu.



1 UuvoD

Analyticka chemie ma nezastupitelnou ulohu v moderni spole¢nosti. Na vysledcich
chemickych analyz jsou zalozeny rozhodovaci, fidici a kontrolni procesy ve vétsiné
oblasti lidské ¢innosti. Piikladem mize byt potravinafstvi, kde se stanovenim obsahu
pesticidii v zemédélskych plodindch urcuje jejich zavadnost ¢i nezavadnost pro lidské
zdravi. Ve zdravotnictvi je vysledek stanoveni obsahu vybranych latek v krvi nebo moci
pacienta cCasto dilezitym voditkem pfi diagnoze, rozhodovani o zpusobu lécby a
davkovani 1¢ékt. Bez analytické chemie se neobejde ani soudni aparat. Typickym
piikladem z této oblasti je stanoveni obsahu omamnych nebo toxickych latek v Krvi
pachatelll a obéti trestnych ¢ind. Vyzkum a vyvoj si v dnesni dobé bez analytické chemie
rovnéz nelze predstavit.

Zatimco suroviny, meziprodukty nebo kone¢né produkty prumyslovych procest jsou
Casto pomérné jednoduché smési a jejich slozky je mozné stanovit ptimo vhodnou
klasickou, elektroanalytickou nebo spektrometrickou metodou, v pfipadé analyzy
biologickych materiali nebo slozek zivotniho prostiedi predstavuji vzorky Casto velmi
slozité smési latek, na které klasické, elektroanalytické ani spektrometrické metody svou
ponékud omezenou selektivitou nedostacuji. V takovych ptipadech je tfeba provést pied
samotnou detekci analytl fyzickou separaci jednotlivych slozek vzorku. Pro separace
smési tekavych latek s vyhodou vyuZivdme plynovou chromatografii. Pro latky méné
tékavé pak vysokoucinnou kapalinovou chromatografii nebo kapilarni elektroforézu.

Kapilarni elektroforéza (CE) jako analyticka separa¢ni metoda nabizi fadu vyhod
oproti do jisté miry konkurenéni vysokou¢inné kapalinové chromatografii (HPLC). Jedna
se predevsim o kratkou dobu analyzy, vysokou separacni t¢innost, velmi nizkou spotiebu
vzorkl,, rozpousStédel a cCinidel, S ¢imz souvisi nizké provozni naklady 1 Setrnost
k Zivotnimu prostfedi. Pro ilustraci je mozné uvést, Ze objem vzorku typicky davkovany
do systtmu HPLC se pohybuje v jednotkach mikrolitri, doba analyzy je fadové
10-30 minut a na 10 analyz se spotiebuje zhruba 100-300 ml mobilni faze. V CE se
davkované objemy vzorku pohybuji Vv desitkdch nanolitrti, doba analyzy je typicky
1-10 minut a spotieba zakladniho elektrolytu na 10 analyz je 1-2 ml. Za zminku stoji i
fadoveé niz8i cena kiemenné separacni kapilary pro CE ve srovnani se
separa¢nimi kolonami pro HPLC. Diky tomu je v CE mozné bez vétSich obav pracovat i

s malo upravovanymi vzorky, coZ sniZzuje pracnost a ¢asovou naroc¢nost analyzy.



V dobé jejiho rozmachu v devadesatych letech dvacatého stoleti se soudilo, ze CE
Vv analytické praxi z velké ¢asti postupné nahradi HPLC. Kromé vyse uvedenych vyhod
Ize totiz do separace v CE prostiednictvim aditiv do zadkladniho elektrolytu zapojit
nejruznéjsi separacni mechanismy, nejen elektroforetickou migraci, ale 1 rozd€lovani
mezi polarni zakladni elektrolyt a nepolarni micelarni pseudofazi, sitovy efekt, afinitni
interakce a dalsi [1]. Nicméné kvuli nékdy problematické robustnosti metody, ktera
vyzaduje vétsi zkuSenosti operatora, a nizsi citlivosti detekce k tak rozsahlému uplatnéni
CE v praxi nedoslo. To vSak neznamena, Ze by CE jako analyticka metoda ztratila svij

vyznam. Ten dnes spociva v nasledujicich bodech:

1) Jedna se o metodu s nékolika separacnimi mody, které maji principialné odlisny
separa¢ni mechanismus, nez jaky se uplatiuje v jednotlivych moédech HPLC. CE tedy
poskytuje data komplementarni k HPLC, je mozné ji vyuzit k doplnéni informaci, jez jsou
pomoci HPLC obtizn¢ dosazitelné nebo zcela nedosazitelné. Déle je tuto

komplementaritu mozné vyuzit pro potvrzeni vysledki ziskanych metodou HPLC.

2) Jedna se o metodu s velmi jednoduchym experimentalnim uspoiadanim, diky
kterému Ize snadno meénit separacni mechanismy, a které umoznuje nejriznéjsi specidlni

aplikace, at’ uz analytické, fyzikaln¢ chemické nebo jiné.

V této habilita¢ni praci bude vénovana pozornost bodu 2) a rozmanitosti feSeni, ktera

metoda CE umoziuje.



2 FLEXIBILITA KAPILARNIi ELEKTROFOREZY

Zakladem flexibility CE je to, Ze separa¢ni kapilara neni, na rozdil od HPLC,
naplnéna Césticemi se stacionarni fazi. Z tohoto prostého faktu vyplyvaji nésledujici
disledky:

1) Vnitini prostiedi v kapilafe 1ze snadno ménit.

2) Je mozné kombinovat riizné zptsoby mobilizace zon a smér jejich pohybu lze
jednoduse obracet.

3) Ruzné ¢asti kapilary mohou byt naplnény odlisnymi roztoky a tyto roztoky je mozné
ptimo v kapilafe vzajemné misit.

4) Délka i Sifka separac¢ni kapilary mohou byt snadno zménény tim, Ze je pouzita nova
kapiléra jinych rozméri, ktera je naplnéna stejnym roztokem zakladniho elektrolytu.

V nasledujicim textu budou detailnéji rozebrany tyto aspekty CE a prostfednictvim

piikladi z vybranych publikaci budou ilustrovany moznosti jejich praktické aplikace.

2.1 Zmeéna separacniho prostredi

Separa¢ni prostiedi uvniti kapilary je mozné zcela zménit béhem nékolika desitek
sekund promytim kapilary ptisluSnym roztokem. Spotfeba roztoku zakladniho elektrolytu
se pfitom pohybuje v desetinach az jednotkach mililitru. Tato moznost je dalsi velkou
vyhodou CE ve srovnani s HPLC, kde je vyména stacionarni faze v koloné z praktického
hlediska nerealna a je nutné vymeénit celou separacni kolonu. Na vybér pfitom mame

z celé fady separacnich rezimu, které jsou stru¢né popsany v nasledujicim textu.

2.1.1 Kapilarni zénova elektroforéza

V zékladnim uspotadani kapilarni elektroforézy, tzv. kapilarni zénové elektroforéze
(CZE), je separace zaloZena na rozdilné migraci ionti v roztoku zakladniho elektrolytu
ve vloZzeném elektrickém poli. Pfi takovéto migraci je pohyb iontu urychlovan elektrickou
silou Fe, ktera je dana soucinem intenzity elektrického pole E a elektrického naboje
iontu g (rovn. 1) [2].

Fe=qE 1)

Proti této sile plsobi frikéni sila prostfedi, ktera je pfimo umérnd dynamickeé

viskozité roztoku n, hydratovanému polomeéru iontu r a rychlosti pohybu v (rovn. 2) [2].
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Fp=—6m-n'r-v (2)

Frikéni sila s rostouci rychlosti pohybu iontu nartsta, takze v urcitém okamziku se

ob¢ sily vyrovnaji a plati rovn. 3.
q-E=6n-n-r-v 3)

Rychlost migrace iontu v elektrickém poli je mozné charakterizovat
elektroforetickou mobilitou (pohyblivosti) m, kterd je definovéana jako rychlost pohybu

iontu v elektrickém poli o intenzité¢ 1 V m™!. Z rovn. 3 pak dostavame rovn. 4 [2].

_r__4a
m_E_67T-n-r

(4)
Zrovn. 4 je ziejmé, Ze elektroforetickd mobilita v CZE je pfimo imérna velikosti
naboje iontu a nepifimo umeérna jeho hydratovanému poloméru a dynamické viskozité
roztoku zékladniho elektrolytu. Separace je tedy zalozena na rozdilnych pomérech naboje
a hydratovaného poloméru, coz je separa¢ni mechanismus zcela odlisSny od separacnich

mechanismd, které se uplatiuji v HPLC.

2.1.2 Dalsi separaéni rezimy kapilarni elektroforézy

V piipadé, ze prosty rozdil mobilit neni dostacujici pro separaci analytil, je snadno
mozné zavést do separacniho systému dalSi separacni mechanismy. V nejjednodussim
ptipad¢ se to provadi pfidavkem vhodného aditiva do roztoku zakladniho elektrolytu.
V jinych ptipadech je k separaci nutna naptiklad pfitomnost gelu v kapilafe. Dale budou

Jednim typem aditiv pro Upravu selektivity separace jsou povrchové aktivni latky,
které v roztoku zakladniho elektrolytu vytvareji micely. Méné polarni analyty nebo jejich
¢asti mohou v prubéhu separace vstupovat do téchto micel, ¢imz je ovlivnéna jejich
pozorovana mobilita. Do vysledné separace se pak promita kombinace vlastni migrace
analytd, migrace micel a polarita analytd, ktera urcuje jejich afinitu Kk micelam. Tento
rezim CE se nazyva micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) [3].

Aditiva pridavana do roztoku zakladniho elektrolytu nemuseji mit povrchove aktivni

charakter. Aby doSlo ke zméné selektivity separace, museji tyto latky vice ¢i méné
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specificky interagovat s vybranym analytem nebo analyty. Typickym ptikladem z této
oblasti jsou cyklodextriny, jejichz chiralni povaha a hydrofobni kavita umoziuji chiralni
separace Sirokého spektra analyt [4], nebo 18-crown-6 ether, ktery se vytvari stabilni
komplex s draselnymi ionty a umoziuje tak jejich separaci od iontd amonnych [5].
Separace s vyuzitim aditiv, kterd s analyty interaguji specificky na zaklad¢ bioafinitni
interakce (antigen-protilatka, enzym-inhibitor, hormon-receptor) se nazyvaji afinitni
kapildrni elektroforéza [6].

Dalsim separacnim mechanismem, ktery muze byt v CE vyuzit, je sitovy efekt.
V rezimu nazyvaném kapildarni gelova elektroforéza [7] je kapilara naplnéna vhodnym
gelem, jehoz fetézce zpomaluji migraci velkych biomolekul (proteiny, fragmenty DNA),
ptipadné syntetickych polymert, na zaklad¢ jejich velikosti.

V piipadé, kdy je kapilara naplnéna smési amfolytd schopnou pufrovat
Vv pozadovaném rozmezi hodnot pH, na jeji anodicky konec se umisti naddobka
s elektrolytem o nizkém pH a na katodicky konec nadobka obsahujici elektrolyt
s vysokym pH, migrace hydroxoniovych kationtl ke katod€¢ a hydroxidovych aniontl
k anodé vytvofi po délce kapilary gradient pH. Tento separacni reZim se nazyva kapildrni
isoelektricka fokusace [8] a vyuziva se k separacim amfoternich latek, které se v kapilare
s gradientem pH pohybuji smérem k mistu, ve kterém se pH rovna jejich isoelektrickému
bodu. V tomto misté ztraceji naboj a prestavaji se pohybovat.

V rezimu izotachoforézy [9] je vzorek umistén mezi vedouci a koncovy elektrolyt.
Jsou-li stanovovany kationty, obsahuje vedouci elektrolyt kation s mobilitou vyssi, nez
jsou mobility vSech stanovovanych kationtil, koncovy elektrolyt obsahuje naopak kation
S mobilitou niz§i. Pfi stanoveni aniontd je uspofadani analogické. Kvuli nutnosti
zachovani kontinuity systému se pfitomné analyty uspofadaji do zon, v nichZ je odli$na
intenzita elektrického pole. V zonach analytd s vySs§i elektroforetickou mobilitou je
intenzita elektrického pole nizsi, v zonach analytd s niz§i mobilitou je intenzita pole
naopak vyssi. Diky tomu se vSechny zdny pohybuji shodnou rychlosti. Separace je tedy
zalozena na elektroforetické mobilité podobné jako v CZE.

Za zminku stoji 1 nevodna kapilarni elektroforéza [10]. Ta diky pouziti nevodného
rozpoustédla umoznuje separaci analyti nerozpustnych ve vodé a dale tak rozSituje

aplikaéni portfolio CE.
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2.2 Mobilizace z6n

Druhou vyhodou CE je existence n¢kolika zpusobi, kterymi lze zony v kapilaie
uvést do pohybu. Jsou jimi elektroforeticka migrace iontd, elektroosmoticky tok ¢i
tlakovy rozdil mezi obéma konci kapilary, ktery vyvola hydrodynamicky tok smérem od

konce s vyssim ke konci s niz§im tlakem.

2.2.1 Elektroforeticka migrace

Elektroforeticka migrace je jedinym ze zminénych transportnich mechanismu, ktery
zaroven funguje i jako mechanismus separacni. Jeji princip byl proto popsan jiz
vodd. 2.1.1. Hodnoty elektroforetické mobility se obvykle pohybuji v fadu
1078 m?V1s1[11]. Pro predstavu, jak velké rychlosti pohybu kapilarou to ve skuteénosti
odpovida, vezméme naptiklad analyt s mobilitou 4-107® m?V1s™. Pfi vlozeném napéti
30 kV a délce kapilary 50 cm (tedy pii intenzité elektrického pole 600 V cm™?) zjistime
po dosazeni do rovn. 4, ze rychlost migrace tohoto analytu bude 2,4-10> m s, tedy

14 cm minL.

2.2.2 Elektroosmoticky tok

Kapilarni elektroforéza se zpravidla realizuje v kapilarach z taveného kiemene, ktery
ma na svém povrchu siloxanové skupiny. Tyto skupiny v pfitomnosti vody hydrolyzuji
za vzniku silanolovych skupin, které vykazuji chovani slabé kyseliny a pii hodnotach pH
vétsich neZ zhruba 3 disociuji a tim propijcuji vnitini sténé kapilary zaporny elektricky

naboj [12]. Cely proces je znazornén na Obr. 1.

N OH  OH (’)‘ (la‘
—si%—0—Si— + H,0 —> —Si—0—Si— —» —Si—0—Si— + 2H'

Obr. 1 Hydrolyza siloxanovych skupin na silanolové a jejich nasledna disociace.

Zaporny naboj stény kapilary ptitahuje z roztoku kationty, coz ma za nasledek vznik
elektrické  dvojvrstvy. Cést kationti je adsorbovana piimo na sténu a
vytvaii nepohyblivou Sternovu vrstvu. Na Sternovu vrstvu navazuje pohybliva difuzni
vrstva. Elektricky potencial v roviné Stfithu na rozhrani Sternovy a difuzni vrstvy se

nazyva zeta-potencial [13]. Difuzni vrstva se pii vlozeni elektrického pole pohybuje
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smérem ke katod¢é a vlivem viskozity s sebou strhava i ostatni roztok v kapilafe, ¢imz
vznika elektroosmoticky tok (EOF), ktery je jednim z transportnich mechanismi v CE.
Na rozdil od elektroforetické migrace je vSak EOF neselektivni a unasi vSechny slozky
systétmu stejnou rychlosti. Podobné jako je rychlost elektroforetické migrace
charakterizovana elektroforetickou mobilitou, je mozné charakterizovat rychlost EOF
mobilitou elektroosmotickou meor, ktera je rovna podilu rychlosti elektroosmotického

toku Veor a intenzity elektrického pole E (rovn. 5) [2].

“Eor (5)

Hodnota mobility EOF je pfimo umérna permitivit¢ roztoku a velikosti zeta-

potencialu a nepfimo umérna viskozité roztoku (rovn. 6) [2].
e ¢
MEgoF = T (6)

Pro praktické aplikace je z rovn. 6 mozné vyvodit nasledujici zavéry. Mobilita EOF
roste s velikosti zeta-potencialu, ktera je ovlivnéna povrchovou hustotou naboje na vnitini
stén¢ kapilary a iontovou silou roztoku. Povrchovy ndboj stény kapildry je v prvé fadé
tizen pH roztoku zékladniho elektrolytu, které urc¢uje miru disociace silanolovych skupin.
Rostouci iontova sila ,,odstini* vliv elektrické dvojvrstvy a zeta-potencial tak snizuje.
Z rovn. 6 je dale ziejmé, ze mobilita EOF roste s klesajici viskozitou roztoku, coz je jev,
ke kterému v praxi dochazi predev§im pfi zvySovani teploty systému. Mobilita EOF se
pii vysSich hodnotach pH roztoku zakladniho elektrolytu pohybuje podobné jako
elektroforeticka mobilita v fadu 108 m? V1 s71[13]. Rychlost pohybu roztoku zptisobena
EOF je tedy podobn4 jako v p¥ipadé elektroforetické migrace, okolo 10 cm min™t,

V piipadé, kdy se zméni povrchovy naboj vnitini stény kapildry ze zaporného na
kladny, c¢ehoz lze docilit pfidavkem kationtovych detergenti [14] nebo polymerd,
ptipadné permanentnim pokrytim stény kationtovym polymerem [15], se smér EOF

obraci k anodé.
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2.2.3 Tlakovy rozdil

Dal$im transportnim mechanismem, ktery lze v CE vyuzit, je hydrodynamicky tok
zpusobeny tlakovym rozdilem mezi konci kapilary. V nékterych starSich pfistrojich se
tlakovy rozdil vyvolaval zvednutim nadobky s roztokem zakladniho elektrolytu na
jednom konci kapilary do vétsi vysky. V soucasnych komerc¢nich pfistrojich se tlakovy
rozdil dosahuje zvySenim, resp. snizenim tlaku plynu nad kapalinou v nadobce
s roztokem zakladniho elektrolytu prostiednictvim vzduchové pumpy nebo externiho
zdroje plynu. Rychlost hydrodynamického toku vyvolaného danym tlakovym rozdilem

Ap je dana Poiseuillovym zakonem (rovn. 7) [16].

dv ( ) rt
dt LT P2 8l.n ©)

kde % je objemovy pritok roztoku, p; — p, je tlakovy rozdil mezi konci kapilary, r je
vnitini polomér kapilary, lc délka kapilary a # dynamicka viskozita roztoku. Pti aplikaci
tlakového rozdilu o velikosti 10 kPa na kapilaru o vnitinim priméru 50 pm a délce 50 cm
pii dosazeni hodnoty dynamické viskozity vody pfi teploté 25 °C (0,891 mPa s [11]) , je
objemovy pritok 3,5:107'2 m® s, coz odpovida linearni rychlosti 1,8 mm s%, tedy
10,5 cm min,

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze vSechny tfi zplisoby mobilizace vedou k fadovée
srovnatelné rychlosti pohybu zon v kapilafe. Velmi zajimavé moznosti nabizeji rizné
kombinace téchto zplsobii mobilizace, vzhledem Kk tomu, Ze rychlost elektroforetické
migrace se pro rtizné latky lisi, zatimco rychlost pohybu zptisobeného elektroosmotickym
nebo hydrodynamickym tokem je pro vSechny latky v kapilate shodna, je mozné
vhodnymi kombinacemi téchto prvka napiiklad docilit postupné miseni riznych zén
uvnitt kapilary a podobné. Rovnéz je mozné kombinovat tyto hnaci pohyby v riznych
smérech a ménit v pribéhu experimentd jejich smér, a to prakticky okamzité.
U hydrodynamického toku se smér snadno zméni zménou tlakového rozdilu mezi konci
kapilary. Smér elektroforetické migrace i EOF se naopak zméni obracenim polarity
vlozeného elektrického pole. Smér EOF lze navic ovliviiovat nezavisle na sméru
elektroforetické migrace analytl pifidavkem kationtovych detergenti do zékladniho

elektrolytu nebo pokrytim stén kapilary vhodnym polymerem.
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2.3 Casteéné plnéni kapilary a vzajemné miseni zén
2.3.1 Zakoncentrovani analytt zesilenim pole

Tteti z vihod CE vyjmenovanych v tvodu této kapitoly, moznost plnéni riznych
¢asti kapilary riznymi roztoky, otevira cestu celé rad¢ aplikaci. Jednim z ptiklada je
technika v angli¢tin¢ oznacovana jako field-amplified sample injection (FASI) [17], coz
lze do cestiny prelozit jako davkovani vzorku zesilenim pole. Princip metody je

znazornén na Obr. 2.

A
0° o © O 0o
+°°° 0 ooo

—_— > —_—

B S |
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Obr. 2 Princip zakoncentrovani analytl na rozhrani zon vzorku a zakladniho elektrolytu pfi technice field-
amplified sample injection. (A) Znazornéni rozdilné koncentrace a rychlosti migrace iontll v méné vodivé
z6n¢ vzorku uprostied. (B) Reprezentace systému pomoci elektrickych rezistort. (C) Analogicka situace

zrychleni pritoku vody v uz§im misté fi¢niho koryta.

V zékladnim provedeni je tato technika zaloZena na rozdilu v elektrické vodivosti
mezi roztokem zakladniho elektrolytu a analyzovanym vzorkem. Na Obr.2 je
znazornéno, jak pfitomnost zon srozdilnou vodivosti vede k rozdilné intenzité
elektrického pole v jednotlivych ¢éastech kapilary. Pro ptehlednost jsou zde zobrazeny
pouze kationty. Ve skuteCnosti je roztok samoziejmé elektroneutralni a obsahuje tedy
odpovidajici mnozstvi aniontii, které kladny naboj kationtd kompenzuji. Vzhledem
K tomu, Ze prifezem kapilary musi v kazdém bod¢é po jeji délce prochazet stejny

elektricky proud, vynuti si niz8i vodivost zony uprostied kapilary na Obr. 2A lokélné
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vys$i intenzitu elektrického pole. Celou situaci lze reprezentovat nahrazenim zon
Vv kapilafe tfemi rezistory zapojenymi v sérii, jako je tomu na Obr. 2B. VSemi rezistory
prochazi stejny elektricky proud. Pokud ma prostiedni rezistor vyssi elektricky odpor,
naméfime na ném také vySsi napéti. Z rovn. 5 pak vyplyva, ze pfi zvySeni intenzity
elektrického pole v zoné s nizkou vodivosti dojde ke urychleni pohybu ionti v tomto
misté¢ kapilary. Jakmile ionty domigruji na okraj zony s vyssi elektrickou vodivosti,
migrace. Ionty se potom diky tomuto zpomaleni pohybu hromadi na rozhrani obou zon.
Jinou analogii muze byt proudéni vody v fece zobrazené na Obr. 2C. Aby byla zachovana
kontinuita toku, musi v misté, kde je koryto feky uzsi, voda proudit vétsi rychlosti nez
v misté, kde je koryto feky S$ir$i. Zuzeni koryta v prostiedni casti klade ,,vétsi odpor
prutoku vody a je tedy analogii zvySeného elektrického odporu prostiedniho rezistoru na
Obr. 2B, resp. zony s nizkou elektrickou vodivosti na Obr. 2A.

Tohoto principu lze vyuZit k zakoncentrovani analyti ze vzorku do uzké zony na
rozhrani mezi vzorkem a roztokem zakladniho elektrolytu. Davkujeme-li vzorek do
kapilary tlakem, nasledné¢ vyménime naddobku se vzorkem za nadobku se zdkladnim
elektrolytem a vlozime separacni napéti, dojde na zakladé tohoto principu v piipade
vzorku o nizké vodivosti k zakoncentrovani analyt do uzké zony. Zvysi se tim ucinnost
separace a citlivost méfeni. Tato technika se nazyva field-amplified sample stacking
(FASS). Zvyseni citlivosti o né€kolik tadu Ize dosahnout pii pouziti davkovani pomoci
vlozeného napéti po dobu i n¢kolika desitek sekund. V takovém piipad¢ analyty neustale
migruji ze vzorku do kapilary a hromadi se na rozhrani vzorku a zdkladniho elektrolytu.
V takovém piipad¢ se jedna o field-amplified sample injection (FASI). Rozdil mezi FASS

a FASI je znazornén na Obr. 3.

B
napéti napéeti napeti
vzorek vzorek
davkovani zaostfeni davkovani zaostreni
a separace a prekoncentrace a separace

Obr. 3 Znazornéni rozdilu mezi davkovacimi technikami (A) FASS (field-amplified sample stacking)

a (B) FASI (field-amplified sample injection).
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Techniku FASI jsme vyuzili k vyvoji elektroforetické metody pro soucasné
stanoveni dusitant a dusi¢nand v pitné vodé¢ (PFiloha I). Na jedné stran€ je stanoveni této
dvojice ionti usnadnéno faktem, Ze jako jedny z mala béznych anorganickych aniontt,
které se ve vodach vyskytuji, absorbuji UV zaieni. Lze je tedy detekovat piimou UV
detekci. Zaroven je zde malé riziko interference ze strany dalSich hojné zastoupenych
anorganickych aniontti, které zatfeni v UV oblasti zpravidla neabsorbuji. Problémem u
tohoto stanoveni vSak je, ze oba ionty se ve vzorcich vyskytuji na vyrazné odlisSnych
koncentracnich hladinach. Zatimco nejvyssi mezni hodnota obsahu dusi¢nant v pitné
vodé¢ je dle vyhlagky ¢&. 252/2004 Sb. 50 mg I™!, v piipadé dusitand je to pouhych
0,5 mg I"! [18]. Vétsina publikovanych elektroforetickych metod umoziujicich stanoveni
dusitant a dusi¢nant [19-22] neposkytovala dostateénou citlivost pro stanoveni dusitand.
Problémem muze byt také to, ze velky pik dusi¢nant piekryje velmi maly pik dusitanii a
znemozni tak jejich stanoveni. Na Obr. 4 je vidét ukazka zvysSeni citlivosti stanoveni
pouzitim techniky FASI. Obr. 4A zobrazuje elektroferogram vzorku obsahujiciho
dusitany a dusi¢nany v koncentraci 0,1 mg I! a jodi¢nan o koncentraci 15 mg I™! (pouzity
jako vnitini standard) pfi hydrodynamickém davkovani vzorku tlakem 3 kPa po dobu 3 s.
Obr. 4B zobrazuje elektroferogram stejného vzorku davkovany elektrokineticky napétim
—5 kV po dobu 15 s. Na prvni pohled by se mohlo zdat, ze rozdil ve velikosti odezvy je
zpisobem piredevsim delsi dobou trvani elektrokinetického ddvkovani. Je v§ak nutno si
uvédomit, ze zvétSeni signalll je vyrazn€ veEtsi nez pétinasobné. Pii prodluzovéni
hydrodynamického davkovani se navic potykame s problémy plynoucimi z velké délky
nadavkované zony malo vodivého vzorku, kterd se projevuje deformaci pikll a niZsi

stabilitou proudu v prib&hu separace.
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Obr. 4 Elektroferogramy separace vzorku obsahujiciho (1) dusitany, (2) dusi¢nany (0,1 mgl™") a
(3) jodi¢nany jako vnitini standard (15 mg ™) p¥i pouziti (A) hydrodynamického ddvkovani tlakem 3 kPa
po dobu 3 s a (B) elektrokinetického davkovani napétim —5 kV po dobu 15 s.
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Jednou z nevyhod metody FASI je zavislost u¢innosti davkovani analyt na rozdilu
ve vodivosti vzorku a zékladniho elektrolytu. Vzhledem k tomu, Ze vodivost jednotlivych
vzorkl pitné vody se mize pomérné hodné lisit, nelze pouzit jednoduse metodu vnéjsiho
standardu a provadét kvantifikaci na zéklad¢ kalibracni zavislosti plochy piku dusitanii a
dusi¢nant na jejich koncentraci. Tento problém byl v nasi praci vyfeSen piidavkem
vnitiniho standardu jodi¢nanu, jehoz pik je od pikti obou analytli dostatecné separovan a
zaroven neni jeho pfitomnost ve vzorcich pitné vody pravdépodobna.

Nasledn¢ byla tato metoda vyuzita nejen pii analyze pitné vody, ale i pii analyze
toxikologické. Metodou byly analyzovany vzorky moci a krevniho séra osoby, U niz bylo
podezieni na otravu dusitany. Koncentrace dusitanii a dusi¢nanti nalezené ve vzorcich
byly srovnany s vysledky méfeni vzorkl od tii zdravych dobrovolnikil. Zatimco v moci
ani krevnim séru dobrovolnikti nebyly dusitany detekovany, v moci otravené osoby byla
nalezena velmi vysokd koncentrace 1,86 mmol !, Relativné nizkd koncentrace
0,017 mmol I'! byla stanovena i v krevnim séru. V piipadé dusi¢nanti byly nalezené
koncentrace ve viech vzorcich mo¢i na srovnatelné trovni, okolo 1 mmol I™!. Ve vzorcich
krevniho séra byla koncentrace v piipadé otrdvené osoby velmi vysoka, 2,08 mmol I},
zatimco U zdravych dobrovolnikii se pohybovala okolo 0,070 mmol I"!. Vysledky
S vyuzitim nami vyvinuté metody tedy potvrdily otravu dusitanem.

Neni-li u¢innost FASI dostatecné vysoka pii fedéni vzorku vodou, je mozné snizit
vodivost vzorku jeho nafedénim organickym rozpoustédlem, napf. acetonitrilem. Tento
postup jsme vyuzili pii stanoveni denathoniového kationtu v nemrznoucich smésich na
bazi ethylen- a propylenglykolu. Denathonium benzoat, zndmy také jako bitrex, se do
téchto smési povinné piidava kvili své extrémné hotké chuti jako prevence pred
nahodnym poziti. V ramci projektu podpofeného Technologickou agenturou Ceské
republiky jsme vyvijeli sadu rychlych a jednoduchych elektroforetickych metod pro
analyzu chladicich kapalin pied a po jejich recyklaci na elektrodialyzaéni lince. Radové
zvySeni odezvy detektoru na denathoniovy ion nahrazenim hydrodynamického
davkovani davkovanim elektrokinetickym a dale nahrazenim vody acetonitrilem pfi

uprave vzorku je patrné na Obr. 5.
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Obr. 5 Vyuziti FASI pro zvySeni citlivosti stanoveni denathonium benzoatu v nemrznoucich smésich.
A) Vzorek fedény vodou 1:9, davkovani 5 kPa x 3 s, B) vzorek fedény vodou 1:9, davkovani 5 kV x 30 s,
C) vzorek fedény acetonitrilem 1:9, davkovani 5 kV x 30 s, D) vzorek fedény acetonitrilem 1:9, davkovani
5 kV x 60 s. Cislo 1 oznaGuje pik denathoniového kationtu, ktery byl ve viech piipadech piitomen

v koncentraci 10 mg 1.

2.3.2 Reakce a interakce v kapilare

Pii metodé FASI je v kapilafe pfitomna jedna zona vzorku, kterd ma odliSnou
vodivost neZz roztok zakladniho elektrolytu. Vhodnou kombinaci transportnich
mechanismt uvedenych v kap. 2.1 a 2.2 je vSak mozné pracovat v kapilafe béhem
jednoho experimentu s nékolika rtiznymi zonami, které lze vzajemné misit a opét
separovat. Timto zplisobem je mozné provadét primo v kapilare chemické derivatizacni
reakce [23], enzymové katalyzované reakce [24] nebo lze takto uvést do kontaktu zony
latek pro jejich vzajemnou afinitni interakci [25]. Kontaktu interagujicich ¢i reagujicich
latek je mozno docilit v principu dvéma zplsoby. Jednou moznosti je promiseni jejich
zon diky jejich elektroforetické migraci, druhou moZznosti je promiseni zon vyvolané

diftizi.
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2.3.2.1 Elektroforetické miseni

Principu elektroforetického miseni jsme vyuzili pfi studiu vzajemné interakce
heparinu a tetraargininu a hodnoceni jejiho potencialu pro analytickou chemii
(P¥iloha II).

Heparin je jednim z nejstarsich 1éka, které jsou stale vyuzivany v klinické praxi. Patfi
do skupiny glykosaminglykant, také nazyvanych mukopolysacharidy [26]. Jedna se o
smés linearnich i rozvétvenych polysacharidi a jeho primarni funkci je snizovani
srazlivosti krve [27]. Heparin je v nizkych koncentracich pfirozené ptitomen v lidském
organismu, pro terapeutické ucely se extrahuje z hovézich nebo veprovych sliznic stiev a
plic [26]. Podava se v situacich, kdy je srazeni krve nezadouci a je vyzadovan rychly,
kratkodoby ucinek, naptiklad pti akutni hluboké Zzilni trombdze, akutnim infarktu
myokardu, plicni embolii nebo béhem dialyzy a ostatnich zakrokti s mimotélnim krevnim
ob&hem. Heparin interaguje s fadou proteinu, pfi¢emz také jeho antikoagulacni Géinek je
spojen s interakci s glykoproteinem antitrombinem Il1l. Tato interakce patii k nejvice
prostudovanym interakcim heparinu s proteiny [27]. V omezené mife byla studovana i
interakce heparinu a protaminu, ktery se pouziva jako antidotum heparinu [28]. Ve
vzajemné afinité obou latek hraje vyznamnou roli elektrostatickd interakce. Heparin se
sklada z polysacharidovych fetézcli s vysokym obsahem sulfatovych a karboxylovych
skupin, jedna se tedy o vysoce zaporné nabitou latku. Protamin je naproti tomu smési
nékolika peptidl s vysokym obsahem bazickych argininovych zbytki, takze v neutralnim
nebo kyselém prostiedi vykazuje vysoky kladny néboj. Problematickou vlastnosti obou
latek je fakt, Ze nemaji jasn€ definovanou strukturu. Protamin je navic smési n¢kolika
peptidd, jejiz presné sloZeni zavisi mimo jiné na zdroji. V rdmci nasi studie jsme protamin
nahradili tetraargininem, coz je peptid, ktery ma jasn¢ definovanou strukturu, zaroven si
vSak zachovava afinitu k heparinu podobnou, jakou ma protamin. V ramci studie jsme
zjistili, Ze dalSim zjednoduSenim situace, nahrazenim tetraargininu monomernim
argininem, dojde ke ztrat¢ afinity k heparinu, je tedy nutné pouzit alespon kratky
peptidovy fetézec, nejen jednoduchou aminokyselinu.

Pro sledovani chovani téchto dvou latek pii vzajemné interakci v CE jsme vyuzili
kombinaci riiznych elektroforetickych pfistupii. VSechny experimenty jsme provadeéli
v zékladnim elektrolytu obsahujicim 10mM kyselinu fosfore¢nou o pH 2,3. Kyselé
prostiedi zajistovalo vysoky kladny naboj tetraargininu a potlacovalo jeho adsorpci na
sténu kapilary diky protonaci silanolovych skupin. K prvnim experimentiim byla vyuzita
technika nonequilibrium capillary electrophoresis of equilibrium mixtures [25], coz lze

prelozit jako nerovnovazna kapilarni elektroforéza rovnovaznych smeési. Tento rezim
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studia afinitnich interakci spo¢ivd ve smiseni obou interagujicich latek mimo pfistro;j.
Smés je nasledné davkovana do kapilary a podrobena elektroforetické separaci. Do
kapilary byly davkovany smeési heparinu a tetraargininu V riznych koncentracnich
pomeérech a byly podrobeny elektroforetické separaci. S rostoucim obsahem heparinu se
postupné zmenSoval pozorovany pik tetraargininu, pfitom vSak nebyla pozorovana zména
jeho migra¢niho Casu. Z toho bylo mozno vyvodit zavér, ze ob¢ latky vytvareji velmi
stabilni komplex, ktery se nerozpadd po vlozeni elektrického pole, jinak by obé latky
okamzit¢ migrovaly opacnymi sméry a velikost piku tetraargininu by nebyla ovlivnéna
koncentraci heparinu. Jelikoz takovyto experiment nabizi pouze integralni obraz déje
Vv kapilafe, byla pro dalsi studium interakce vyuzita kombinace elektroforetické migrace
a nasledné mobilizace z6n v kapilaie tlakem.

Nejprve byla davkovana zéna obsahujici heparin, ta byla tlakem zasunuta hluboko
do kapilary, nacez byla davkovana zona obsahujici tetraarginin. Poté bylo mezi konce
kapilary vlozeno napéti a zony heparinu a tetraargininu se elektroforetickou migraci
zaCaly pohybovat smérem k sobé. Napéti bylo po uplynuti uréitého ¢asového intervalu
vypnuto a zony uvniti kapilary byly mobilizovany pomoci tlaku, takze postupné prosly
detektorem. Provedenim série experimenti s riiznou dobou vlozeného napéti bylo mozné
zobrazit postupnou migraci obou latek uvnitt kapilary. Vysledné elektroferogramy jsou

na Obr. 6A a schematické znazornéni prib&hu experimentu na Obr. 6B.
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Obr. 6 Sledovani interakce heparinu (H™) s tetraargininem (T*) za vzniku zaporné nabitého komplexu (K~)
v elektroforetické kapilaie pomoci kombinace elektroforetické migrace a mobilizace zén v kapilare tlakem.
A) Elektroferogramy ziskané pfi rizné dlouhé dobé vlozeni napéti (0-30 s). B) Schematické znazornéni

dejt v kapilare.
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Z elektroferogramt je patrné, jak se zony obou latek postupné ptiblizuji. Zhruba po
15-20 s od vlozeni napéti probiha jejich vzajemna interakce. Po 30 s je patrny vyrazny
pik, ktery migruje smérem k anod¢ tak jako heparin. Ve srovnani s ptivodnim pikem
heparinu ma vsak vysokou absorbanci, coZ naznacuje pfitomnost tetraargininu. Z toho je
patrné, ze se jedna o zonu komplexu heparinu a tetraargininu, ktery vznik4 okamzité po
kontaktu obou latek, dokonce i v ptipadg, Ze jejich zony pouze migruji jedna skrz druhou.
Tento komplex ma podle sméru jeho migrace zaporny celkovy naboj.

Nasledné jsme hodnotili analyticky potencial této interakce pro stanoveni heparinu.
Za timto ucelem jsme provedli sérii experimentd s o dva fady nizsi koncentraci heparinu,
ktera jiz neni detekovatelna UV detektorem. Vysledkem téchto experimentt bylo zjisténi,
ze pokud je naddvkovéna del$i zona heparinu o nizké koncentraci, za ni je davkovana
kratka zona tetraargininu o vyssi koncentraci a je vlozeno napéti, tetraarginin migruje
zénou heparinu a vlivem postupného vzniku komplexu tetraarginin z migrujici zoény

ubyva, jak je naznaceno na Obr. 7.
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Obr. 7 Ubytek tetraargininu (T*) v z6né migrujici zonou heparinu (H7). A) Schematické znézornéni

pribéhu experimentu. B) Zavislost plochy piku tetraargininu na koncenraci heparinu.

V tomto uspofadani vykazuje velikost piku klesajici linearni zavislost na
koncentraci heparinu. Diky tomu je tedy mozné méfit koncentrace heparinu, které se
nachazeji dva fady pod mezi pfimé UV detekce. Vyuziva se pfitom vzniku komplexu pfi
elektroforetickém miseni zon a jeho vlivu na velikost piku tetraargininu, ktery je
detekovan. Metoda pracuje v koncentracich fadu pg ml™?, coz odpovida koncentracim
heparinu pfitomnym po podani v krevni plasmé. Ovéftili jsme také, Ze stejného principu
1ze vyuZit pro stanoveni nizkomolekularniho heparinu, ktery se dnes v mediciné€ ¢im dal

Cast&ji vyuziva. S vyuzitim flexibility CE jsme diky kombinaci elektroforetického miseni
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z6n a mobilizace zon v kapilafe pomoci tlaku poprvé popsali vznik a chovani komplexu
heparinu a tetraargininu v elektroforetickych podminkach. Poukézali jsme na velky
potencial této interakce pro kvantitativni analyzu, kdy je mozné prostfednictvim
tetraargininu méfit koncentrace heparinu, které nejsou detekovatelné ptimo. Pravé
stanoveni heparinu je jednim z oZzehavych problému analytické a bioanalytické chemie.
Ptestoze je heparin jednim z nestarSich stile pouzivanych 1ékl, jeho stanoveni je
problematické kviili absenci elektroaktivnich funk¢nich skupin, ktera komplikuje jeho
stanoveni s vyuzitim elektroanalytickych metod, absenci chromofort, ktera komplikuje
jeho stanoveni pomoci UV/VIS spektrometrie, a polydisperzité, ktera komplikuje jeho

stanoveni pomoci separacnich analytickych metod.

2.3.2.2 Difuzni miseni

Difuzi fizené miseni zon probiha v elektroforetické kapilaie bez vloZzeni napéti a je
tedy nezavislé na elektroforetickych mobilitach jednotlivych slozek. Napéti je v téchto
ptipadech obvykle vkladdno az po promiseni zén a piipadném probéhnuti chemické
reakce, pro dosazeni nasledné elektroforetické separace jednotlivych slozek systému.
Tento zptisob miseni je zaloZen na faktu, ze dvé sousedni zony uvniti kapilary se postupné
vzéjemné piekryvaji vlivem jejich difuze. Difuzni miseni Ize svyhodou vyuzit
v ptipadech, kdy chceme v kapilafe smisit reaktanty, nechat zde prob&hnout chemickou
reakci a nasledné separovat zbylé vychozi latky a produkty. Pfikladem takovych reakci
jsou enzymové reakce. Moznost sledovani enzymové aktivity s vyuZitim elektroforetické
kapilary jako reaktoru a zaroven separacniho prostoru je vyhodna z n¢€kolika divodu.
K reakci uvnitt kapilary je zapotiebi extrémné nizké mnozstvi roztokt reaktantti a dalSich
¢inidel, davkuji fadové desitky nanolitrii. Moderni elektroforetické pfistroje jsou vysoce
automatizované, je tedy mozné provadét dlouhé série automatickych méteni s riznymi
kombinacemi reaktantii. Tento pfistup mtize byt extrémné uzite¢ny napiiklad pii hledani
inhibitort enzymi. Stanoveni enzymové aktivity v nejriznéjSich vzorcich poskytuje
cenné informace pro védu, vyzkum i praxi v oborech jako je medicina, biochemie,
biologie apod. V zivych organismech musi byt aktivity jednotlivych enzym piesné
regulovany, jakakoli nerovnoviha systému miize zplisobit poruchy funkce organismu
nebo onemocnéni. Nalezeni pfipadnych abnormalit v aktivité enzymi je proto mozZné
vyuzit pti diagnéze jak vrozenych, tak ziskanych onemocnéni véetné téch metabolickych,

infekénich nebo rakoviny [29-31].
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Zpusob provedeni enzymové reakce, kdy se nadavkuji bezprostiedné za sebou zony
substratu a enzymu a nechaji se po stanovenou dobu difundovat a vzajemné reagovat, se
nékdy nazyva at-inlet reaction. Prubéh vzajemné diftze zon v kapilafe vSak neni tak
pfimocary, jak se muze na prvni pohled zdat. Vzhledem k velmi malému vnitinimu
priméru kapilary nepiedstavuji zény roztokd naddvkované za sebou do kapilary
jednoduse dva sloupce kapaliny s rovnym kruhovym rozhranim. Tok pohanény tlakem,
ktery zpravidla zajiStuje davkovani zon do kapilary, ma napfi¢ kapilarou parabolicky
rychlostni profil. U stén je pohyb kapaliny pomalejsi, uprostied naopak nejrychlejsi.
Kvili tomu se parabolicky tvarovana zoéna, kterd je tlakem dévkovana do kapilary,
»zasouva“ do roztoku, ktery jiz je v kapilare pfitomen.

Svilyj parabolicky profil si v§ak zony uvnitt kapilary zachovavaji pouze po dobu
pusobeni vnéjsiho tlaku. Prakticky okamzité po jeho ukonéeni zméni sviij tvar diky difuzi.
Pro lepsi pochopeni téchto jevi je nutno si uvédomit, ze vnitini pramér kapilary (desitky
mikrometrtl) je zhruba o Ctyti fady mensi nez jeji délka (desitky centimetrit). Pro samotné
miseni zon je jeSté vyznamnéjsi fakt, ze vnitini primér kapilary je zhruba o dva fady
mensi nez délka davkovanych zon (jednotky milimetrl). Zatimco difize v podélném
sméru je v poméru k velikosti kapilary a délce zon v ¢asovém horizontu sekund a desitek
sekund zanedbatelna, diftize v pfiéném sméru je prakticky okamzita. Jak je patrné z
Obr. 8, ,,zasouvani* parabolickych zon do sebe vede K jejich ptekryvu v pii¢ném sméru.
Po ukonceni pusobeni davkovaciho tlaku proto dochézi k velmi rychlému miseni zén
pti¢nou diftzi. Jak ukazali Krylov a kol. [32-34], 1ze vhodnou kombinaci pofadi a poctu
davkovanych zon dosdhnout 1 reakéni zony s vysoce homogennim zastoupenim
jednotlivych reaktantt, které 1ze navic pomérné ptesné vypocitat. Tim je mozné prekonat
jednu z hlavnich nevyhod miseni zon difuzi, tedy nehomogenitu reakéni zony a neznamé
koncentrace reaktantli v ni.

Principu difuzniho miseni zon v kapiléfe jsme vyuZzili pfi vyvoji dvou novych metod
pro sledovani enzymové aktivity. Prvni z nich (P¥iloha I11) byla metoda pro sledovani
aktivity enzymu p-N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52). Tento enzym Kkatalyzuje
hydrolyzu terminalnich p-vazanych N-acetyl-D-glukosaminovych a N-acetyl-D-
galaktosaminovych zbytkt oligosacharida a glykokonjugatt [35].
[-N-acetylhexosaminidasa je pfitomna v houbach a bakteriich, kde je soucasti
chitinolytickych systémd, které pfispivaji k regeneraci bunéénych stén a maji i obranné
funkce [36-38]. Tento enzym se vSak vyskytuje i u vyssich obratlovct. U ¢loveka se

[-N-acetylhexosaminidasa podili na degrada¢nich procesech v lysozomech. Mutace genii
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pro S-N-acetylhexosaminidasu u ¢loveéka zptisobuji dvé vrozené metabolické vady, které
se projevuji jako Tay-Sachsova nebo Sandhoffova nemoc [35]. Vlivem snizeni nebo
absence aktivity f-N-acetylhexosaminidasy dochazi k hromadéni gangliosidi v mozku,
coz vede u pacienti  kzavaznym = postizenim. Sledovani  aktivity
S-N-acetylhexosaminidasy je tedy vyznamné jak z hlediska biochemického vyzkumu,
kde muize napomoci lep§imu pochopeni mechanismi regenerace bunéénych stén a
konkuren¢niho boje hub a bakterii, tak z hlediska vyzkumu medicinského, kde muze

napomoci lep$imu pochopeni a diagnostice Tay-Sachsovy a Sandhoffovy nemoci.

. enzym
. substrat

Obr. 8 Princip miseni zon v kapilafe prostfednictvim pticné difuze.

Pro ucely biochemického vyzkumu jsme vyvinuli elektroforetickou metodu pro
separaci N-acetyl-D-glukosaminu, jeho dimeru chitobiosy a trimeru chitotriosy. Nasledné
jsme sledovali prubéh enzymového Sté€peni chitobiosy na N-acetyl-D-glukosamin a
Stépeni chitotriosy na chitobiosu a N-acetyl-D-glukosamin. V piipadé sledovani
hydrolyzy chitotriosy jsme vyuzili zajimavy piistup. Jednalo se o offline provedeni
enzymové reakce v elektroforetické nadobce na vzorky v objemu 40 ul. Reaktanty byly
smiseny ruéné¢ mimo elektroforeticky piistroj. Reakce v nddobce postupné probihala a
pribézné zni byly automaticky davkovany vzorky do separacni kapilary. Cela
elektroforeticka separace trvala 15 minut. Aby bylo ziskano vice experimentalnich boda

z prubéhu reakce, byla separace vzdy po péti minutach prerusena vypnutim napéti. Do
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vstupniho konce kapilary byl nadavkovan dalsi vzorek reakéni smési a po vlozeni napéti
zapocala separace nového vzorku, zatimco jesté pokraCovala separace predchozich dvou
vzorkl. Timto zpisobem bylo mozné nadavkovat a zanalyzovat béhem Sedesati minut
deset vzorki, zatimco klasické provedeni by umoznilo pouze Ctyfi analyzy. Vysledek
tohoto zptisobu provedeni je na Obr. 9. Prubéh reakce je na Obr. 9B podrobné vykreslen.
Je zde patrny vznik meziproduktu chitobiosy, jejiz koncentrace v prvni poloviné

sledovaného Casu nariistala, nasledné s ubyvajici chitotriosou, zacala opét klesat.
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Obr. 9 Sledovani prib&hu enzymového Stépeni chitotriosy S-N-acetylhexosaminidasou po smiseni
reaktantii offline ve vzorkové nadobce a davkovani dalSich vzorkd v pribéhu pfedchazejici separace.
A) Elektroferogram celého experimentu. B) Vyvoj koncentrace substratu chitotriosy (4), meziproduktu

chitobiosy (m) a koneéného produktu N-acetyl-D-glukosaminu (A).

Dale jsme jiz vyvinuli metodu pro online miseni reaktantli a provedeni enzymové
reakce pfimo v kapilare. Pro dosazeni optimalnich vysledki se ¢asto vyuZziva sendvicové
uspotadani zon v kapilate, kdy je zona jednoho reaktantu vlozena mezi dvé zony
reaktantu druhého. Miseni byva nasledn¢ podpoteno jesté naslednym déavkovanim delsi
zony roztoku zakladniho elektrolytu nebo vhodného reakéniho pufru. K optimalizaci
davkovani jsme vyuZili program, ktery umoziiuje simulovat vyvoj koncentrac¢nich profil
pifi miseni zoén vyvinuty skupinou prof. Krylova [39]. Prvnim bodem bylo ur¢eni
vhodnéjsiho potadi zon, tedy zda maji byt davkovany v pofadi substrat-enzym-substrat
nebo v potadi enzym-substrat-enzym. Vsechny tfi zony byly davkovany tlakem 5 kPa po
dobu 3 s a nasledné byl davkovan citratovy pufr tlakem 5 kPa po dobu 9 s. Vysledek
simulace téchto dvou piistupti a nasledné experimentalni ovéteni je na Obr. 10. Je ziejmé,
ze vyhodné&jsi je davkovani jedné zony substratu vlozené mezi dvé zény enzymu. Pii
opacném postupu se v kapilare vyskytuji dvé z velké Casti separované zény substratu

(Obr. 10A), coz vede jednak kproménlivému slozeni reakéni zoény, jednak
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Kk problematickému vyhodnoceni vysledného elektroferogramu, a to nejen z divodu
rozdvojeni piku substratu, ale také z diivodu rozsifeni a snizeni symetrie piku produktu,
jak je patrné z Obr. 10C. Jednovrcholovy koncentra¢ni profil enzymu ziskany pii
davkovani dvou zon enzymu a jedné zony substratu (Obr. 10B) je zpusoben vétsi
hodnotou difuzniho koeficientu substratu ve srovnani s enzymem. Jedna se o zdanliveé
paradoxni jev, kdy zony rychleji difundujici latky jsou promiseny méné nez zony
pomaleji difundujici latky. Analogicky paradoxni se jevi vétsi Sifka zén enzymu ve
srovnani se zonami substratu, kde bychom opét ocekavali vétsi rozsifeni zon rychleji
difundujiciho substratu. Zde je vsSak nutné si uvédomit, ze podélnd difuze zoén je
v podminkach tohoto experimentu v ramci sekund zanedbatelnd, zatimco kli¢ovou roli

hraje difuze pficna, ke které dochazi jiz v prubéhu davkovani zony jesté pred ukoncenim

¢ (mmol I"1)
¢ (mmol I71)
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Obr. 10 Optimalizace pofadi davkovanych zoén pii vyvoji online metody stanoveni aktivity B-N-
acetylhexosaminidasy. Vypoctené koncentra¢ni profily substratu chitobiosy (plnad ¢ara) a enzymu
(pferuSovana Cara) pro potadi substrat-enzym-substrat (A) a pofadi enzym-substrat-enzym (B).
Elektroferogramy piislusSnych experimentti pro potadi substrat-enzym-substrat (C) a pofadi enzym-

substrat-enzym (D). Identifikace pikd: (1) substrat chitobiosa, (2) produkt N-acetyl-D-glukosamin.
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pusobeni tlaku. Zoény pomaleji difundujiciho enzymu si tedy v pribéhu jejich ,,zasouvani‘
do dal$ich zon 1épe udrzi parabolicky profil, ktery mé za nasledek vznik §irsi zony a tim
padem efektivnéjsi promiseni. Rychlejsi diftize substratu naruSuje parabolicky tvar jeho
zony jiz v prubéhu davkovani. Vzniké tak zona uzsi, méné efektivné promisena. Dobry
souhlas simulace s experimentem je patrny také pii porovnani obou pikti substratu na
Obr. 10A a 10C. Zoéna, ktera byla do kapilary nadavkovana jako prvni (z6na vpravo na
Obr. 10A a zbéna vlevo na Obr. 10C) podstoupila vétsi miru diftize, proto je nizsi a Sirsi
nez zoéna, ktera byla davkovana jako teti.

Po optimalizaci dalSich parametrd, jakymi byla naptiklad reakéni doba mezi
smisenim reaktantli a zahajenim elektroforetické separace, byla ovéfena funkc¢nost
metody pro sledovani aktivity enzymu a hodnoceni efektu jeho inhibitord. Do nddobky
se substratem bylo pfidano ur¢ité mnozstvi dimethylformamidu, jehoz inhibi¢ni efekt na
S-N-acetylhexosaminidasu je znam [40]. Metoda potvrdila sniZeni aktivity enzymu na
6 % puvodni hodnoty pii pridavku 0,2 % dimethylformamidu.

Druhou metodou, kterou jsme vyvinuli s pouzitim difuzniho miseni enzymu a
substratu (P¥iloha 1V), byla metoda pro hledani inhibitorti a-amylasy (EC 3.2.1.1). Tento
enzym, ktery je vylu¢ovan slinivkou bfi$ni, hraje vyznamnou roli v procesu traveni,
jelikoz hydrolyzuje Skrob na kratsi fetézce, resp. katalyzuje hydrolyzu a(1—4)
glykosidovych vazeb [41]. Aktivita a-amylasy piimo ovliviiuje rychlost absorpce glukosy
a proces piechodu glukosy do krve jsou uzce spjaty se zdravotnimi potizemi diabetikd.

Diabetes mellitus je zavazné chronické onemocnéni, ke kterému dochazi, kdyz
slinivka bfi$ni neprodukuje dostatek insulinu nebo kdyzZ té€lo neni schopno produkovany
insulin efektivné vyuzivat. Podle odhadu z roku 2014 Zilo na svété s diabetem piiblizné
422 miliont dospélych. Vyskyt diabetu v poslednich desetiletich setrvale narista. Jeho
prevalence v celosvétové populaci se od roku 1980 témét zdvojnasobila z 4,7 na 8,5 %,
k cemuz ptispiva i narust rizikovych faktord, jako jsou nadvaha a obezita [42]. Diabetes
V soucasnosti potyka.

Nedostatecné vylucovani insulinu nebo snizena citlivost jeho receptorti vede u
pacientd s diabetem 2. typu k postprandialni hyperglykémii. U takovych pacientti mize
inhibice aktivity a-amylasy snizit rychlost uvoliovani glukosy do krve, tim padem
potlacit postprandialni hyperglykémii a plsobit preventivné proti vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni [43]. Komeréné dostupné léky zalozené na inhibici
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a-amylasy maji ¢asto nepiijemné vedlejsi GCinky. Vyzkumna pozornost v této oblasti se
proto upiela také k hleddni inhibitorti a-amylasy mezi pfirodnimi latkami, jako jsou
flavonoidy [44].

Klasickou metodou sledovani aktivity, a tim padem i inhibice, a-amylasy je UV/VIS
spektrometrie s chromogennimi substraty [45, 46]. Nevyhodou vyuziti chromogennich
substratt je fakt, Ze se nejedna o zcela piirozené substraty daného enzymu a jeho aktivita
vuci nim se tedy muze do jist¢ miry liSit ve srovnani s aktivitou vici substratu
piirozenému. Pro ucely rychlého automatizovaného screeningu potencialnich inhibitora
jsme vyvinuli online metodu stanoveni aktivity a-amylasy. Aktivitu enzymu lze
V principu métit dvéma zptsoby, jednim je sledovani obsahu substratu, druhym sledovani
obsahu produktu v reakéni smési. V piipadé f-N-acetylhexosaminidasy jsme vyuzivali
druhou mozZnost, ktera je obecné citlivéjsi, nebot’” méfeni malé koncentrace vniklého
produktu je presn€j$i nez méfeni malého ubytku koncentrace substratu. V ptipadé
a-amylasy jsme zvolili sledovani koncentrace substratu, tedy Skrobu. Hlavni divody byly
dva. Zaprvé, hydrolyzou skrobu vznika slozita smés riznych latek, z nichz by bylo nutno
vybrat jednu, kterou by bylo tfeba separovat od ostatnich. Zadruhé, glukosa a kratsi
oligosacharidové fetézce vznikajici hydrolyzou Skrobu jsou obtizn¢ detekovatelné,
zatimco pro detekci Skrobu bylo mozno vyuzit tvorbu jeho modrého komplexu s jodem.
Piidavek jodu a jodidu do zakladniho elektrolytu vede k tvorbé komplexu se Skrobem
s absorpénim maximem pii vinové délce 560 nm [47]. Jako zakladni elektrolyt byl tedy
pouzit fosfatovy pufr o pH 7,0 s pfidavkem jodu a jodidu draselného. Vyhodou detekce
ve viditelné oblasti spektra je mimo jiné vysoka selektivita a nizké riziko interference
latek pfitomnych v matrici vzorku. To je velkou vyhodou zvlaste pti testovani inhibi¢niho
efektu komplexnich vzorku, jakymi jsou rostlinné extrakty. Nejprve jsme v ramci offline
experimentu, kdy byla enzymova reakce provadéna ve vzorkové nadobce mimo kapilaru,
ovérili schopnost elektroforetické metody separovat a detekovat $krob a jeho tbytek
hydrolyzou. Reakce byla provadéna ve fosfatovém pufru o pH 7,0 s ptidavkem chloridu
sodného, nebot’ chloridové ionty jsou nezbytné pro spravnou funkci enzymu [48]. Za
téchto podminek jsme rovnéz zjistili, Ze pfitomnost smési jodu a jodidu draselného
v reak¢ni smési inhibuje enzym, proto bylo nutné, aby oblast kapiléary, v niz bude probihat

enzymova reakce, byla bez pfitomnosti téchto latek.
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Na zédkladé optimalizace potadi a délky davkovani jednotlivych zon jsme pro online

metodu dospéli k davkovani v rezimu:

1)

2)
3)
4)

5)
6)

Davkovani roztoku Skrobu v 10 mM fosfatovém pufru, pH 7,0 s 10 mM
chloridem sodnym (10 kPa x 2 s)

Davkovani roztoku potencialniho inhibitoru v 96% ethanolu (3 kPa x 1 s)
Ponofteni konce kapilary do deionizované vody

Dévkovani roztoku a-amylasy v 10 mM fosfatovém pufru, pH 7,0 s 10 mM
chloridem sodnym (10 kPa x 4 s)

Ponofeni konce kapilary do deionizované vody

Davkovani zakladniho elektrolytu, tj. 10 mM fosfatového pufru, pH 7,0 s
ptidavkem 1,2 mM jédu a 7,2 mM jodidu draselné¢ho (10 kPa x 1 s)

V ramci davkovaciho rezimu je mozno si povSimnout n¢kolika detailt, které maji velky

vliv na funk¢énost metody:

A)

B)

C)

Davkované roztoky skrobu, inhibitoru a a-amylasy neobsahuji jod, ktery inhibuje
aktivitu enzymu. Dochazi tim k vytvofeni reak¢éni zony s jinym sloZenim, nez je
slozeni zakladniho elektrolytu, kterd pribeh reakce umoziuje. Z tohoto diivodu je
rovnéz doba davkovani posledné davkované zony enzymu nejdelsi. Zadni ¢ast
z6ny enzymu slouZi mimo jiné jako ochranna zona, kterd zamezuje priniku jodu
do z6ny reakéni.

Roztok Skrobu jako substratu a roztok potencidlniho inhibitoru jsou ddvkovany
oddélené ze dvou riznych nadobek a jsou miseny az v Kapilafe. Tento zptisob
provedeni zvySuje miru automatizace screeningu inhibitora tim, Ze se substrat a
inhibitor nemisi ru¢né predem. Operator tak pfipravi pouze jednu nadobku se
substratem, jednu senzymem a libovolny pocet nadobek s potencidlnimi
inhibitory.

Pted a po davkovani enzymu je konec kapilary kratce ponotfen do vody. Zatazeni
tohoto kroku zajistuje spolehlivost a opakovatelnost vysledkd. Pokud by se
kapilara po vyjmuti zroztoku inhibitoru bezprostifedné¢ ponofila do roztoku
enzymu, mohlo by dojit ke kontaminaci zasobniho roztoku enzymu inhibitorem a
tim ke znehodnoceni celé nasledujici série métfeni. Stejné tak toto opatfeni brani
kontaminaci roztoku zakladniho elektrolytu enzymem. Toto opatieni je obzvlasté
podstatné pii pouziti piistrojl, které maji tubularni elektrody, jimiz prochazi

separacni kapilara do ddvkovaného roztoku. V takto konstruovanych pfistrojich
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obvykle velmi malé mnozstvi ddvkovaného roztoku ulpi v prostoru mezi vnéjsi

sténou kapilary a vnitini sténou elektrody. Pro bézné aplikace se jedna o naprosto

zanedbatelny jev. V piipadé online enzymovych reakci vak jeho vyznam prudce

nardsta, nebot’ 1 nepatrnd kontaminace roztoku enzymu substratem nebo obracené

mize vést v delSich casovych intervalech k vyraznym chybam ve vysledcich.

Na konci je do kapilary davkovana kratka zona zékladniho elektrolytu, ktera

slouzi jednak k lepSimu promiseni reakéni zony, jednak snizuje riziko tniku ¢asti

reakéni zoény ven zkapilary v pribéhu reakce vlivem difize ¢i pomalého

hydrodynamického toku zptisobeného napi. ne zcela shodnou vyskou hladiny

v naddobkéch se zékladni elektrolytem.

V ramci vyvoje metody je nutno rovnéz optimalizovat dobu, po kterou je reakéni

smés ponechana v klidu pred vlozenim napéti a zahajenim separace. Vysledek

experimentll s riznou dobou vloZeni napéti znazorfiuje Obr. 11A. Kfivka vykazuje

charakteristicky klesajici exponencidlni prubéh. K nejvyraznéjsimu poklesu koncentrace

Skrobu dochazi béhem prvnich dvou minut, proto byl tento ¢asovy interval zvolen jako

doba reakce. Doba separace byla diky vyuziti separace na kratkém konci kapilary, o které

bude pojednano v kap. 2.4.3, pouhych 30 s. Celé trvani experimentu od promyvani

kapilary pted analyzou, pfes enzymovou reakci az po separaci a naslednou detekci Skrobu

bylo pouhych 5,5 minuty, coZ je vzhledem ke sloZitosti celého procesu velmi kratka doba.
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Obr. 11 Online metoda stanoveni aktivity a-amylasy. (A) Optimalizace doby reakce, tj. intervalu mezi

smisenim reaktantl a zahajenim separace. (B) Zbytkovy obsah Skrobu pro provedeni online reakce

Vv pfitomnosti riznych inhibitord enzymu. Hodnoty nad jednotlivymi sloupci vyjadfuji inhibi¢ni efekt

vyjadieny v procentech.
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Na Obr.11B je zobrazena uspésna aplikace vyvinuté metody na sledovani
inhibi¢niho efektu standardd jednotlivych latek a ethanolového extraktu z kiry btizy
bélokoré. Vyska sloupct piedstavuje koncentraci Skrobu Vv reakéni zoné po skonceni
enzymové reakce. Hodnoty nad jednotlivymi sloupci vyjadiuji inhibi¢ni efekt vyjadieny
v procentech. U standardt vSech tii testovanych flavonoidi se projevila inhibice enzymu
v rozsahu 19-38 %, coz je patrné na zvySeném obsahu Skrobu po reakci ve srovnani
s experimentem, kdy byl misto inhibitoru davkovan pouze 96% ethanol. Experiment
nerusi. Ukazalo se rovnéz, ze inhibi¢ni efekt extraktu z bfezové kury je silnéjsi nez

Vv ptipadé samostatnych flavonoida.

2.4 Zména rozméru kapilary a jeji vliv na separaci

Velka flexibilita experimentalniho uspotfadani CE ve srovnani s kapalinovou
chromatografii se projevuje i VvV moznosti snadné a nenakladné upravy rozméru
separa¢niho prostoru. Zatimco v kapalinové chromatografii je nutno zakoupit, ptipadné
pfipravit separacni kolonu jinych rozmért, laboratotfe zabyvajici se CE obvykle disponuji
sadou kapilar riiznych vnitinich primért v rozsahu typicky od 10 do 75 nebo i 100 um.
Délku kapilary lze snadno, rychle a nenakladné upravit dle potieby. V komerénich
pfistrojich se délky kapilar pohybuji zhruba od 30 do 100 cm. Variace rozmé&ra separacni
kapilary v CE tak lze provadét za zlomek nakladu na vyménu separacni kolony

v chromatografii.

2.4.1 Vliv délky kapilary

Délka kapilary ovliviiuje elektroforetickou analyzu s né&kolika whli pohledu.
Nejptimocatej$im vlivem zvétseni délky kapilary je prodlouzeni ¢asu, ktery je k dispozici
pro separaci analyti. Pro slozit¢ smési nebo smési, jejichz slozky se malo lisi
elektroforetickou mobilitou, je mozné vyuzit kapilary délky az 100 cm. Mame-li naopak
separaci, pfi které je rozliSeni analyti zbyte¢né velké, mizeme zkracenim kapilary
vyrazné zkratit dobu analyzy pfi zachovani dostate¢ného rozliseni. Principialni vyhodou
CE ve srovnani s chromatografii je plochy rychlostni profil elektroosmotického toku,
diky némuz dochazi s prodluzovanim kapilary k vyrazné mensi disperzi jednotlivych zon,
nez kjaké dochazi pifi prodluZzovani chromatografické kolony. Diky tomu pii

prodluzovani kapildry vyrazné nartsta rozliSeni vzhledem k vét§imu ¢asovému rozdilu
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mezi vrcholy piki a jejich nepfili§ vyraznému rozsifovani. Piklad dosazeni dostate¢ného
rozliseni prostym prodlouzenim separacni kapilary je na Obr. 12. Na Obr. 12A je
elektroferogram separace bromidut, chloridi a sirand v kapilafe o vnitfnim praméru
50 um, celkové délce 50,0 cm a efektivni délce 35,0 cm. Je ziejmé, ze jiz 35 cm dlouha
dréha od vstupniho konce kapiléary k detektoru postacuje pro separaci chloridi a sirant.
Jako rozliSeni, pti kterém dochazi k Giplné separaci zon, jeZz pak mohou byt spolehlivé
kvantifikovany, se zpravidla uvadi hodnota 1,5 [49]. RozliSeni piku chloridi a sirant na
Obr. 12A je velmi vysoké, jeho hodnota ¢ini 7,3. Metodu proto bylo mozné pouzivat pro
stanoveni siranti v krevni plazmé a moci, kde jsou chloridy ptfitomny v fadoveé vyssi
koncentraci. Diky dostate¢nému rozliSeni se ani vyrazné vétsi pik chloridi neptekryva
s pikem sirant. V této form¢ jsme metodu vyuzili pro studium dédi¢nych poruch
metabolismu sirnych aminokyselin [50], kterym se zabyva tym prof. MUDr. Viktora
Kozicha, CSc. (Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu, 1. Iékarska fakulta
UV a Vseobecna fakultni nemocnice v Praze). Pfi pokusu o pouziti metody ke stanoveni

pomérného zastoupeni chloridi a bromidl V krystalech pfipravenych na Katedie
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Obr. 12 Postupné zvyseni rozliSeni (1) bromidd, (2) chloridd a (3) sirand v kapilafe o celkové/efektivni

délce (A) 50,0/35,0 cm, (B) 65,0/50,0 cm, (C) 80,0/65,0 cm.
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anorganické chemie PfF UK nebylo vSak pii délce kapilary 50,0 cm dosaZeno
dostate¢ného rozliseni. Obr. 12B a 12C ilustruji postupné zvySovani rozliseni a souc¢asné
prodluzovani doby analyzy pii prodluzovani kapilary na 65,0 a nasledné az na 80,0 cm.
Kvantitativné jsou zmény popsany v Tab. 1. Je patrné, Ze s rostouci délkou kapilary
Ic se prakticky neméni koeficient selektivity asrci, jelikoz pomér elektroforetickych
mobilit obou iontl zstava stejny. Vzhledem k delsi draze od vstupniho konce kapilary
k detektoru se vSak zvétSuje rozdil migrac¢nich ¢asi obou piki At. Na rozdil od
chromatografie se s prodluzujici se délkou kapilary zony analyti roz$ifuji jen mirng,
zatimco jejich migracni Casy se zvysuji z ptiblizné 1,3 min na vice nez 4 min. Z definice

ucdinnosti separace (rovn. 8) [51]

N =16 (3) 8

kde N je ucinnost separace vyjadiena poctem teoretickych pater, t je migraéni cas a W je
Sitka piku pfi zékladnég, je zfejmé, ze vyrazné prodlouzeni migra¢niho Casu pii pouze
mirném rozsiteni pikd vede k vyraznému zvySeni G¢innosti separace. Pfi zachovani
konstantni selektivity a zvySeni G¢innosti separace tak dochéazi ke zvyseni rozliSeni na
dostacujici hodnotu 1,5 v pfipadé kapilary o délce 80,0 cm.

Ke zvyseni ucinnosti separace pii prodlouzeni kapilary muze piispét i to, ze hodnota
intenzity elektrického pole pii vlozeni shodného napéti je nizsi a delsi kapilara naplnéna
stejnym separacnim pufrem ma vyssi elektricky odpor. Ve vyse uvedeném piipadé se
elektricky proud prochazejici systémem sniZil z 63 pA v kapilare délky 50,0 cm na 37 pA
Vv kapilate délky 80,0 cm. Priichodem mens$iho proudu je generovano méné Jouleova
tepla, které muze zpisobovat prehiivani roztoku, neuniformni teplotni gradienty a tim i

zmény viskozity v kapilare, coz mize vyustit v nadmérné rozsifovani zon analytd [52].

Tabulka 1 Vliv celkové délky kapilary na jednotlivé parametry separace: koeficient selektivity bromida a
chloridl agrcl, rozdil migracnich Casti pikti bromida a chloridi At, pocet teoretickych pater pro bromidy a
chloridy Ngr @ Nci a rozliSeni piktt bromidd a chloridd Rerci. V zévorkach jsou uvedeny smérodatné
odchylky (n = 3, a = 0,05).

Ic[cm] oaBrc At [min] Ner Nci Rerci

50,0 1,023 (0,005) 0,031 (0,000) 10200 (190) 19700 (600) 0,67 (0,01)

650 1,026 (0,000) 0,068 (0,000) 39 100 (5200) 37500 (4 300) 1,24 (0,06)

800 1,026 (0,000) 0,109 (0,001) 59 300 (2200) 53800 (900) 1,51 (0,03)
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2.4.2 Vliv vnitfniho primeéru kapilary

Na tomto misté je NUtNO rovnéz zminit vliv vnitiniho priméru kapilary. Vezméme
jako ptiklad vyménu kapilary o vnitini priméru 50 um za kapilaru 0 vnitfnim praméru
20 pm, coz ¢ini 40 % ptivodni hodnoty. Je vSak tfeba si uvédomit, ze vlastnosti jako
elektricky nebo hydrodynamicky odpor zavisi na prufezu kapilary, ktery klesa s druhou
mocninou vnitfniho poloméru a v tomto piipadé se zméni z 1 963 na 314 um?, tedy na
16 % ptvodni hodnoty. Mezi pozitivni dusledky pouziti kapilary s mensim vnitinim
pramérem patii snizeni hodnoty prochazejiciho elektrického proudu a s nim souvisejici
zmensSeni uvolnéného Jouleova tepla. Uvolnéné teplo se rovnéz ucinnéji odvadi vzhledem
K vétsimu poméru povrchu a objemu vnitiniho prostoru kapilary. Disledkem je zvySeni
ucinnosti separace, které¢ je mozné pozorovat na Obr. 13. Jednd se o elektroferogramy
separace slozek Del Nido kardioplegického roztoku. Pfi studii vlivu Gprav sloZeni roztoku
na jeho stabilitu a pfi objasiiovani sorpce jedné zjeho slozek, lidokainu, na stény
infuznich vakt [53] jsme pouzili elektroforetickou metodu pro sledovani koncentrace
mannitolu a glukonatu. V zajmu zvySeni ucinnosti separace byla pouzita kapilara o

vnitinim praméru 20 pm namisto plivodné testované kapilary o priméru 50 pm.
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Obr. 13 Srovnani u¢innosti separace slozek Del Nido kardioplegického roztoku, (1) mannitolu a (2)

glukonatu v kapilafe o vnitinim prameéru (A) 20 pum a (B) 50 um.

Negativni vliv mensiho priméru kapilary spocivd ve zvySeni hydrodynamického
odporu. Pro promyvani kapilary a ddvkovani vzorkd je nutno pouZzivat vyssi tlaky. Piesny
tlak je vSak v pfistrojich ¢asto limitovan na 5 nebo 10 kPa, v disledku ¢ehoz je nutno

prodluzovat dobu promyvani a davkovani, a tedy celkovou dobu trvani analyzy. Pomérné
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vyraznou nevyhodou je snizeni citlivosti bézné pouzivané UV/VIS spektrometrické

detekce. Tento problém je zfejmy z Lambertova-Beerova zakona (rovn. 9) [54]:

A)LZEACZ (9)

podle kterého je absorbance Ay naméfend pii vinové délce A rovna soucinu molérniho
absorp¢niho koeficientu analytu pro danou vinovou délku &, latkové koncentrace analytu
Cc a délky drahy paprsku v absorbujicim prosttedi |. V bézné elektroforetické
instrumentaci prochazi paprsek zafeni kapilarou kolmo kjeji ose. Délka drahy
Vv absorbujicim prostiedi tak odpovidda vnitinimu priméru kapilary. Pfi zmenSeni
vnitiniho praiméru z 50 na 20 pm se tak snizuje citlivost na 40 %. Pouziti kapilar mensiho
vnitiniho priméru nez 50 um neni proto v kombinaci s UV/VIS detekci bézné. Na druhé
strané lze kapilary malych wvnitfnich praméri s vyhodou pouzivat v kombinaci
s bezkontaktni vodivostni detekci, jak tomu bylo v ptipad¢ separaci na Obr. 13. Kapilary
malého vnitiniho praméru se kombinaci s vodivostni detekci vyuzivaji i v piipadech, kdy
je nutné pouziti zdkladniho elektrolytu s vysokou vodivosti. Ptikladem je separace
neutralnich sacharidd, pro jejichz ionizaci je nutné vysoké pH zakladniho elektrolytu,
které je spojeno s vysokou vodivosti. Elektroforéza v kapilarach o vnitinim priméru 50
nebo 75 pum v téchto piipadech vede k neunosnému piehfivani roztoku. Posledni
nevyhodou kapilar malého wvnitfniho priméru je vétsi riziko jejich zaneseni a
zneprichodnéni pevnymi necistotami nebo precipitaci slozek vzorku ¢i zakladniho

elektrolytu.

2.4.3 Separace na kratkém konci kapilary

V ptfedchozim textu bylo zminéno prodlouzeni kapilary za G€elem zvySeni rozliSeni
analytd. V ptipadech, kdy se mobility naSich analytl znaéné 1181, byva dosazené rozliSeni
naopak zbyte¢né¢ vysoké. V takovych ptipadech je mozné prostfednictvim zkraceni
kapilary vyrazné zkratit dobu trvani analyzy pii zachovani dostate¢ného rozliSeni.
Zvlastni kapitolou jsou separace ve velmi kratkych kapilarach o délce 10-15 cm i méné
[55-57]. Takové kapilary vsak zpravidla nelze instalovat a provozovat v béznych
komerc¢nich pfistrojich, kde byva nejkratsi pouzitelna délka kapilary kolem 30 cm.
Druhou nevyhodou velmi kratkych kapilar je mensi celkovy elektricky odpor, ktery ma

za nasledek prichod vétSich proudii, obvykle se proto pouZivaji kapilary menSich
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vnitinich priimért, jejichz vyhody a nevyhody byly diskutovany vyse.

Elegantnim feSenim pro piipady, kdy mame netimérné velké rozliSeni a zbytecné
dlouhou analyzu, je pouziti tzv. separace na kratkém konci kapilary, angl. short-end
separation nebo short-end injection [58]. Pfi tomto provedeni elektroforetického
experimentu je vzorek davkovan na konec kapilary, ktery je blize k detektoru (obvykle
ve vzdalenosti 8-10 cm) a separace se provadi s obracenou polaritou elektrického pole.
Dochazi tedy Kk separaci pouze na draze dlouhé 8-10 cm. Takova separace je vyrazné
rychlejsi, doba trvani se pohybuje v sekundach az desitkach sekund. Celkova délka
kapilary pfitom mutze byt klasickych 50 cm. Diky tomu je i pfi vlozeni vysokého
separa¢niho napé€ti udrzovéana piijatelnad hodnota elektrického proudu. Ve zminéném
usporadani je tedy mozné pracovat i v kapilaradch s vét§Simi priméry a dosahovat tak
citlivéjsi UV/VIS detekce.

Elektroforetické¢ separace na kratkém konci kapilary jsme vyuzili v nékolika
ptipadech. Prvnim z nich byla metoda pro soucasné stanoveni protaminu a insulinu
v injekénim roztoku NPH insulinu (P#iloha V). NPH insulin (Neutral Protamine
Hagedorn Insulin) je 1ék, ktery se vyuziva od padesatych let dvacatého stoleti u pacientti
s diabetem, o jehoZz zavaznosti a rostoucim vyskytu v celosvétové populaci bylo
pojednano v kap. 2.3.2.2. NPH insulin je obvykle podavan subkutanné. Sklada se
z komplexu Sesti molekul insulinu vazanych histidinovymi aminokyselinovymi zbytky
na zine¢naty ion. Cely komplex je obklopen molekulami protaminu. Nebylo potvrzeno,
zda se protaminové molekuly vdZou na specificka mista, takze se predpoklada, ze jde o
interakci elektrostatické povahy [59]. Krystaly NPH insulinu se po aplikaci do podkozi
velmi pomalu rozpadaji, coz vede k postupnému pozvolnému uvoliiovani aktivni formy
insulinu v prib&hu nékolika hodin. Prodlouzeny uc¢inek je hlavnim smyslem pouziti této
formy insulinu.

Publikované metody stanoveni protaminu zahrnuji spektrofotometrii po reakci
s Bradfordovym ¢inidlem [60], jejiz nevyhodou je nizka specificita. Byla publikovana
metoda vyuzivajici optické senzory zalozené na interakci protaminu s heparinem [61],
ktera vSak vyzaduje pracnou rucni pfipravu téchto senzort a pro rutinni pouZiti tedy neni
vhodna. Dal$i metody zahrnuji vyuziti separa¢ni metody jako je HPLC [62, 63] nebo CE
[64, 65]. Zapojeni separacnich kroki je obvykle spojeno s prodlouzenim analyzy fadové
na 20 az 30 minut. Metody soucasného stanoveni protaminu a insulinu publikovany
nebyly. V nasi praci jsme s vyuzitim separace na kratkém konci kapilary vyvinuli a

validovali rychlou a nenakladnou metodu $etrnou K Zivotnimu prostedi, ktera umoznuje
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separaci protaminu a insulinu béhem jedné minuty. Celkova doba analyzy vcetné
promyvani kapilary ¢ini 4 minuty. Zakladni elektrolyt obsahuje pouze vodu a kyselinu
fosfore¢nou a jeho spotieba je 12 ml na 100 analyz. Tento zakladni elektrolyt diky své
kyselosti zajistuje dostatecné vysoky kladny naboj protaminu i insulinu a jeho pfidavek
do vzorku zplisobuje okamzité rozpusténi suspenze NPH insulinu. Pfesnost metody byla
ovétena na modelovych vzorcich i redlném vzorku injekéniho roztoku. Chyba stanoveni
byla ve vSech ptipadech mensinez 5 %. Obr. 14 znazoriuje separaci protaminu a insulinu

ze vzorku injekce NPH insulinu.

150
2
100
E)
<
£
< 50
1
0 | | 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
t (min)

Obr. 14 Separace protaminu (1) a insulinu (2) ze vzorku NPH insulinu nafedéného 1:7 zakladnim

elektrolytem na kratkém konci kapilary.

Dalsim ptipadem, kdy jsme vyuzili separaci na kratkém konci kapilary, bylo
hodnoceni hluboce eutektickych rozpoustédel, angl. deep eutectic solvents (DES) jako
ucinnych, nenakladnych a netoxickych ¢inidel pro extrakci fytokanabinoidii z rostlinného
materialu (Priloha V1).

Fytokanabinoidy jsou slouceniny, které se vyskytuji v konopi setém (Cannabis
sativa), a které jsou v lidském organismu rozpoznavany kanabinoidnimi receptory, diky
¢emuz ovliviuji  psychické, psychomotorické a fyziologické funkce [66].
Fytokanabinoidy jsou na jedné stran¢ vyuzivany pro terapeutické cely, na stran¢ druhé
jsou jejich psychotropni G¢inky zneuzivany ve formé nejrozsifenéjSiho typu nelegalnich
drog. Konopi obsahuje celou fadu fytokanabinoidi, nicméné dva hlavni, které jsou
nejvice zkoumany pro své terapeutické ucinky, jsou tetrahydrokanabinol (THC) a

kanabidiol (CBD). V rostlinach se nevyskytuji ve své neutrdlni formé, ale jako
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karboxylové kyseliny tetrahydrokanabinolova (THCA) a kanabidiolova (CBDA)
kyselina. Neutralni formy vznikaji spontanni dekarboxylaci vlivem svétla nebo tepla.
THC je povazovan za hlavni psychoaktivni slozku konopi a ma euforizujici efekt spojeny
S jeho zneuzivanim. Naproti tomu CBD nevykazuje psychoaktivni ucinky, naopak
potlacuje vliv THC, vykazuje také anxiolytické a antipsychotické G¢inky [67]. Pozadavky
na stanoveni obsahu fytokanabinoidil v riznych matricich v soucasnosti strm¢ nartstaji,
a to jednak v souvislosti s velkym rozsifenim a dostupnosti nelegalnich konopnych drog,
jednak v souvislosti s rostouci poptavkou po konopnych 1é¢ivych piipravcich. Stanoveni
absolutniho obsahu THC a CBD i jejich vzdjemného poméru tedy pifindsi informace o
mife psychoaktivnich i terapeutickych uc¢inkt rostlinného materialu, ptipadné piipravkl
z ného vyrobenych, a je tedy zasadni pro hodnoceni kvality 1é¢ivych ptipravki stejné tak
jako pro posouzeni miry zdvaznosti kriminalni ¢innosti spojené s jeho zneuzivanim.

Pfed samotnym stanovenim je nutno fytokanabinoidy ze vzorkd vhodnym zptisobem
extrahovat. Tradi¢ni extrakéni postupy zahrnuji pouziti organickych rozpoustédel
Skodlivych pro ¢loveka i Zivotni prostiedi, naptiklad smési methanolu a chloroformu [68,
69]. V poslednich letech byla vénovana velka vyzkumna pozornost novému typu
extrak¢énich médii nazyvanému ,hluboce eutekticka rozpoustédla®, angl. deep eutectic
solvents (DES) [70]. Jedna se o eutektické smési vhodného donoru a akceptoru vodikové
vazby, které asociuji pravé prostfednictvim vodikovych vazeb. To vede ke snizeni jejich
bodu tani, ktery je Casto vyrazné niz$i nez body tani jednotlivych slozek. DES jsou
slibnou alternativou popularnich iontovych kapalin vzhledem k tomu, ze podobné jako
ony vykazuji velmi nizkou té€kavost v kombinaci s vysokou rozpoustéci silou. Na rozdil
od iontovych kapalin je vSak fada DES sloZena z obnovitelnych a netoxickych latek, jako
jsou karboxylové kyseliny, aminokyseliny, sacharidy, aminy nebo polyoly. Vyznacuji se
proto také nizkou toxicitou a vysokou biodegradabilitou. Jejich ptiprava je snadna a
vychazi z nenakladnych vychozich latek [71].

Pro extrakci fytokanabinoidt je vyhodné&jsi pouziti DES hydrofobni povahy. Jedna
tiida takovych DES se sklada z mentholu jako akceptoru vodikové vazby a piirodni
organické kyseliny jako donoru [72]. V nasi studii jsme sledovali Gi¢innost extrakce
fytokanabinoidi THC, THCA, CBD a CBDA z rostlinného materialu pomoci DES
sloZzenych z mentholu a riiznych ptirodnich organickych kyselin, konkrétn€ mravenci,
octové, propionové, maselné, hexanové, oktanové, dodekanové, mlécné, phenylmlécné a
mandlové. Nejvyssi sumarni G¢innost extrakce vSech sledovanych kanabinoidi byla

pozorovana pro smés mentholu s octovou kyselinou. Extrak¢ni ucinnost klesala
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v homologické fad¢ od octové po hexanovou kyselinu. Mezi oktanovou a dodekanovou
kyselinou byl naopak pozorovan nartist. Pravdépodobné se jednalo o kompetitivni efekt
dvou faktort, kterymi byly rostouci viskozita omezujici pienos hmoty, a tedy i1 i¢innost
extrakce, na stran¢ jedné a rostouci délka alkylovych fetézci kyselin podporujici extrakci
malo polarnich analytl na strané druhé. Stejné tak byl studovan vliv akceptoru vodikové
vazby, kdy byl menthol nahrazen vzdy jednim z nasledujicich terpenti: terpineol, linalool,
geraniol, borneol. Zadny z téchto terpent viak nedosahl extrakéni u¢innosti mentholu.

Extrakéni ucinnost DES slozené z mentholu a octové kyseliny byla porovnana
s ucinnosti klasickych organickych rozpoustédel: methanolu, ethanolu a smési methanolu
s chloroformem v poméru 9:1 (v/v). V tomto srovnani prokazala DES nejvyssi G¢innost
extrakce, kdy 0 20-30 % ptevysila G¢innost historicky nejpouzivanéjs$i smési methanolu
a chloroformu.

Studie ucinnosti extrakce by nebyla moznd bez spolehlivé analytické metody
umoznujici stanoveni vSech ¢tyt sledovanych fytokanabinoidl. Jak jiz bylo uvedeno,
vyuzili jsme v tomto piipadé elektroforetickou separaci na kratkém konci kapilary. Jako
zakladni elektrolyt slouzila smés fosfatového pufru o pH 12,5 a methanolu v poméru 6:4
(v/v). Methanol byl pfidavan kvili omezené rozpustnosti nékterych analytii ve vode.
Vysoké pH zakladniho elektrolytu umoznilo disociaci a tim padem elektroforetickou
separaci neutralnich fytokanabinoidi THC a CBD. Separace trvala 2,5 minuty, celd
analyza vcetné promyvani kapilary trvala 4 minuty. Ukazka elektroferogramii vzorka

rostlin bohatych na THC a CBD je na Obr. 15.
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Obr. 15 Separace fytokanabinoidii extrahovanych pomoci hluboce eutektickych rozpoustédel ze vzorku
rostliny konopi bohaté na THC (A) a rostliny bohaté na CBD (B) na kratkém konci kapilary. ldentifikace
pika: (1) CBD, (2) THC, (3) THCA, (4) CBDA.
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Separace na kratkém konci se ukézala jako vyhodnd rovnéZ pii stanoveni sacharidi
(Ptiloha V1I). Pii elektroforetickych separacich neutralnich sacharidd, jako jsou glukosa,
fruktosa a sacharosa je nutné v prvé fadé pievést analyty do iontového stavu. Piimo¢arym
zpusobem je pouziti zakladniho elektrolytu o vysokém pH, které vede k disociaci
hydroxylovych skupin sacharida [73, 74]. Roztoky o pH vy$$im nez 12 maji vysokou
vodivost, proto je v téchto ptipadech vyhodné pouziti kapilar mensiho vnitiniho priméru
v kombinaci s bezkontaktni vodivostni detekci. Glukosa, fruktosa ani sacharosa navic
nevykazuji vyraznou absorpci UV zéafeni pii vinovych délkach nad 200 nm, coz je dalsi
dtivod pro pouziti vodivostni detekce. Pti stanoveni glukosy, fruktosy a sacharosy jsme
vyuzili metodu se zékladnim elektrolytem tvofenym 40 mM NaOH a kapilarou o vnitinim
priméru 20 um. Separace sacharidl trva 2,5 minuty, cela analyza véetné promyvani
kapilary mezi nastiiky vzorkli pak 5 minut. Spomoci této metody jsme v ramci
stiedoskolské odborné ¢innosti a programu PiF UK ,,Za¢ni (si) s ptirodovédou* sledovali
hydrolyzu sacharosy v tzv. pampeliSkovém medu. Jedné se o sirup, ktery se tradi¢né
pouziva jako nahrazka vceliho medu [75]. Jeho receptura se mize mirng lisit, v zasadé
vSak zahrnuje extrakci kvétd smetanky Iékaiské (Taraxacum officinale) ve vrouci vodg,
nasledovanou ptidavkem velkého mnozstvi cukru (sacharosy) a mensiho mnozstvi
citronové §tavy. Nasleduje zahfivani smési na vodni ldzni po urcitou dobu. Na prvni
pohled se zd4, Ze pampelisSkovy med se sacharidovy sloZenim (pouze sacharosa) zcela lisi
od medu vceliho (ptevazné glukosa a fruktosa). V rdmci nasi studie jsme vSak ukazali, Ze
diky ptidavku citronové §tavy dochazi v pribéhu zahtivani smési ke kysele katalyzované
hydrolyze sacharosy na glukosu a fruktosu. Rychlost hydrolyzy siln¢ zavisi na pH, dobé
reakce a teploté. Napfiiklad pti pH = 2 dojde béhem 1,5 hodiny na vrouci vodni lazni
Kk hydrolyze vice nez 99 % sacharosy, pii pH = 3 se za stejnou dobu hydrolyzuje 39 %
sacharosy a pii pH = 4 pouze 5 %. Ukézali jsme tedy, Ze pokud je smés pii piipravé
pampeliskového medu dostatecné okyselena a je zahtivana po dostate¢né dlouhou dobu
na dostatecné vysokou teplotu, miize mit prakticky stejné sacharidové slozeni jako vceli
med.

Stejnou metodu jsme nasledné vyuzili pro analyzu rozsahlé série vzorkt nektaru
z kvétu, ktery obsahuje pievazné sacharosu, glukosu a fruktosu. Méteni byly podrobeny
vzorky nektaru pochazejici z Kamerunu a tcelem studie bylo lepsi pochopeni interakci
mezi opylovacem a rostlinou, jelikoZ obsah a pomérné zastoupeni sacharidl jsou jednim
z faktori, které rozhoduji o atraktivnosti nektaru pro dany druh opylovace. V tomto

piipadé byla pro zajisténi spolehlivéjsi kvantifikace do vzorkil pfiddvéana laktosa jako
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vnitini standard. Obr. 16 znazornuje elektroferogram vzorku nektaru z kvéta rostliny
Peucedanum angustisectum analyzovaného v ramci studie. Zde bylo méteni na kratkém
konci kapilary a s nim spojené zkraceni analyzy vzhledem k poctu vzorki (vice nez 700)

velkou vyhodou.

332 ¢

U(mV)

324
4

320 | | | |
1,5 1,7 1,9 2,1 2,3 2,5
t (min)

Obr. 16 Separace sacharidi ze vzorku nektaru z kvéta rostliny Peucedanum angustisectum na kratkém

konci kapilary. Identifikace pika: (1) sacharosa, (2) laktosa (vnitini standard), (3) glukosa, (4) fruktosa.

2.5 NepfFima UV detekce

Dalsi z vyhod, které nabizi CE oproti kapalinové chromatografii, je moznost vyuZziti
nepiimé UV detekce analyti, které neabsorbuji v dostateéné mite UV zateni. Vzhledem
k nutnosti zachovani elektroneutrality roztoku vytésnuji ionty analytd ze své zony stejné
nabit¢ ionty zdkladniho elektrolytu. Absorbuji-li ionty zdkladniho elektrolytu
elektromagnetické zafeni v ultrafialové nebo viditelné oblasti, projevi se pokles jejich
koncentrace v zoné analytu poklesem absorbance. Chceme-li tedy vyuzit nepifimou UV
detekci pfi separaci aniontl, je nutno zvolit zékladni elektrolyt s aniontem, ktery
absorbuje UV zafeni. V piipad¢ kationtd pak zvolime absorbujici kation.

Nepiimou UV detekci jsme vyuzili K vyvoji metody stanoveni niz$ich mastnych
kyseliny (SCFA), angl. short-chain fatty acids (Pfiloha VIII). SCFA zahrnuji
karboxylové kyseliny obsahujici maximalné Sest atomt uhliku. V nasem ptipad€ jsme se
zabyvali kyselinami octovou, propionovou, maselnou a isomaselnou. Tyto kyseliny
vznikaji mikrobialni fermentaci nestravitelnych sacharidii v tlustém stfevé savct. SCFA
pomahaji jeho normalni funkci a jejich pfitomnost je dilezitym faktorem ovliviiujicim
celkové zdravi tlustého stfeva. Bylo prokazéano, Ze maselna kyselina hraje vyznamnou

roli v prevenci kolitidy a kolorektalniho karcinomu [76, 77].
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V ramci optimalizace sloZeni zdkladniho elektrolytu jsme z né€kolika anionogennich
latek absorbujicich UV zafeni jako slozku pro neptimou UV detekcei zvolili pufr o pH 5,7
obsahujici benzoovou kyselinu. Diky blizkym hodnotam efektivni elektroforetické
mobility aniontu benzoové kyseliny a analytt pii pH 5,7 byly ziskany symetrické piky
nezatizené vyrazn¢ elektromigracni disperzi [52]. Dalsiho zvyseni Gi¢innosti separace a
rozliSeni aniontti maselné a isomaselné kyseliny jsme dosahli pfidavkem f-alaninu, jehoz
pozitivni vliv pfi separacich podobnych latek publikovali Azavedo a kol. [78]. Nicméné
ani s piidavkem f-alaninu nebyly ionty maselné a isomaselné kyseliny zcela separovany.
Pro dosazeni uplné separace byla vyuzita dalsi vyhoda flexibility CE, kterou je moznost
zavedeni dalSich separa¢nich mechanismi pfidavkem pseudostacionarni faze do
zakladniho elektrolytu. Cyklodextriny jsou vhodnymi aditivy nejen pro chiralni separace,
ale také pro separace achiralni. Hydrofobni kavita pfitomnd ve struktufe cyklodextrinti
umoziuje tvorbu inkluznich komplext s analyty, jejichz molekuly obsahuji malo polarni
¢asti. Prikladem takové malo polarni ¢asti jsou uhlikaté fetézce maselné a isomaselné
kyseliny. Tvorba komplex zpomaluje migraci aniontii kyselin. Vzhledem ke stérické
rozdilnosti obou kyselin maji jejich komplexy rozdilnou stabilitu, ktera zvysuje rozdil
Vv jejich efektivni elektroforetické mobilité. Z cyklodextrinti byl pro tcely této metody
pouzit a-cyklodextrin, jehoz mald hydrofobni kavita je kompatibilni s kratkymi
hydrofobnimi fetézci maslené a isomaselné kyseliny.

Pii separacich aniontovych analytli, jako jsou SCFA, je Casto nutné ptidavat do
zdkladniho elektrolytu vhodny kationogenni detergent, typickym piikladem je
cetyltrimethylamonium bromid. V kombinaci s a-cyklodextrinem je v§ak pouziti tohoto
detergentu problematické, protoze alifaticky fetézec cetyltrimethylamonia vstupuje do
kavit a-cyklodextrinu, ¢imz limituje jeho pozitivni vliv na rozliSeni isomert maselné
kyseliny. Proto byl takovy detergent v nasi metodé nahrazen kationtovym polymerem
polybrenem. Metoda se zakladnim elektrolytem sloZenym z benzoatu, f-alaninu, a-
cyklodextrinu a polybrenu byla nasledné validovana a uspé$né pouzita k separaci a

stanoveni vSech ¢tyf sledovanych SCFA ve vzorcich psi a lidské stolice.
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3 MOBILIZACE MARKERU ELEKTROOSMOTICKEHO TOKU

Z jistého uhlu pohledu muze mit velka flexibilita CE i své stinné stranky. Jednou
Z nich je n¢kdy problematicka opakovatelnost mobility elektroosmotického toku, jejiz
hodnota siln¢ zavisi na hodnot€ zeta-potencidlu. Ta je uzce spjata se stavem vnitini stény
kapilary. Povrchové jevy, jako je sorpce slozek matrice vzorku nebo i samotnych analyta,
mohou mobilitu EOF vyrazné ovliviiovat. Pro fadu aplikaci je proto zasadni pfesné
stanovit migracni ¢as latek se zcela nulovou vlastni mobilitou, které se kapilarou pohybuji
pouze vlivem elektroosmotického toku, piipadné toku generovaného tlakovym rozdilem
mezi obéma konci kapilary. Stanoveni ptesné hodnoty mobility EOF je zasadni nejen pro
analytické aplikace, ale také pfi stanoveni konstant stability komplexti a dalSich fyzikalné
chemickych métenich [79, 80]. Nejcastéji pouzivané metody jsou zaloZeny na piidavku
neutralnich markerd do vzorku [81, 82]. Tato méfeni jsou zaloZena na predpokladu, Ze
markery se pohybuji kapilarou piesné rychlosti EOF. Jak ukdzaly nase studie, tento
pfedpoklad nemusi vzdy platit, jelikoz i neutrdlni latky mohou vlivem interakci se
slozkami zakladniho elektrolytu ziskat jistou mobilitu. Pfi méfeni velmi malych mobilit
muze chyba zplisobend nenulovou mobilitou markeru hrat vyznamnou roli.

Na potize s presnym stanovenim rychlosti EOF jsme narazili pfi méfeni vlivu
anorganickych a malych organickych iontd na chovani a elektroforetickou mobilitu
biomolekul ve spolupraci se skupinou prof. Mgr. Pavla Jungwirtha, DrSc. z Ustavu
organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky [83-86]. V ramci jedné ze
studii (PFiloha 1X) jsme se pokouseli sledovat interakci N-methylacetamidu (NMA) jako
jednoduchého modelu peptidové vazby sionty soli Hofmeisterovy fady v zajmu
objasfiovani jevi vsolovani a vysolovani proteinii na zaklad¢ interakci iontd soli
s peptidovou pateti proteint. Interakce NMA s ionty se méla projevit velmi nizkou, avsak
nenulovou elektroforetickou mobilitou NMA.

Pfitom pii pouziti dimethylsulfoxidu (DMSO) a thiomocoviny (TUR) jako
neutrdlnich markeri EOF jsme ziskali mobility NMA s opa¢nym znaménkem a pfii
experimentu, ve kterém jsme do kapilary nadavkovali vSechny tfi latky najednou, doslo

K jejich Gplné separaci, jak je patrné z Obr. 17.
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Obr. 17 Separace tfi neutralnich latek, dimethylsulfoxidu, N-methylacetamidu a thiomocoviny v zakladnim
elektrolytu slozeném ze smési acetatového pufru o pH = 5,5 a methansulfonatu sodného. Vinova délka

detekce 200 nm (Cerna ¢ara), 214 nm (Cervena ¢ara), 254 nm (modra cara).

Prestoze mobilizace neutralnich molekul byla jiz diive pozorovana, jednalo se o
specifické pfipady, kdy neutralnimi analyty byly napiiklad polymery [87] nebo
antibiotika [88]. Na druhé strané byla pozorovana mobilizace malych neutralnich molekul
pouzivanych jako markery EOF v systémech se sulfatovanymi cyklodextriny [89].
Moznost interakce malych neutralnich markert EOF s béznymi anorganickymi a malymi
organickymi ionty vSak predpokladana nebyla. V nasi praci jsme poukézali na tento
opomijeny problém. Provedli jsme sérii méteni relativni elektroforetické mobility NMA
vuci TUR v zékladnich elektrolytech sloZzenych z acetatovych pufri s rliznymi kationty a
v zékladnich elektrolytech slozenych ze smési sodnych soli riznych anionti a
acetatového pufru. Bylo zji§téno, Ze kationty Ca®*, Mg?* a Li* mobilizuji NMA vi¢i TUR
v kladném sméru. Pufr s Na* neumozfiuje separaci obou latek a pufr obsahujici Cs* vede
naopak k mobilizaci NMA vi¢i TUR v zaporném sméru. Co se tyce aniontfl, SOs2
mobilizovaly NMA vyrazné pozitivné viuci TUR, F, CI” a CH3SOs3™ vedly rovnéz ke
kladné, avSak méné€ intenzivni mobilizaci. Na druhé stran€ ClO4~ zptlsobily mobilizaci
negativni. Tyto experimenty byly doplnény simulacemi molekulové dynamiky, které
nabidly pohled na rozlozeni iontl zékladniho elektrolytu v okoli studovanych neutralnich
latek. Z porovnani vysledki experimentd a simulaci bylo ziejmé, Ze vyznamnou roli
v mobilizacnich efektech hraji struktury neutrdlnich markert, které obsahuji Casti
s povrchem spise hydrofobnéjsiho charakteru a ¢asti s povrchem spise hydrofilngjsiho

charakteru. Naptiklad velka a pouze slabé polarni karbothionylova skupina v TUR vaze
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velké kationty spiSe nez malé, na rozdil od malé a polarngjsi karbonylové skupiny v NMA

a sulfinylové skupiny v DMSO.
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Obr. 18 Struktury markeri EOF a jejich strukturnich analogt ze studie v Pfiloze X. Zobrazeny jsou pouze

latky diskutované v této praci.

Nasledné jsme provedli systematickou studii mobilizace 11 latek pouzivanych jako
markery EOF a jejich analogii (struktury latek diskutovanych v této praci jsou uvedeny
na Obr. 18) v acetatovém pufru se sodnym, lithnym, amonnym, hofecnatym a vapenatym
kationtem (PFiloha X). Pro méfeni velmi malych mobilit jsme vyuzili flexibilitu CE a
kombinovali jsme elektroforetickou migraci s mobilizaci zon tlakem. Stejny postup byl
vyuzit i v ptedchozi studii (PFiloha IX). Obr. 19 znazornuje postup experimentu. Nejprve
byla do kapildry davkovdna smés studovaného markeru a TUR jako referencniho
markeru. Zona byla zasunuta tlakem do kapilary, aby v pfipadé migrace k anodé nedoslo
k tiniku zony markeru nebo TUR vstupnim koncem z kapilary. Nasledné bylo vlozeno
elektrické napéti po dobu 60 minut, aby bylo mozné méfit velmi malé mobility
s piijatelnou spolehlivosti. Béhem téchto 60 minut se vSechny zony pohybovaly spole¢né
rychlosti zbytkového EOF, ktery byl v§ak velmi nizky diky pouziti kyselého BGE o pH =

4,5. Pii tomto pohybu se od sebe zény markeru a TUR navzajem separovaly vlivem jejich
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Obr.19 Schematické zndzornéni pribéhu experimentdi méfeni relativni mobility markeri

elektroosmotického toku a jejich strukturné piibuznych latek v rameci studii v Priloze IX, X a XI.
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mobilizace interakcemi se slozkami zakladniho elektrolytu. Po vypnuti napéti byla na
vstupni konec kapilary nadavkovana jesté jedna zéona TUR, kterd slouzila k méteni
rychlosti tlakové mobilizace. Nasledné byly vSechny zony vytlaceny z kapilary skrz
detektor, ktery je zaznamenal. Ukazkovy zaznam detektoru z tohoto typu experimentu

spolu s popisem obsazenych informaci je zobrazen na Obr. 20.
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Obr. 20 Ukazka zaznamu detektoru pii méfeni relativni mobility markera elektroosmotického toku a jejich
strukturné piibuznych latek v ramci studii v Priloze IX, X a XI. Pribéh experimentu je schematicky

znazornén na Obr. 19.

Ze ziskanych hodnot relativnich mobilit studovanych latek va¢i TUR jsme vypozorovali
nekolik trendd, které mohou slouzit jako voditko pro volbu optimélnich kombinaci
zakladniho elektrolytu a markeru EOF. Konkrétné jsme pozorovali vliv velikosti a naboje
kationtu zakladniho elektrolytu, ktery je dobie patrny na relativni mobilit¢ DMSO.
Z Obr. 21 je zfejmé, ze relativni mobilita DMSO, a tedy jeho pozitivni mobilizace vici
TUR, klesa ve skupinach periodické tabulky s rostoucim iontovym polomérem od Li*
(iontovy polomér 59 pm) k Na* (iontovy polomér 102 pm) a od Mg?* (iontovy polomér
72 pm) k Ca?* (iontovy polomér 100 pm) [90]. Relativni mobilita DMSO naopak roste

v periodach vlivem zvétiujiciho se naboje iontti od Na* k Ca?*.
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Obr. 21 Vliv velikosti a naboje kationtu zakladniho elektrolytu na relativni mobilitu dimethylsulfoxidu

vztazenou k mobilit¢ thiomocoviny.

Druhym vyraznym trendem, ktery byl pozorovan, je vliv miry methylace molekuly
neutralniho markeru. Ten je patrny ve skupiné amida (Obr. 22). Vodik vazany na
amidovém dusiku mize tvofit vodikové vazby s acetdtovym aniontem pfitomnym
v zakladnim elektrolytu. Parcialni zaporny naboj na atomech kysliku naopak umoznuje
interakci molekuly s kationty zakladniho elektrolytu. Jak je patrné na Obr. 22, substituci
atomu vodiku na dusiku methylovou skupinou (formamid - N-methylformamid - N,N-
dimethylformamid) klesa parcialni zaporny naboj atomu dusiku, jelikoz methylové
skupiny nejsou tak pozitivni jako atom vodiku vazany ptimo na dusik. Méni se také pomér
polarniho a nepolarniho povrchu molekuly. Nadto je kyslikovy atom amidu s rostouci
methylaci vice stéricky branén a tim padem je méné pfistupny pro kationty BGE.
S rostouci mirou methylace tak pozitivni mobilizace markeru klesa. Ve dvojici N-
methylacetamid — akrylamid je methylova skupina NMA nahrazena vinylovou
v akrylamidu. Vyssi elektronova hustota dvojné vazby v kombinaci s nemethylovanym
amidovym dusikem akrylamidu vedou k jeho silnéj$im interakcim s kationty, a tedy
pozitivngj$i mobilizaci. V pfipadé thiomocCoviny nezpisobila methylace na N-
methylthiomocCovinu Zadnou zménu mobility, coz naznacuje, ze absolutni mobilita

thiomocoviny jako referenéniho markeru je velmi nizka.
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Obr. 22 Vliv miry methylace studovanych amidt na jejich mobilizaci kationty zakladniho elektrolytu.

V grafu jsou vyneseny relativni mobility amidl vztazené k mobilité thiomocCoviny.

Vyraznou zménu V relativni mobilité zpisobilo nahrazeni atomu siry v DMSO za
atom uhliku v acetonu. Atom siry je vyrazné vétsi a jeho volné elektronové pary rovnéz
zpisobuji zménu geometrie molekuly. Zatimco aceton je planarni, DMSO nikoli. To ¢ini
strukturu DMSO otevienéjsi a atomy siry a kysliku jsou v ném vice vystaveny kationtim
BGE. Na druhé strané struktura acetonu je vyrazné kompaktnéjsi a vetsi ¢asti jeho
povrchu jsou nepolarni. Vlivem toho vykazuje DMSO vyrazné vétsi pozitivni mobilizaci
nez aceton.

V nasledujici studii (PFiloha XI) jsme se vénovali vlivu aniontl zakladniho
elektrolytu. Mé&fili jsme relativni mobilitu markerd vi¢i TUR v zakladnich elektrolytech
sloZzenych ze sodné soli studovaného aniontu a acetatového pufru o pH 4,5. | vtomto
ptipad¢ byl dobie patrny vliv methylace markeru, konkrétné v piipadé chloristanu (Obr.
23). Z obrazku je patrné, Ze S rostouci mirou methylace markeru piechazela postupné
relativni mobilita z kladnych do zapornych hodnot. Nariistajici nepolarni povrch
molekuly spolecné se stérickym branénim odstifioval pozitivné mobilizujici vliv kationtti
BGE. Naproti tomu chloristan, ktery vykazuje afinitu jak k polarnim, tak k nepolarnim
¢astem molekul, s rostouci methylaci intenzivnéji mobilizoval markery v negativnim
sméru. Kromé toho jsme pozorovali, Ze zédkladni elektrolyt sloZzeny z chloridu sodného a
octanového pufru vykazuje pozitivnéjsi mobilizaci markeru nez ¢isty octanovy pufr, trend
ve srovnani rdznych markerd je vSak u obou elektrolyti podobny. V souladu
s pozorovanim z PFrilohy IX bylo i zde zjiSténo, Ze siran interaguje s markery velmi slabg,
vSechny markery vykazovaly v zdkladnim elektrolytu zalozeném na siranu podobnou,

pomérné vysokou pozitivni relativni mobilitu viaci TUR.
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Obr. 23 Vliv miry methylace studovanych amidi na jejich relativni mobility vztaZené k mobilité

thiomocoviny Vv zakladnim elektrolytu obsahujicim chloristan sodny a acetatovy pufr o pH = 4,5.
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4  ZAVER

Ackoli kapilarni elektroforéza neni nejrozsirenéjsi analytickou separa¢ni metodou a
tam, kde je to mozné, davaji uzivatelé Casto prednost vysokoucinné kapalinové
chromatografii, jedna se o metodu rychlou, Gspornou a Setrnou k Zivotnimu prostiedi,
ktera diky jednoduchosti a flexibilit¢ svého experimentalniho uspoiadani nabizi Siroké
spektrum netradi¢nich aplikaci, at’ uz pro oblast zakladniho a aplikovaného vyzkumu,
nebo pro rutinni analyzu. Takové specialni aplikace jsou piitom V kapalinové
chromatografii jen obtizné realizovatelné ¢i zcela nerealizovatelné. V této praci jsem na
ptikladech jedenacti publikaci, vychazejicich z mé vyzkumné Cinnosti v letech 2013-
2021, ilustroval n¢které z téchto méné béznych aplikaci a ptistupt.

Jednou z vyhod, které kapilarni elektroforéza nabizi, je moznost zvyseni citlivosti
stanoveni o nékolik fadl prostrednictvim zesileni intenzity elektrického pole v zoné
davkovaného vzorku. Tento pfistup jsme vyuzili pro stanoveni dusitani a dusi¢nanti
v pitné vodé (Priloha I). V kapilarni elektroforéze nadto existuje nékolik zpusobi
mobilizace zon, které 1ze navzajem kombinovat. To umoziiuje miseni zon riznych latek
piimo V kapilate, a to bud’ prostiednictvim elektroforetické migrace, coz jsme uplatnili
pii studiu vzajemné interakce heparinu a tetraargininu (P¥iloha II), nebo prostfednictvim
difuze, coz ilustruji na prikladech studia enzymové aktivity S-N-acetylhexosaminidasy
(P#iloha 111) a vyvoje metody pro hledani inhibitorti a-amylasy (P¥iloha IV). MozZnost
které je zasadni vyhodou pfi rutinnim analytickém vyuziti metody. Ptikladem takové
aplikace je soucasné stanoveni protaminu a insulinu v injekéni suspenzi NPH insulinu
(Priloha V). Druhym piikladem je stanoveni fytokanabinoidd, které bylo vyuzito pfi
hodnoceni hluboce eutektickych rozpoustédel jako ¢inidel pro extrakci fytokanabinoida
z rostlinného materialu (PFiloha VI). Tretim ptikladem praktického vyuziti separace na
kratkém konci kapilary je stanoveni glukosy, fruktosy a sacharosy, které bylo vyuzito ke
studiu hydrolyzy sacharosy pii ptipravé sirupu ze smetanky lékarské (PFiloha VII) nebo
pii stanoveni sacharidi obsazenych v nektaru z kvétd v ramci studie jejich vlivu na
atraktivitu kvéti pro opylovace. Posledni vyhodou kapilarni elektroforézy, které byla
vénovana pozornost, je moznost vyuziti nepfimé UV detekce. Ta nam poslouzila pii
stanoveni niz§ich mastnych kyselin ve stolici (P¥iloha VIII).

Charakteristické rysy kapilarni elektroforézy s sebou pfinaseji i jisté potize spojené

s elektroosmotickym tokem a jeho omezenou reprodukovatelnosti. K probadani této
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problematiky jsme pfispéli tiemi studiemi poukazujicimi na moznou nespolehlivost
meéfeni rychlosti elektroosmotického toku zalozeného na sledovani migracniho ¢asu
neutralniho markeru. V prvni z nich jsme poukazali na to, ze i latky bézn¢ pouzivané jako
markery elektroosmotického toku mohou vlivem svych interakci s anorganickymi a
malymi organickymi ionty béZné obsazenymi v zdkladnich elektrolytech ziskat jistou
elektroforetickou mobilitu (Pfiloha IX). V dalSich dvou studiich jsme systematicky
studovali rizné kombinace markeru s kationty (P#iloha X) a anionty (Piiloha XI)
obsazenymi v zakladnim elektrolytu a hodnotili jejich vliv na pozorovanou mobilitu.
Jsem presvédcen, Ze experimentilni pfistupy popsané Vtéto praci, vcetné
praktickych ptikladu jejich vyuziti, dokladaji nezastupitelnou roli kapilarni elektroforézy
Vv analytické chemii. Véfim, Ze 1 v budoucnosti bude tato metoda predmétem
dynamického rozvoje a bude piindSet dalSi az necekané prostd a elegantni feSeni
vyzkumnych i praktickych problémi, ktera by byla v jinych separacnich metodach jen
obtizné realizovatelnd. V nasi laboratofi se timto smérem ubirame. V soucasnosti mimo
jiné pracujeme na moznostech online derivatizace sacharidi pro kapilarni elektroforézu
s fluorescenéni detekci, ktera bude slouzit pro separace a stanoveni velmi nizkych
koncentraci glykand v biologickych vzorcich. Takovy typ analyz bude ptinosem v rychle
se rozvijejicich oblastech glykoproteomiky a biologickych 1é¢iv. Druhym piikladem
nasich soucasnych vyzkumnych aktivit, které vyuzivaji specifickych vlastnosti kapilarni
elektroforézy, je studium enkapsulace farmaceuticky vyznamnych latek do liposomt a
jejich nasledné uvoliovani. Zde muze kapilarni elektroforéza vyznamné ptispét na poli
cileného transportu a uvolfiovani 1éCiv v organismu, coz je jeden z vyraznych trendu

soucasného vyzkumu.
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