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SEZNAM ZKRATEK
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Analyza biologicky aktivnich litek je neobycejné rozsahlé a slozité pole. Zasahuje
do mnoha oblasti lidského zivota. Bez spolehlivych analyz se neobejde vyzkum ani
rutinné provadéna méfeni v biologii, kontrole Zivotniho prostiedi, lékaiské C¢i
veterinarni praxi. S rozSifovanim naSich znalosti o zakonitostech Zivota roste pocet
hodnot, které¢ je tfeba urcit a zvysuji se naroky na kvalitu stanoveni a jejich aplikacni
flexibilitu. To vSe, spolu se specializovanymi naroky zadavatelti analytickych méfeni
Z nejraznéjSich obort lidské aktivity, vede ke stale vétSimu tlaku na zdokonalovani
analytickych technik a na zjednoduSovani jejich aplikace [1]. Vyjimkou neni ani
farmaceutickd analyza, ktera také celi vySe zminovanym néarokiim, to vSe navic

pod drobnohledem regulujicich autorit.

Nezastupitelné misto v analyze biologicky aktivnich latek a tedy i ve farmaceutické
analyze maji chromatografické metody. Nejvétsi aplikacni Sifi z nich pak ma na tomto
poli vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Je to piedevs§sim z toho
divodu, Ze se svou podstatou jednd o separacni metodu umoziujici kvalitativni
| kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési [2]. Od svého vzniku az dodnes
prosla HPLC mohutnym rozvojem. Pii vhodné volbé detekce, separacni instrumentace
a podminek Ize sjejim vyuzitim dosahnout vysoké separacni ucinnosti a citlivosti
v ramci jedné, relativné rychlé, analyzy. Je to metoda prvni volby jak ve farmaceuticko-
analytickém vyzkumu a vyvoji novych 1é€iv a lé¢ivych piipravkd, pii kontrole a jisténi
jejich jakosti tak i v bioanalytickych studiich 1é¢iv a dalSich biologicky aktivnich latek.
Ty se totiz obvykle nevyskytuji samostatné jako chemicka individua, ale ¢asto byvaji
soucasti slozitych smési (pfirodni surovina, lékova forma, télni tekutina ¢i tkan).
Stanoveni v takto komplikované matrici obvykle neni mozné provést pifimo pouze
po prevedeni vzorku do roztoku. VétSinou je nutné oddélit stanovovanou slozku
od ostatnich, mnohdy interferujicich, komponent, coz je pfesné¢ prostor pro potencial

vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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Tato disertaéni prace je smérovana do oblasti vyuziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie v kombinaci se selektivnimi zpisoby detekce pfi analytickych studiich

vybranych biologicky aktivnich latek.

Disertacni prace je roz¢lenéna do dvou zakladnich celkll - teoretické a experimentalni
¢asti - a ma nize uvedené dil¢i cile:

e v teoretické Ccasti disertatni prace predlozit struény piehled informaci
0 vysokoucinné kapalinové chromatografii a dale vénovat pozornost oblastem
instrumentalni analyzy, které maji bezprostfedni vztah k experimentélni ¢asti této prace.
Ukolem tedy bylo shrnout poznatky tykajici se vyznamu a postaveni hmotnostni
spektrometrie a  elektrochemickych  analytickych metod se  zaméfenim

na elektrochemicka méteni v priutokovych systémech a na méteni coulometricka.

e porovnat chromatografické vlastnosti ¢ty riznych typt chromatografickych
kolon pfi jejich testovani ¢tyfmi riznymi redlnymi smésmi biologicky aktivnich latek
na zakladé¢ chromatografickych parametri a ndsledné¢ vybrat nejlepsi podminky

pro separaci jednotlivych testovanych skupin.

e vyvinout a validovat SPE a HPLC metodu vhodnou pro stanoveni osmi
chinolonti pfitomnych v prase¢i plasmé. Vyvinutou a validovanou metodu aplikovat
na stanoveni enrofloxacinu ajeho majoritniho metabolitu ciprofloxacinu v realnych

vzorcich praseci plasmy.

e vyvinout vhodné chromatografické podminky pro separaci biotinu v pfitomnosti
vybranych vitamini a soucasné vyvinout optimalni podminky pro coulometrickou
detekci. Nasledné metodu validovat a aplikovat na stanoveni biotinu v lékovych

pfipravcich.
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3.1. Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

3.1.1. Zakladni principy vysokoucinné kapalinové chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je v soucasné dobé jednou
Z nejprogresivnéji rozvijejicich se analytickych technik. Diky svym cetnym vyhodam,
jako je napft. rychlost, pfesnost a citlivost analyzy, nizkéd spotieba vzorku ¢i moznost
automatizace, ma dominantni postaveni i Ve farmaceutické analyze. Navic
oproti plynové chromatografii neni limitovana teplotni nestalosti vzorkd ¢i nutnosti
derivatizace netékavych analytl, coz jsou vlastnosti velkého mnozstvi 1éciv. Dalsi
prednost spocivd v moznosti separace a nasledné identifikace a kvantifikace v ramci

jedné analyzy [3, 4].

Chromatograficky proces separace je =zalozen na mnohondsobném ustavovani
dynamické rovnovahy casti analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi
fazemi, stacionarni a mobilni. Interakce analytu s mobilni a stacionarni fazi jsou
v HPLC systému zaloZeny na mechanismech adsorpcnich a rozdélovacich rovnovéh,
vyméné iontd, vytésnovani nebo stereochemickych interakcich [5]. VétSinou se
pri separaci uplatiuje nékolik vyse zminénych dé&ji, nejcastéji se vSak jedna

0 adsorpcné - rozdélovaci princip.

Identifikacni charakteristikou latky je za presné stanovenych chromatografickych
podminek jeji retencni Cas. Ke spolehlivé identifikaci je vSak zapotiebi informace
chovani latky. Pro kvantifikaci latek slouzi vyska piku nebo plocha piku pod kiivkou.
Kvantifikace latek se provadi za pouziti vnitiniho ¢i vnéjSiho standardu, normalizaci

z plochy nebo kalibra¢ni metodou [3, 4].

3.1.2. Moderni HPLC instrumentace

Zakladni sestava kapalinového chromatografu se sklada z pumpy, injektoru,
chromatografické kolony, detektoru a zaznamenavaciho zafizeni (obr. 1). Vedle téchto

¢asti obsahuji dneSni chromatografické systémy jesté prvky usnadiujici a zefektiviiujici
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praci s nimi. Nasledujici stat’ bude vénovéna jednotlivym komponentdm kapalinového

chromatografu.

davkovaci
zarizeni

rimmmem..____ Uetektor |
-~ -"‘-‘-"--. -Ll_i L

chromatograficka
kolona

zasobniky ) ‘-‘\ a
mobilni vysokotlake ~—
faze cerpadlo

programovaci
jednotka

Obr. 1: Schéma kapalinového chromatografu [3]

Zasobniky mobilni faze jsou nejcastéji sklenéné lahve, vyrobei vétSinou opatiené
specialnimi uzavéry, aby se zamezilo odparu mobilni faze do okoli. V dnesni dobé neni

vyjimkou chromatograf se tyimi zdsobnimi lahvemi na slozky mobilni faze [4].

Degassery slouzi k pribéznému odplynovani mobilni faze, ¢imZz se minimalizuje
nestalost jejiho toku. Jedna se o tenké trubice z porézniho materidlu umisténé
ve vakuovém prostoru. Plyn obsazeny v mobilni fazi prochazi sténami do vnéjSiho

prostoru.

Pumpy jsou jednim z nejpotiebnéjsich zatizeni v moderni HPLC instrumentaci, protoZe
zajistuji kontinudlni pritok mobilni faze chromatografickym systémem. Jsou na né
kladeny vysoké naroky na udrzeni konstantniho bezpulsniho toku, ktery je klicovy
pro reprodukovatelnost kvalitativnich 1 kvantitativnich métfeni. V dneSni dobé& se
pouzivaji pifedevsim pistova Cerpadla vyrobend z velice odolnych materidlt, ktera jsou
fizena elektronicky. Moderni pumpy umoziuji priatoky od 0,01 do 10 ml/min s pulsaci

nizsinez 1 % [4].

Davkovaci zafizeni zajistuje nastiik kapalného vzorku v rozsahu od 0,1 do 100 pl
s vysokou reprodukovatelnosti a v prostiedi s vysokym tlakem. Davkovani vzorku mize
probihat manualné¢ za pouziti rheodyne injektoru, modernéji vSak pomoci

automatického davkovace neboli autosampleru, ktery byva termostatovany
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a programovatelny, a ktery umoziuje oplach davkovaciho zatizeni, ¢imz minimalizuje

nebezpeci kontaminace dalsiho vzorku predchozim [4].

Chromatografické kolony a sorbenty jsou podstatou celého separa¢niho procesu.
HPLC kolony jsou obvykle nerezové trubice naplnéné sorbentem piedstavujici
staciondrni fazi. B&zné komeréné dostupné analytické kolony jsou v délce
od 5 do 25 cm, s vnitinim primérem od 1 do 5 mm a s velikosti ¢astic od 1,8 do 5 um.
Vedle vySe zminénych rozméri jsou vlastnosti chromatografickych kolon dany
predevsim typem pouzitého sorbentu, zptisobem navazani a druhem funkénich skupin,
distribuci velikosti ¢astic, velikosti pord a povrchu sorbentu. Sorbenty Ize nasledovné
tiidit [4]:

e stacionarni faze na bazi silikagelu. Silikagel je v soucasnosti nejpouzivanéjsim
nosicem. Ve své nemodifikované podobé& nalezl uplatnéni v systému tzv. normalnich
fazi a nové@ji také v tzv. kapalinové chromatografii s hydrofilnimi interakcemi (HILIC).
HILIC je novym trendem v oblasti kapalinové chromatografie. Jednd se svym
zptisobem o verzi chromatografie na normalnich fazich s tou vyhodou, Ze se pouzivaji
rozpoustédla misitelnad s vodou. Mobilni faze pro HILIC je z vice neZ z 80 % organicka,
zbytek je vétsinou vodny. HILIC je zalozena jednak na rozd€lovacich principech, kdy
se analyt rozdéluje mezi vodnou vrstvickou, ktera je naadsorbovana pii povrchu
silikagelu, a mezi organickou fazi. Dale se pii HILIC uplatiiuje 1 iontov€é vyménny
princip. Vysledkem je mnohem silnéjsi retence pro vysoce polarni latky neZ pii pouZiti
RP-HPLC. Jak bylo jiz naznaceno, metoda je vhodna pro vysoce polarni latky, které
nejsou na RP-HPLC dostate¢né zadrzovany a separovany [6]. V analyze 1éCiv je vSak
dominantné pouzivan silikagel modifikovany, pouzivany pii separacich v systému
reverznich fazi (RP-HPLC). Modifikace lze provadét fyzikalné (hydrotermalné) ci
chemickymi reakcemi na volnych silanolovych skupinach. Nej€astéj§imi modifikacemi
je navazani alkylového fetézce (Cg nebo Cig). Existuji ale také sorbenty modifikované
fetézci ¢i skupinami C4, C;, fenylovymi, diolovymi, CN, nebo NHj. Pro specialni
ucely lze pouzit méné tradicni sorbenty S pentafluorofenylpropylovymi
a palmitamidopropylovymi fetézci. Silikagel lze také modifikovat latkami s povahou
katexti ¢i anext, které jsou nasledné pouzivany pfiiontové vyménné chromatografii.
Po chemické modifikaci zlstavaji nékteré silanolové skupiny volné, coZz muze
zpusobovat problémy pii jejich pouzivani, a to ve smyslu interakce s analytem. Tomuto

fenoménu lze zabranit napf. tzv. endcappingem neboli navazadnim kratSich fetézcl
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na volné silanolové skupiny. Nevyhodou predevsim starSich kolon na bazi silikagelu je
jejich nestalost pfi pH <2 a pH > 8§, pfi vysokych teplotach ¢i pii pouziti mobilnich fazi
s vysokym obsahem vody [4].

e stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého. Oxid zirkoniCity lze pfipravit
ve form¢ monodisperznich poréznich kulovych castecek, které v mnoha piipadech
vykazuji srovnatelnou uc¢innost jako silikagelové ¢astice stejnych rozmérd. Materidly
nabazi ZrO, maji vynikajici pH stabilitu v rozsahu 1 az 14 a vysokou tlakovou
i tepelnou odolnost, takze je lze vyuzit i pro rychlé separace pii vysokych teplotach
(i nad 100 °C). Na rozdil od silikagelu nejsou na povrchu silanolové skupiny, ale je zde
piitomnost center charakteru silnych Lewisovych kyselin. Nemodifikovany ZrO, lze
pouzit pro separace v systémech s normdalnimi fazemi, Castéji se vSak pouziva ZrO;
S povrchem pokrytym polybutadienem nebo tenkou vrstvou pyrolyticky vylouceného
uhliku, které Ize piipadné modifikovat i zavedenim Cig alkyll pro separace v systémech
s obracenymi fazemi. Selektivita zirkoniovych stacionarnich fazi je odlisna
od alkylsilikagelovych fazi, ¢asto umoziuje lepSi separace stercoisomerd a silné

poléarnich latek [7].

e dalSi pouZivané stacionarni faze zahrnuji polymerni stacionarni faze, které
jsou nejcastéji na bazi styren-divinylbenzenovych kopolymeri. Vyhodou je jejich
vynikajici mechanicka, teplotni 1 chemicka stabilita a vzhledem k absenci silanolovych
skupin nulové interakce s bazickymi latkami. BohuZel maji niZsi, pfiblizné tfetinovou,
ucinnost oproti kolondm na bazi silikagelu [7]. DalSimi zastupci jsou staciondrni faze

tvofené grafitizovanym uhlikem ¢i oxidem hlinitym.

e Vvedle vySe zminénych klasickych ¢asticovych kolon existuji tzv. monolitické
kolony, které disponuji vyhodnymi hydrodynamickymi vlastnostmi za vysokych

pritokt, ¢imz lze dosahnout urychleni analyzy.

e Specialnim druhem sorbentl jsou chiralni stacionarni faze. Jedna se o vétSinou
inertni silikagelovy nosi¢, ktery je modifikovan pfirodnimi nebo syntetickymi selektory,
jako polysacharidy (derivaty celulosy, amylosy, Skrobu a cyklodextriny), proteiny

(albumin, orosomukoid, ovomukoid, avidin), tzv. Pirklovymi fazemi, makrocyklickymi
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antibiotiky (vankomycin, avoparcin, teicoplanin nebo ristocetin A) ¢i makrocyklickymi

polyethery tzv. crown ethery (syntetické selektory) [8].

Detektory monitoruji latky vychazejici z kolony obsazené v mobilni fazi. Vystupem
detektoru je elektricky signdl, ktery je umérny koncentraci latky pfitomné v eluétu,
aktery je dale vyhodnocovan. Vybér detektoru je kliCovym faktorem dosazitelné
citlivosti a selektivity. Bez ohledu na druh by mél detektor splnovat nasledujici
vysokou citlivost, nezavislost odezvy detektoru na zméné vnéjSich podminek jako
napf. teplota, slozeni mobilni faze atd., nizky Sum zdkladni linie, rychlou odezvu, nizky
mrtvy objem, moZznost pouziti gradientu, moznost poskytnuti strukturdlnich informaci
o0 analytu, nedestruktivnost, spolehlivost, jednoduchost manipulace a pfimétenou cenu.
Je vSak ziejmé, ze zadny existujici detektor vSechny tyto pozadavky zcela nesplituje
[4, 8].

e UV/VIS detektory patii mezi nejvice pouzivané HPLC detektory, registruji
absorpci eluatu protékajiciho kyvetou. Jedna se o detektor selektivni, detegujici pouze
latky absorbujici v ultrafialové (UV) nebo ve viditelné (VIS) oblasti svételného zafeni,
tedy latky obsahujici chromofory. Vyhodnoceni signalu probih4 na zdkladé Lambert -
Beerova zakona. Citlivost dosahuje 10 -10" g/ml, je vSak ovlivnéna molarnim
absorpcnim koeficientem analyzovanych latek a také chromatografickymi podminkami.
Podle konstrukce jsou detektory schopny méfit piijedné pevné nastavené nebo
libovolné meénitelné vinové délce. Pfistroje oznaCované jako detektory s diodovym
polem (DAD, PDA) umoziuji snimani celého spektra, coz muze poslouzit k odhaleni

koeluce pikt ¢1 jako podplirna data pti identifikaci latek [4].

¢ Fluorimetrické detektory jsou citlivé a selektivni detektory. Jejich citlivost se
pohybuje v rozsahu 10 - 10™ g/ml, proto jejich pouziti spada predevsim do oblasti
stopovych analyz. Jejich selektivita je zpiisobena faktem, Ze pouze malé mnozstvi latek
ptirozené fluoreskuje. Latky s urcitymi funkénimi skupinami (fluorofory) jsou schopny
v cele detektoru absorbovat elektromagnetické zatfeni, tzv. primarni zareni, ¢imz se
molekuly latky dostavaji do excitovaného stavu. Pfi pfechodu do stabilnéjSiho stavu
0 niz§i energii uvoliuji energii ve formé emise zafeni, tzv. sekundarni zafeni.

Emitované zafeni ma mensSi energii nez zafeni primarni. Fluorescencni detekci lze
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pti absenci fluoroforu také uskute¢nit po predchozi derivatizaci napi. dansylchloridem
[4, 9].

¢ Elektrochemické detektory jsou detektory detegujici elektrochemicky aktivni
latky. Jejich citlivost je 10°-10"g/ml. Elektrochemickym detektoriim
v pritokovych systémech je vénovana kapitola 3.2.2., elektroanalytickym metodam

obecné pak kapitola 3.2.

e Vodivostni detektory jsou nejcastéji pouzivany jako detektory pii iontové
vyménné chromatografii. Méfi se vodivost eluatu a pfitomnost analytu je zaznamenéana

jako zména vodivosti [4].

¢ Refraktometrické detektory registruji zmény indexu lomu protékajici mobilni
faze unasejici analyt. Jedna se sice o univerzalni detektory, ale jejich citlivost je pouze
10 g/ml. Jejich dalsi limitaci je teplotni zavislost odezvy a s tim souvisejici nutnost

piesného termostatovani [4].

e Hmotnostni detektory jsou vysoce citlivé a univerzalni detektory, které vedle
kvantifikace poskytuji cenné strukturalni informace o analytu. Hmotnostni detekci je

vénovana kapitola 3.1.

e Evaporative Light Scattering detektory (ELSD) jsou vhodné pro latky, které
ve své molekule neobsahuji chromofor, fluorofor ¢i nejsou elektrochemicky aktivni.
Ptivstupu do ELSD je mobilni faze nebulizovana a nasledné odpatena. Analyt

postupuje dale do detektoru a je detegovan na principu rozptylu svétla [4].
e Vedle vyse zminovanych detektort, se ve spojeni s kapalinovou chromatografii
pouzivaji napt. i1 detektory vyuzivajici IR spektrofotometrii ¢i nuklearni magnetickou

rezonanci (NMR).

Vyhodnocovaci zatizeni, které je v dneSni dobé soucasti kazdé nové HPLC sestavy,

zodpovidd za automatické fizeni systému a také usnadiiuje vyhodnocovani
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chromatografickych dat. Softwary se mirn¢ lisi dle vyrobce, nicméné vSechny by mély

umoznovat dodrzovani zasad spravnych praxi [4].
Mezi dalSi za¥izeni, které 1ze v HPLC sestavach nalézt patii nerezové ¢i PEEK kapilary

spojujici jednotlivé moduly, rizné filtry, kolonové termostaty, sbérace frakci, prepinace
kolon atd. [4].
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3.2. Hmotnostni spektrometrie

3.2.1. Zakladni principy hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd fyzikalné-chemicka metoda slouzici
k ptevedeni molekul na ionty, rozliSeni téchto iontt podle poméru hmotnosti a naboje
(m/z) a zaznamu relativnich intenzit jednotlivych ionti. Hlavni procesy probihajici
V hmotnostnim spektrometru jsou tedy ionizace vzorku, analyza vzniklych ionti a jejich
nasledna detekce. Jedna se o destruktivni, ale vysoce citlivou metodu s velmi nizkou
spotiebou vzorku. Metodu 1ze vyuzit k mnoha uceliim jako je identifikace neznamych
sloucenin, kvantifikace znamych sloucenin, objasfiovani iontd v plynné fazi, stanoveni
fyzikalnich a chemickych vlastnosti iontii a molekul. Metoda je formalné tfazena
mezi spektralni techniky, i kdyz podle své definice do této kategorie nepatii. Spektralni
techniky, jak je vSeobecn¢ znamo, méii rozdily energii mezi dvéma stavy. Technika MS
je mezi n¢ fazena pouze pro svou podobnost ziskanych zaznami, tzv. hmotnostnich

spekter, s jinymi spektry a podobné vyuziti v podobé strukturni analyzy [10, 11].

Hmotnostni spektrometr je iontové-opticke zatizeni, které se skldda ze tii hlavnich ¢asti,

kterymi jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor (obr. 2).

|
lontowy zdroj : Hmotnostnd Deteltor
Veorek 1| analyzator
= - » >
|
(walomimm) ! valomim

Obr. 2: Schéma hmotnostniho spektrometru [11]

Vedle téchto zakladnich ¢€asti, jsou pro chod spektrometru nutné jest€¢ nasledujici
komponenty. V ptipad¢ pifimého méteni, bez predchazejici separacni techniky, se jedna
predevsim o vstupni systém neboli sondu, zafizeni pro zavadéni vzorku do iontového
zdroje. PouZivaji se studené nebo vyhtivané zasobniky, vhodné&jsi pro tékavejsi vzorky
(plyny); sondy pro piimy vstup, uréené pro pevné a kapalné vzorky s nizsi t€kavosti.
Pro spojeni se separa¢nimi technikami (GC-MS, HPLC-MS) se pouzivaji specidlni
sondy liSici se v zavislosti na pouZité ionizacni technice. Dalsi velmi dillezitou soucasti
je vakuovy systém. Separace iontt v plynné fazi podle poméru m/z totiz probiha

zavysokého vakua (10°—10°Pa, v zavislosti na druhu analyzatoru). lontové
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wewvr

vakuum cca 107 - 10 Pa. I n&které, dnes jiz mén& pouzivané iontové zdroje, pracuji
za vysokého vakua. Vakuum, zabranujici koliznim srazkam s neutrdlnimi atomy, tak
zajistuje iontim dostate¢né¢ dlouhou stfedni drahu. Navic pii pouziti elektronové
ionizace by v pfitomnosti vzdu$ného kysliku doslo k pfepaleni odporového dratku
produkujici elektrony. Nov¢jsi ionizacni techniky vSak jiz pracuji za atmosférického
tlaku (ESI, APCI, APPI). Vakuum se vytvaii nékolikastupniovym ¢erpanim, k ¢emuz se
pouzivaji razné druhy vyvév. Obecné Ize pouzivané vyveévy rozdélit na transportni
a fixacni. Mezi transportni lze zatadit vyvévy rotacni olejové, membranové, spirdlové
a diftzni. Mezi fixa¢ni jsou fazeny vyvévy kondenzacéni, kryosorpéni atd. Dulezité je
| pfesné méfeni vakua s dostate¢nym rozsahem, citlivosti a minimalnim vlivem méfidla
na métené prostredi (zvyseni teploty, tvorba chemickych slou€enin napt. ve vybojich).
Jako zastupce vakuometrii 1ze jmenovat vakuometr odporovy, ioniza¢ni nebo vybojovy.

Nepostradatelna je iontova optika pro urychleni a fokusaci iontii a kone¢n¢ vykonova

elektronika a ridici jednotka [11 - 13].

3.2.2. lonizaéni techniky

Iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru slouzi k pfevedeni neutralnich molekul
analytu na nabité castice (ionty), které jsou ndsledné¢ analyzovany hmotnostnim
analyzatorem. loniza¢ni techniky lze podle dodané energie rozdélit na mékké a tvrdé.
Pro tvrdé techniky plati, Ze primarné vznikaji radikalkationty M"e, které vlivem velkého
prebytku vnitini energie molekuly, ziskané pfti ionizaci, podléhaji dalsi fragmentaci.
Jejim vysledkem muze v nékterych piipadech byt 1 chybéjici molekulovy ion.
U méekkych ionizacnich technik vznikaji v disledku ion-molekularnich reakci pouze
ionty se sudym poétem elektronii napt. [M+H]", [M+Na]*, [M+NH,]*, [M-H] a fada
dalSich iontii podle pouzité ioniza¢ni techniky. Nedostatek strukturnich informaci byva
nahrazovan kolizn& indukovanou disociaci v iontovém zdroji nebo s pouzitim MS"
technik. Jednotlivé ionizacni techniky lze podle jejich ,tvrdosti, tj. pfebytku jejich
vnitini energie vedouci k fragmentaci ionizované molekuly, orientacné setadit:

ESI<KMALDI<TSI<FAB/FIB<APCI<CI<EI [10, 11].
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Volba ioniza¢ni techniky (obr. 3) je odvisla od vlastnosti vzorku jakymi jsou tékavost,
polarita, tepelnd stabilita a molekulovd hmotnost, ktera ¢aste¢né souvisi s te¢kavosti.
Diulezitym hlediskem pro volbu ionizacni techniky je i fakt, zda se jedna o chemické
individuum nebo smés. Volit lze také polarita ionizace. Zaporné ionty poskytuji
predevsim sulfonové a karboxylové kyseliny, polyhydroxylované latky, zatimco kladné

ionty jsou zaznamenavany pro vétSinu latek [11].

100,000 -1

Electrospray lonization

10,000 ~

1000 ~

Molecular Weight

100 4

10 T
Nonpolar Very Polar

Polarity
Obr. 3: Moznost vyuziti ionizacnich technik ESI, APCI a APPI pro rizné analyty [11]

Elektronova ionizace (EI) je nejtvrdSi a nejstarSi ionizacni technika. Podminkou
zméfeni hmotnostnich spekter pomoci elektronové ionizace je dostateCnd t€kavost,
a protoze k ionizaci dochazi v plynné fazi bézné pfi teplotach 150 — 400 °C, zaroven
| termostabilita latky. Urychlujici potencial mezi katodou a anodou urcuje energii
elektroni a vyjadifuje se v elektronvoltech. Pro moznost vytvareni knihoven
asrovnavani spekter bylo nutné zvolit jeho ustdlenou a obecné platnou hodnotu.
Urychlujici energie byla zvolena 70 eV. Tim bylo dosazeno nejvyssi citlivosti, ale
jelikoZ se energie potfebna k ionizaci vétSiny organickych slouc¢enin nachdzi v rozmezi
7 - 16 eV, dochdzi ptebytkem wvnitini energie k masivni fragmentaci, piipadné
pretransformovani  molekuly a nasledné¢ fragmentaci. Fragmenty vzniklé

po transformaci molekuly nejsou pfizbézném pohledu na strukturu molekuly
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otekavany, ale mohou byt vyznamné pro identifikaci. Zhavena katoda (W nebo Re
vlakno) emituje elektrony, které jsou po pruchodu iontovym zdrojem zachyceny
na anod¢ (obr. 4). PfibliZzenim emitujiciho elektronu k valenénim elektronim molekuly
dojde Kk ovlivnéni jejich magnetickych poli, coz miuze vést k uvolnéni valen¢niho
elektronu, a tim vzniku radikalkationtu M*s. Vznikl¢é ionty jsou odpuzovaci anodou
vypuzeny ziontového zdroje, svazek ionti je dale fokusovan a urychlen dalSimi
elektrodami smérem do analyzatoru. Ve vyjimecnych piipadech lze 1 v pfipadé EI

pouzit méfeni zapornych ionta [11, 12].

-~ Anode
anoda
Y analyzdtorovd _ ) Loge .-
5 L trubice Filament —1 E;cr:on
vytésnovac{ jl” [
elektrada | 0 ———vystupni >
_|H| b Stérbina o0 —

"~ lon
acceleration
electrodes

katoda

/
vstup molekul vzork f:':.:mm
kolmo na primétnu 7ﬁ-’
l fokusagni elementy

vakuum

Obr. 4: Schéma elektronového ionizatoru [11]

Chemicka ionizace (CI) byla vyvinuta jako mé&k¢i alternativa k EI, ktera jako pfilis
tvrda technika zpasobovala velmi silnou fragmentaci, nasledkem ¢ehoz nebylo
u nékterych latek pozorovano zadné hmotnostni spektrum. Pti Cl je konstrukce
iontového zdroje a princip analogicky EI, analyt je opét pfeveden do plynné faze. Pouze
je ve zdroji navic pfitomen, a to v nadbytku oproti analytu pfiblizn¢ 10 000:1,
tzv. reakéni plyn. Jeho tlak, asi 100 Pa, musi zarucit dostate¢ny pocet srazek. Nejprve
jsou ionizujicimi elektrony ionizovany molekuly reakéniho plynu, které potom
ion-molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu. Jelikoz se jedna o mekci
techniku nez EI, ionty obsahuji vZzdy sudy pocet elektrond, nejednd se tedy o radikaly.
Reakénim plynem byva methan, isobutan a nebo amoniak. Ptikladem probihajicich
reakci muze byt protonace, abstrakce hydridu, kondenzace nebo vymeéna néboje. I CI

1ze pouzit v zaporném modu [11, 12].
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lonizace polem (FI) patii spolu s EI a CI mezi tfi ioniza¢ni techniky, kde analyzované
molekuly musi byt v plynném stavu. Anoda (tzv. emitor) je tenky dratek nebo ostry bfit
(W, 10 um), zatimco katoda tvoii vystupni $térbinu. Vlozenim napéti 5 - 20 kV se
na Spicce dratku, respektive bfitu, vytvoii vysoky potencidlovy gradient, ktery umozni
»protunelovani nejméné vazaného elektronu pry¢ z molekuly a jeho zachyceni anodou.
Touto ionizaci vznikaji molekuldrni radikalkationty M*s s malym zbytkem vibra¢ni
energie, proto dochazi pouze minimalni fragmentaci. Dnes je jiz tato metoda prekonana

[11].

lonizace urychlenymi atomy nebo ionty (FAB, FIB) jsou dvé techniky majici velmi
podobny princip, pouziti, ptipravu vzorku i vysledky, li§i se pouze v pfitomnosti ¢i
absenci naboje bombardujicich ¢astic. V ptipadé FAB se pouzivaji vysokoenergetické
neutralni molekuly vzacnych plynt, nejcastéji xenonu nebo argonu ve visko6zni matrici,
kterd prodluzuje zivotnost vzniklych iontd. Na matrici jsou kladeny specifické
pozadavky. Vzorek musi byt v matrici rozpustny, matrice méla by mit nizkou tékavost
améla by byt chemicky inertni k analyzovanym vzorkiim. Dilezité také je, aby ionty
pochazejici z matrice nemély stejné hodnoty m/z jako ionty analytu. NejbéZnéji
pouzivanou matrici je glycerol, thioglycerol ¢i triethylamin. Mohou se pouzit ale
I specialni matrice jako kapalné kovy (Ga, In). Urychlené atomy se ziskavaji pomoci
tzv. iontového déla. Nejprve jsou atomy ionizovany elektronovou ionizaci, nasledné
jsou urychleny energii cca 8 — 10 kV. Urychlené ionty jsou pak zavedeny do komurky
se zvySenym tlakem, kde dojde ke kolizim S neutrdlnimi atomy. Pfi vyméné néaboje
nedochdzi ke ztrat€¢ kinetické energie, ¢imz vznikd proud vysokoenergetickych
urychlenych atomt. Ty jsou vedeny na tercik se vzorkem V matrici. Nabité Castice se
do iontového zdroje nedostanou, nebot’ jsou vychyleny elektrodou. V piipadé FIB se
pouzivaji urychlené ionty piedevsim Cs*. Jejich vznik 1ze popsat nasledovné. Alkalické
hlinitokfemicitany jsou zahtaty asi na 1000 °C, ¢imz dojde k tepelné desorpci iontil
z povrchu. Vzniklé ionty jsou nasledn¢ urychleny elektrickym polem a fokusovany
na ter¢ik se vzorkem v matrici. Vlastni pribeh ionizace je velmi slozity déj, vétSinou
vznikaji obdobné jako ujinych Setrnych technik ionty se sudym poctem elektroni.

Mohou ale také vznikat adukty s matrici ptipadné fragmentované ionty [11].

Ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) je jedna z velmi Setrnych ioniza¢nich

technik, kterd umoznila analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie i takové molekuly
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jako jsou peptidy, proteiny, oligonukleotidy, nukleové kyseliny a biopolymery az
do Mg =~ 10°%, coz spustilo bouilivy vyvoj v oblasti biochemie. Vzorek je nejprve
rozpustén, smisen s vhodnou matrici a nakonec zbaven rozpoustédla. Nasleduje velmi
kratky puls laseru trvajici fadové nanosekundy, maximalné mikrosekundy, ktery je
matrici absorbovan. Nasledn¢ dochazi k pfenosu absorbované energie, ionizaci
a desorpci iontli vzorku a jejich ion-molekularnim reakcim. Jedna se o tzv. pulsni
ionizacni techniku, ktera je nejCastéji spojovana s analyzatorem doby letu. Jako zdroje
laserového pulsu se pouzivaji nejcastéji UV lasery jako 337 nm dusikovy laser, 355 nm
Nd:YAG; méné casto IR 2,94 um Er:YAG. Pro dobrou funk¢nost je velmi dilezita
volba matrice. Matrice musi absorbovat pii vinové délce pouzitého laseru a musi
vytvofit Zzadouci krystal sanalytem. Dale musi byt matrice dostate¢né stabilni,
nereagujici s analytem a nepiili§ t€kava. NejCastéji se pouzivaji organické aromatické
karboxylové kyseliny, napi. kyselina dihydroxybenzoova, kyselina skoficova atd.
Kli¢ova je i pfiprava vzorku, pro kterou bylo vyvinuto n¢€kolik metod. Pro zvySeni
rozliSeni se pouziva tzv. zpozdéna extrakce, kdy se ionty extrahuji asi az za 10 — 100 ns
po aplikaci laserového pulsu, ¢imz dojde k vyrovnani jejich energii. Vzorky se

piipravuji na terciky, které l1ze i dlouhodobé skladovat [11, 12].

Dalsi techniky, jelikoZ nejsou dnes jiz piili§ €asto pouzivany jsou zde zminény pouze
jmenovité. Jednd se o desorpci polem, desorpéni chemickou ionizaci, desorpci plazmou

kalifornia **Cf a desorpci laserem.

Pro spojeni HPLC-MS bylo nutno vyvinout techniky, které piekonaji rozdil
mezi atmosférickym tlakem analyzovanych latek vstupujicich do iontového zdroje
a tlakem ptitomnym v hmotnostnim analyzatoru. Navic analyzované latky jsou neseny
tokem kapaliny o rychlosti v priméru 1 ml/min, ktera je navic v obrovském nadbytku

a musi byt odstranéna pred vstupem do vakuové Casti piistroje. Pfekonani téchto potizi

vvvvvv

I techniky jako EI, CI nebo FAB mohou byt spojeny s HPLC. V praxi se dnes pouziva
pouze spojeni s EI, a to kvili moznosti srovnani namétenych spekter s knihovnami
hmotnostnich spekter. Spojeni 1ze uskutecnit [11, 14]:

¢ nekoneénym pasem (Moving Belt). Mobilni faze obsahujici analyt je

kontinualné aplikovana na pohybujici se pas. Mobilni faze je nasledné odpafovana
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pomoci infraCerveného zafeni. Nésleduje desorpce/odpatfeni analytu do zdroje
hmotnostniho spektrometru. Posledni fazi je ocisténi pohyblivého pasu omytim a/nebo
hofakem v pyrolyzni picce, aby se pas zbavil vSech rezidui véetné netékavych
materidlti. Tato metoda neni dnes jiz pouzivdna. Zafizeni vykazovalo pamétové efekty

a pasek se diky mechanickému namahani trhal. Také dochazelo ke snizeni citlivosti.

e spojenim s piimym vstupem eluatu (Direct Liquid Introduction), coz je sonda,
na jejimz konci je mala dirka o priméru asi 5 pm, ktera ptiléha na odpatovaci komoru
pfipojenou k iontovému zdroji hmotnostniho spektrometru. Eluat z HPLC cirkuluje
sondou a jak dosdhne dirky, vakuum hmotnostniho spektrometru vtdhne porci
do odpatovaci komory a nasledn¢ do iontového zdroje. JelikoZ se ve své podstaté jedna
o deli¢ toku, dochdzi zakonité ke ztraté citlivosti. Dnes je jiz tento zplisob spojeni

nahrazen.

e pievodnikem Particle Beam. Tento postup zahrnuje nebulizaci HPLC eluatu
héliem, odpateni vzniklych kapi¢ek a na zdklad€ kinetickych energii odstranéni par
rozpous$tédla a nebulizaniho plynu. Tato metoda je vhodnd 1 pro termolabilni latky
a i pres své nedostatky v podob¢ ztrat analyti, nizké citlivosti ¢i absenci molekulového

iontu, se dodnes pouziva pro spojeni s El.

Jak je z ptedchoziho textu patrné, varianta interface slouziciho ke sbéru frakci, odpateni
mobilni faze a s pouzitim vhodné sondy zavedeni do hmotnostniho spektrometru,
pfindSela fadu nevyhod. Déle vyvoj vedl k vytvofeni systému slouziciho k zavedeni
vzorku se sou€asnou vlastni ionizaci. U modernéjSich systému nelze jiz tyto dvé Casti

prakticky oddélit.

lonizace termosprejem (TSI) byla prvni ioniza¢ni technika vyvinutd pro spojeni
HPLC-MS, ale dnes jiz ustoupila do pozadi. Lze ji pouzit aZz do pritokti 1 ml/min,
I pro mobilni faze obsahujici vysoké procento vody. JelikoZ se jedna se o velmi Setrnou
techniku, dochéazi pouze vyjimecné k fragmentaci a pievazuji ionty se sudym poctem
elektronil. Analyt, rozpustény ve vhodném rozpoustédle, je ptiveden kovovou kapilarou
do iontového zdroje. Konec této kapilary je v termostatu vyhiivan na 150 — 300 °C,
¢imz dojde k Castecnému odpatfeni rozpoustédla jiz v kapilafe, a tim ke vzniku

nadzvukového proudéni par rozpoustédla a malych kapicek obsahujici analyzované
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latky. Odpatovanim rozpoustédla z povrchu kapicek se zmensuje jejich povrch a objem,
¢imz vzrlsta povrchova hustota ndboje. Ta, jakmile dosdhne kritické meze, zpusobi
vznik tzv. Coulombické exploze, tj. rozpadu nabité kapicky na fadu jes$té menSich
kapicek nesoucich naboj. Toto se opakuje tak dlouho, az je kapicka dostate¢né mala
a muze dojit k desorpci protonované ¢i deprotonované molekuly z jejiho povrchu. Tento
jev nazyvame vypafovani iontd neboli ion evaporation. Teplota vyhiivané kapilary
zavisi na tckavosti analyzovanych latek, pratoku mobilni faze a pouzitych
rozpoustédlech, piesnéji, za zvySeného obsahu vody je nutné pouzit vyssi teplotu.
Nezbytna je celkova optimalizace, ale teoreticky lze pouzit pro jakoukoliv molekulu,
ktera je jiz v roztoku ptfitomna ve form¢ iontd nebo kterd mize byt ionizovana jednim
z uvedenych tii principt ionizace (FD, CI a EI). Obecné TSI neni pftili§ vhodna
pro malo poléarni latky a pro velké molekuly. Ve skutecnosti, k nabiti kapi¢ek dochazi
pouze V piitomnosti pufru v mobilni fazi. Nicméné stale platnou podminkou je
odpafitelny puftr. Pozitivné i negativné nabité kapicky vznikaji diky statistické fluktuaci
iontové hustoty probihajici pfi poruSeni proudéni kapaliny. Pokud neni pufr pfitomen,
napt. pfi chromatografii na normdlnich féazich, neni pouziti termospreje mozné

[11, 13, 14].

lonizace elektrosprejem (ESI) je pro svou kompatibilitu se Sirokym spektrem
chromatografickych podminek pravdépodobné momentdlné nejrozsifenéj$i ionizacni
technikou pro spojeni HPLC-MS. Je vhodna pro stfedné poldrni az iontové, nizko-
I vysokomolekularni slouceniny. Je povazovana za nejSetrnéj$i techniku, tudiz je
s vyhodou pouZivana i pro analyzu termolabilnich latek a biopolymerd. Analyt,
rozpu$tény ve vhodném eluentu, je pfiveden kovovou kapilarou do iontového zdroje,
pfi¢emZ na kapilaru je vloZeno vysoké napéti o hodnoté 3 - 5 kV. Néasledkem toho
disponuji vzniklé kapicky, po rozpraSeni na vystupu z kapilary, velkym mnozstvim
naboju (obr. 5). K rozpraseni piivadéného eluatu se pouziva koaxialné piivadény dusik,
jako zmlZzujici plyn. Nésledn€é odpatfovanim rozpoustédla dochazi, stejné jako u TSI,
ke Coulombické explozi. Odpafovani kapicek, a tedy i vznik iontil, je podporovano
napétim a/nebo s vysokou viskozitou nejsou vhodné. Jelikoz kapicky, vzniklé touto
metodou, nesou na svém povrchu mnohonédsobné vétsi mnozstvi ndboju, je tak umoznén
vznik vicendsobné nabitych iontl, ¢ehoz se vyuziva prave pii analyzach biopolymert.

Pocet naboju je zavisly na poctu bazickych mist v molekule. Podle sttedniho poctu
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naboji. mizeme usuzovat na terciarni strukturu, tedy na prostorovou konformaci.
Mnohondsobné nabiti kapicek 1ze podpofit i aplikaci vys$siho napéti.
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Obr. 5: Schéma elektrospreje [11, 16]

Ve spojeni HPLC-MS Ize ESI pouzit aZz do pritoku 1 ml/min. Pfi takto vysokych
pritocich se, pro snizeni mnozstvi eluatu vstupujiciho do ionizatoru, pouziva déli¢ toku.
Vstupujici kapalina se v ném rozdéli do dvou vétvi podle poméru tlakovych odporti
obou vétvi. Idedlni je proto pro vyuziti ESI mikrokolonovd nebo kapilarni HPLC,
jejichz prutoky jsou v souladu s optimalnimi pratoky pro ESI. Navic tak nedochazi
ke snizeni citlivosti, jako pfi pouziti d€lie toku. Jejich experimentalni provedeni je
vSak technicky naro¢né, je nutné minimalizovat mrtvé objemy sytému, v opacném

pfipadé dochazi k rozmyvani pikii. Specialni modifikaci ESI bez zmlzujiciho plynu
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asnizsi teplotou susiciho plynu je tzv. nanoelektrosprej. Pritoky mobilni faze se
pohybuji v rozsahu jednotek az stovek nl/min. Nanoelektrosprej vyuziva specialné
adjustovany konec sprejujici kapilary. Extrémné nizkd spotieba vzorku umoziuje
provadéni experimenti in vivo. Touto metodou Ize dosdhnout velmi vysoké
koncentracni citlivosti az v fadu attomoll az zeptomolt, tedy pouze stovek molekul.
Nanoelektrosprej je tolerantnéj$i viici obsahu soli ve vzorku, ¢imz sniZzuje naroky
na upravu vzorki pied analyzou. Jeho nevyhodou je experimentdlni naro¢nost a nizka

robustnost [11, 14 - 16].

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) se v soucasnosti fadi
mezi standardni ioniza¢ni techniky pro spojeni HPLC-MS. Jedna se o relativné Setrnou
techniku. Pouze s vyjimkou velmi labilnich molekul, je viditelny molekulovy ion.
Vznikaji témét vyhradné ionty se sudym poctem elektronti. Na vybojovou elektrodu je
vlozeno vysoké napéti 3 - 4 kV, ¢imz vznikd koronarni vyboj, kterym jsou nejprve
ionizovany molekuly mobilni faze, protoze jsou v obrovském nadbytku. Naslednymi
ion-molekularnimi reakcemi jsou ionizovany molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou
urychleny elektrodami do analyzatoru (obr. 6). Protiproud suSiciho plynu, vétSinou
dusiku, slouzi k rozbiti ptipadnych nekovalentnich klastri a asociatd. Tato technika neni
vhodna pro iontové latky a latky s nizkou tékavosti. Dale se nehodi pro biopolymery
a organokovové latky. Tim, Ze je tato metoda vhodnd pro nepolarni a mirné polarni
latky, jedna se de facto o techniku komplementarni k ESI. Jeji pouziti je mozné az
do pratoku 2 ml/min, tedy pifimo kompatibilni s béznymi HPLC kolonami. Je tolerantni
K ptitomnosti pufrii v mobilni fazi a ke zménam experimentalnich podminek, vcetné
gradientové eluce. Jeji omezeni spociva v nepouzitelnosti pii velmi nizkych priitocich

[11, 14].
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Obr. 6: Schéma interface pro chemickou ionizaci za atmosférického tlaku [11]

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) je analogii APCI, jen s tim rozdilem, Ze
misto koronarniho vyboje se ionizace dosahuje ultrafialovym zafenim (obr. 7). Jako
zdroj zminéného UV zafeni se pouziva kryptonova vybojka s energii fotont
10 nebo 10,6 eV. Tato energiec je vétsi nez ionizaéni energie vétSiny organickych
molekul, ale men$i nez energie potiebna k ionizaci molekul mobilni faze jako
napf. acetonitrilu, methanolu, vody nebo nez vzdusného kysliku. Timto se tedy dosdhne
selektivni ionizace analytu. Na rozdil od APCI a ESI mohou vznikat i ionty s lichym
poétem elektrond, které mohou komplikovat interpretaci. S vyhodou se pouziva
tzv. dopantu, kterym byva nejcastéji toluen nebo benzen, pro RP-HPLC nepolarnich
latek se doporucuje methoxybenzen. Obecné je to latka S ioniza¢ni energii mensi nez
10 eV. Molekuly dopantu reaguji ion-molekularnimi reakcemi s analytem a nikoliv
s mobilni fazi, coz zvySuje citlivost. Nyni se béZn€ vyuzivd kombinovaného iontového

zdroje APCI/APPI, kter¢ Ize jednoduse prepinat [11, 12].
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Obr. 7: Schéma interface pro fotoionizaci za atmosférického tlaku [11]

Desorpéni elektrosprej ionizace (DESI) je relativné nova ionizaéni technika, zalozena
na kombinaci klasické ioniza¢ni (napt. ESI) a desorpéni (napi. MALDI) techniky.
Vzorek je vystaven ionizovanému spreji, ktery desorbuje ionty z jeho povrchu.
V elektrospreji dochézi k ionizaci vodného roztoku organické kyseliny nebo hydroxidu
napétim nékolika kilovoltd (napt. 5 kV). Desorbované ionty jsou nasledné pfivadény
do analyzatoru. Kapilarou spreje je mozné snimat celou plochu vzorku a ziskat 2-D
distribuci. Predpoklada se, ze DESI-MS nalezne uplatnéni v molekularni medicing

a in vivo diagnostice [17].

Sonic Spray lonization (SSI) je relativné nova technika pracujici za atmosférického
tlaku. Jedna se o meékkou techniku. Eluat vychazejici zkapilary je nebulizovan
koaxiadlné ptivadénym plynem o rychlosti blizici se rychlosti zvuku, pfesnéji mirné
podzvukovou. JelikoZ cely proces probiha bez ptitomnosti silného elektrického pole ¢i

zahfivani, je vhodny pro termolabilni latky [18].

Elektrochemicky asistovana ionizace (EAI), n€kdy téZ nazyvana Condensed Phase
lonization, je de facto spojeni elektrochemické instrumentace s hmotnostnim
spektrometrem. Princip spoc¢iva v umisténi elektrochemické cely pfed MS zafizeni,

¢imz dochézi k zvySeni signdlu. Pouziti této metody je vyhodné piedevsim pro latky,
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které jsou spiSe neutralniho charakteru, a které jsou tézko ionizovatelné tradi¢nimi
ioniza¢nimi technikami jako napt. ESI, APCI nebo MALDI. Pro dosazeni co nejvyssi

ucinnosti se pouzivaji coulometrické cely [19].

3.2.3. Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator slouzi k rozdéleni iontti podle jejich poméru m/z. Je umistén
za iontovym zdrojem, tzn. ze molekuly, které do néj pfichdzeji byly jiz prevedeny
na ionty. Soucasn¢ je umistén pied detektorem. lonty lIze rozdélit dle m/z na zakladé
nékolika fyzikalnich principt [11, 12]:

e zakfiveni drahy letu v magnetickém nebo elektrickém poli

e ruzné stability oscilaci iontl v dvojrozmérné neb0 V trojrozmérné kombinaci

stejnosmérného a vysokofrekvencniho stfidavého napéti

e ruzné doby letu v oblasti bez pole

e rluzné absorpce energie pii cykloiddlnim pohybu iontl v kombinovaném

magnetickém a elektrickém poli.

Velmi dilezitou veli¢inou pro hodnoceni vlastnosti analyzatori je tzv. rozliSovaci
schopnost (RP), ktera se vyjadiuje jako pomér hmotnosti iontu m; a rozdilti iontd
m1 a My S jednotkovym nabojem, pfi€emz plati, ze piky obou iontd jsou stejné vysoké
a udoli mezi piky je 10%:

RP =mj / (m-my).

Predevsim pro kvadrupoly a iontové pasti plati alternativni definice RP, kterou je pomér
hmotnosti iontu m a §itky tohoto iontu Am v poloving jeho vysky [11]:

RP=m/Am.

Typ analyzatoru zasadné ovliviiuje jak kvalitu ziskanych hmotnostnich spekter tak
icenu hmotnostniho  spektrometru. Spektra s vysokym  rozliSenim  ziskana

napf. sektorovym analyzatorem s dvoji fokusaci iontli nebo spektrometrem s iontovou
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cyklotronovou rezonanci, umoziuji urcit elementarni slozeni. Na druhou stranu spektra
S nizkym rozliSenim umoznuji rozliSeni iontd liSicich se maximalné o jednotku m/z. Jak
bylo jiz naznaceno, rozliSujeme nékolik druhti zakladnich analyzatora. Existuji ale

I hybridni pfistroje, vyuzivajici kombinace riznych typt analyzatora [11].

Magneticky analyzator s jednoduchou fokusaci ionté pracuje na principu zakiiveni
drahy letu iontt pfi prichodu magnetickym polem. Kladné ionty s urcitou hodnotou m/z
jsou urychleny zapornym potencidlem (V) a vstupuji do magnetického pole
s magnetickou indukci (B), ¢imz dojde k zaktiveni pohybu iontd na trajektorii o ur¢itém

Cv v

poloméru (r). K vétsimu zakitiveni drahy dochazi u iontt s niz$i hodnotou m/z, protoze
neboli skenovdnim B (magnetické skenovani) nebo V (potencidlové skenovani)
pii konstantnim poloméru, danym pro pouzity pfistroj, projdou vystupni Stérbinou
na detektor postupné vSechny ionty a zaznamenaji se intenzity iontti pro jednotlivé m/z,

¢imz ziskame hmotnostni spektrum [11].

Na podobném principu pracuje i sektorovy analyzator s dvoji fokusaci ionti. Navic
k magnetické fokusaci iont je zde jeSté ptidano elektrostatické zaostfeni, ¢imz dojde
K vyraznému zvyseni RP. Jestlize do elektrického pole vstoupi ionty s ruznou Eyx a m/z,
dojde k zakftiveni jejich drahy v zavislosti na jejich Ex bez ohledu na jejich m/z. Jelikoz
ionty vznikajici v iontovém zdroji maji urcitou distribuci energii, coz vysvétluje Sitku
ziskanych pikl, pro dosazeni vétSiho rozliSeni je nutné ionty energeticky sjednotit,
k ¢emuz se vyuziva elektricky analyzator. Jeho pomoci ziskame monoenergeticky
svazek. Spojenim magnetické a elektrické fokusace iontl 1ze dosdhnout RP az 100 000.
Existuji ¢tyfi zdkladni druhy geometrického uspofadani magnetické a elektrické
fokusace sektorovych analyzatori: dle Mattaucha a Herzoga, dle Niera a Johnsona,
podle Matsudy a inverzni uspotfadani. Vyhodou tohoto druhu analyzéatori je moznost
vysokoenergetické aktivace a predev§im moznost méteni i tzv. metastabilnich iontl. To
jsou ionty, jejichz doba Zivota je asi 10* - 10® s, coz znamena, Ze se rozpadaji na cesté
mezi iontovym zdrojem a detektorem. Diky jejich pfitomnosti vznikaji Siroké diftzni
piky pfi necelych hodnotach m/z. Jejich detekce je dilezita z hlediska moznosti studia

fragmentacnich cest [11].

34



Disertaéni prace Teoreticka Cast

Kvadrupoélovy analyzator (Q) sestava ze Ctyr stejnych kovovych ty¢i kruhového,
nejlépe vSak hyperbolického, prufezu o délce 20 — 30 cm. Na dvé protilehlé je vlozeno
kladné stejnosmérné napéti (U), na dvé zbyvajici zaporné stejnosmérné napéti (U).
Na vSechny c¢tyfi je dale superponovano vysokofrekvenéni stéidavé napéti (V) (obr. 8).
Ion je ptiveden do stiedu osy kvadrupdlu a zaéne oscilovat. V dany ¢asovy okamzik,
kdy je vlozen urc¢ity pomér U/V, jsou oscilace stabilni pouze pro ion s urcitou hodnotou
m/z. Pouze tento ion projde kvadrupolem a dostane se na detektor. VSechny ostatni
ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrupolu. Plynulou zménou, skenovanim, poméru
stejnosmérného napéti a amplitudy napéti stiidavého U/V, jsou postupné propustény
na detektor vSechny ionty. Jedna se tedy, ve své podstaté, o hmotnostni filtr.
Pro maximalni RP je idedlni hyperbolicky pribéh ty¢i. Zaroven plati, Ze vyssi citlivosti
lze dosdhnout snizenim rozsahu. Kvadrupol je velmi jednoduchy a relativné levny
hmotnostni analyzator, ktery se velice rozsifil, a to i pro spojeni GC-MS a HPLC-MS
[11, 13, 16, 20].

quadrupole

to detector

-
S 15 o
' “ ’ I U + V cos(wt)

non-resonant ion (not detected)

Obr. 8: Schéma kvadrupdlového analyzatoru [16]

Trojity kvadrupélovy analyzator (QqQ) je pravdépodobné nejcastéji uzivany MS/MS
instrument. Jedna se o tfi kvadrup6ly sefazené za sebou, pticemz prostiedni z nich (q)
slouzi jako kolizni cela. V prvnim kvadrupdlu dochazi k izolaci, ve druhém k disociaci
a tfeti slouZi k analyze vzniklych fragmentli. Zavedenim kolizniho plynu do druhého
kvadrup6lu zplsobime kolizni aktivaci prvnim kvadrupdlem vybranych iontl
anaslednou fragmentaci. Na rozdil od iontové pasti mize dochazet k opakovanym
koliznim aktivacim, to znamend, Ze pozorujeme vice fragmentovanych iontli nez
U MS/MS méfeni provadénych s iontovou pasti. Trojity kvadrupdl také umozituje
mefeni skenu prekurzoru a skenu neutrdlnich ztrat. Pro méfeni Ms? by bylo nutné
zapojit 5 kvadrupoli (QqQqQ), ¢ehoz se vyuziva velmi vyjimecné. Pro MS méfeni
do vyssiho stupné je obvykle lep$i zapojit iontovou past nebo cyklotronovou rezonanci

s Fourierovou transformaci [11, 12].
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(Sféricka) iontova past (IT) je sloZzena ze dvou koncovych elektrod kruhového praiezu
a jedné prstencové elektrody (obr. 9). Ionty jsou kratkym napétovym pulsem piivedeny
do pasti vstupnim otvorem koncové elektrody. Zde jsou zachyceny a poté jsou postupné
vypuzovany na detektor podle jejich m/z. Lze pouzit jak externi ionizace (ESI, APCI),
tak interni ionizaci v iontové pasti. Akumulacni ¢asy pro zachyt iontl jsou ptiblizné
10 us — 200 ms, v zavislosti na mnozstvi piivadénych ionti. Doba excitace a kolize
v pasti je cca 20 — 60 ms. Vhodnymi poméry stejnosmérného a stiidavého napéti
vlozenymi na prstencovou a koncové elektrody jsou ionty zadrzeny uvnitf pasti,
sucinnosti zachytu asi 5 %. lonty jsou nuceny pohybovat se uvniti iontové pasti
po uzavienych kruhovych drahdch. S postupné zvysujici se amplitudou napéti, se ionty
s rostoucim m/z dostdvaji na nestabilni trajektorie a opoustéji prostor iontové pasti
vystupnim otvorem smérem do detektoru. Do pasti se zavadi helium jako tzv. tlumici
plyn o tlaku asi 5x107 Pa, aby tlumil nezadouci oscilace, ¢imz se dosdhne vyznamného
zvySeni RP a zlepSeni zachytu iontd. Mnozstvi iontl davkovanych do pasti musi byt
regulovano, protoze, v piipadé pieplnéni pasti, mize dojit ke vzniku vyboje,
oznacovaného jako tzv. prostorovy néboj. To se projevi horS§im rozliSenim a citlivosti.
Prostorovy néboj zptisobi ovlivnéni harmonického pohybu a rezonance iontd. To se
na vysledku projevi SirSim rozsahem frekvenci kazdé hodnoty m/z, coZz rozsiii pik.
Existuji dva hlavni pfistupy, jak zbranit vzniku prostorového naboje. Bud’ prob&hne
velmi kratky tzv. predsken, dle kterého se nasledné urci doba nadavkovani ionti. Druha
varianta spociva v automatické upravé doby davkovani na zakladé mnoZstvi néboja
Vv pfedchozim skenu. Oba zplisoby jsou dostatecné efektivni, takze je mozné vedle sebe
analyzovat hlavni pik a stopovy kontaminant. Rozsah iontové pasti je uvadén az
do 20 000, rozliseni az 30 000. S iontovou pasti lze provadét tandemovou hmotnostni
spektrometrii bez jakéhokoliv dalsiho ptidatného analyzatoru. Vybrany ion prekurzoru
je zadrZen v pasti, vSechny ostatni ionty jsou vypuzeny. Pak dojde ke kolizni aktivaci
s atomy helia pfitomnymi v pasti, a tim 1 k fragmentaci iontu. Nasledn¢ je zaznamenéano
MS/MS spektrum. Stejnym zptisobem lze pokracovat mnohokrat, ve skutecnosti je to
vSak omezeno zivotnosti iontd a citlivosti. Prakticky je vyuzivdno do MS®, coz
pro strukturni analyzu zcela postacuje. Samoziejmosti je plnad automatizace. U iontoveé
pasti dochazi casto pouze k jednostupniovym rozpadim, tzn.ve spektru je méné
fragmenttli, coz usnadiiuje interpretaci. Na druhou stranu mohou chybét fragmentové

ionty v nizkomolekularni oblasti, tzv. ,,cut-off v 1/3 m/z iontu prekurzoru [11, 13, 20].
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Obr. 9: Schéma iontové pasti [11]

Linearni iontova past (LIT) spojuje vyhody kvadrupdlu a iontové pasti. Princip je
stejny jako u klasické iontové pasti, ktera se, jak bylo jiz feCeno, skldda ze dvou
kuzelovitych elektrod proti sob¢ a stiedové prstencové elektrody. U linearni pasti je
prstencova elektroda protazena do valce (obr. 10). lonty jsou do linearni pasti
injektovany jednou kuzelovitou elektrodou. Kombinaci riizn€ volenych stfidavych
a stejnosmérnych slozek napéti na elektrodach se udrzuje uréitd skupinu ionth
ve stabilnim stavu, ionty uvnitt riizné kmitaji a zdstavaji v pasti. Pokud se zac¢ne jeden
nebo vice parametri vkladaného napéti ménit, stabilni oblast iontli se posune a ty, které
byly "na pomezi", ztraci stabilitu a vylétavaji otvory v dlouhé stiedové elektrodé ven
z pasti. Pro zvyseni citlivosti se vné umist'uji dva detektory, které vylétavajici ionty
deteguji. Pokud se nakalibruje zména hmotnosti iontd a na elektrody vkladaného napéti,
pficemz lze ménit jak stfidavou tak stejnosmérnou slozku, lze pii danych hodnotach
napéti zjistit hmotu pravé vylétavajicich iontd. Rozdil mezi 3-D iontovou pasti
a linearni 2-D iontovou pasti je tedy jen ve zminiovaném protazeni stiedové elektrody.
Linearni vynika lepsi, asi 70%, zachytnosti po injektovani ionti. U 3-D je tato
zachytnost jen 30 %, ostatni ionty se nestaci stabilizovat. Z toho vyplyva, ze LIT je

lepsi jen ve vysledném signalu a rozliSeni, ostatni parametry jsou totozné [21].
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Obr. 10: Schéma linedrni iontové pasti [11]

Orbitrap je typ analyzatoru na pomezi mezi iontovou pasti a iontovou cyklotronovou
rezonanci. lonty o riiznych hodnotach m/z rotuji kolem stfedové asymetrické elektrody,
kterd je umisténa do nehomogenniho elektrického pole, coz nuti tyto ionty nejen
krouzit, ale také oscilovat. Frekvence této oscilace je umérnd poméru hmotnosti
a naboje daného iontu. Oscilujici ionty indukuji na vnéjsich elektrodéach st¥idavy proud,
ktery je zesilen a digitalizovan. Zaznamenava se tedy zavislost prichodu iontt,
v podobé elektrického proudu, levou a pravou ¢&asti orbitrapu na Case, tedy suma
sinusoid. Po Fourierové transformaci se pfevede casova doména na frekvenc¢ni, ¢imz se
spektrum stavd mnohem ptehlednéjsi. Vzhledem k tomu, Ze méfeni proudu v Case lze
dnes provadét velmi ptesné a rychle, Ize s pomoci FFT (Fast Fourier Transform) ziskat
velmi pfesné stanovenou hmotu iontl. Toto velmi ptesné stanoveni se nazyva High
Resolution Mass Spectrometry (HR-MS). Oproti bé&znym MS analyzatorim
s jednotkovym rozliSenim pikt se pii takto pfesném méfeni musi nesrovnatelné vice
vyCerpavat vnitini prostor a vakuum dosahuje hodnot az 107 Pa. Orbitrap sice
nedosahuje piesnosti cyklotronu, ktery poskytuje jesteé lepsi rozliSeni, ovSem jeho

pofizovaci cena je cca Ctytikrat nizsi [22].

Analyzator doby letu (TOF), starSim nazvem priletovy analyzator, je svym
uspofadanim nejjednodussi hmotnostni analyzator. Pracuje na jednoduchém principu, Ze
ionty s mensi hodnotou m/z, o stejné kinetické energii, se pohybuji rychleji, proto se

i rychleji dostanou na detektor. Jedna se o typicky pulsni analyzator. Nejprve jsou ionty
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na vstupu do analyzatorové trubice urychleny velmi kratkym pulsem a nasledné se
pfesné¢ méii Cas, za ktery ionty doleti k detektoru, podle ¢ehoz se ur¢i jejich m/z.
Skenovani je velmi rychlé a hmotnostni rozsah neni teoreticky omezen, zalezi pouze
na dobé, po kterou budeme Cekat na dopad iontu, coz lze az do hodnot m/z 10°.
Pro zvySeni rozliSeni se pouzivd nckolik modifikaci TOF. Reflexni priletovy
analyzator (r-TOF) pouziva tzv. iontové zrcadlo neboli reflektron, které slouzi
k vyrovnani riznych kinetickych energii pro ionty se stejnou m/z (obr. 11). Jak bylo jiz
zminovano vyse, pfi ionizaci ziskaji ionty kinetickou energii s urCitou distribuci, coz
vede K rozsifeni jejich pikl, a tim i ke zhorSeni RP. Princip iontového zrcadla, coz je
soustava kruhovych elektrod se stoupajicim napétim, spociva v umérnosti hloubky
pruniku ionti do elektrického pole reflektronu na jejich Ey anikoliv na m/z. lonty
s vétsi kinetickou energii proniknou, pted svym odrazem, hloubé&ji do odrazového
elektrického pole reflektronu, ¢imz dojde k jejich opozdéni oproti iontim s nizsi Ey,
atim i k vyrovnani celkovych drah iontl s riznou Ey. Dal§im zplisobem je opoZdéna
extrakce (Delayed Extraction), ktera spoc¢iva ve zpozdéném zapnuti extrakéniho napéti.
Po laserovém pulsu v ¢ase t = 0, nasleduje expanze iontd pfi vypnutém extrakénim poli
po dobu zpozdéni a konecné rychlé zapnuti extrakéniho pole. I s analyzatorem doby letu
lze provadét MS/MS analyzu. Odpuzovaci elektrodou jsou vSechny nezadouci ionty
vychyleny a zvoleny ion prekurzoru je vybran a nasledné€ podroben kolizn¢ indukované
fragmentaci. Ion miZze v pribéhu letu fragmentovat, vznikaji tak ionty, které maji
stejnou rychlost, ale niz8i kinetickou energii. V pfistrojich bez reflektronu, dorazi
vSechny tyto ionty na detektor ve stejny okamzik, a tim padem nejsou oddé€leny. Pokud
je ale reflektron zafazen, ionty s riznou energii jsou rozliSeny a mohou byt separovany
na zaklad¢é svého m/z. Toto se nazyva post-source decay, neboli fragmenty vznikaji az
po extrakci iontll z iontového zdroje [11, 13, 20]. Vyhodné je také spojeni kvadrupolu
s analyzatorem doby letu, tzv. QqTOF. Svym zplsobem zatizeni vychézi z trojit€ho
kvadrupolu, ale posledni kvadrupol je nahrazen analyzatorem doby letu. TOF
analyzator je schopen, na rozdil od ostatnich analyzatori, které skenuji postupné danou
m/z oblast, analyzovat vSechny ionty, které do analyzatoru vstoupily v dany okamzik.
Tudiz tento instrument umoziuje provadét kontinualné kompletni spektrum MS/MS
produktt kazdého iontu, ktery vystoupil ze zdroje. Nevyhodou muze byt, Zze neni

schopen poskytovat sken prekurzort a sken neutralnich ztrat [11, 13].
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Obr. 11: Schéma analyzatoru doby letu [11]

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) je, stejné
jako TOF, pulsni metoda. Svymi parametry, cenou, rozliSenim i pouzitym vakuem,
zcela vybocuje z ramce ostatnich analyzator. Stejné jako u iontové pasti lze ionty
dodat z externiho zdroje nebo mohou vznikat na misté. VSechny ionty jsou detegovany
zaroven. Jestlize se ion dostane do silného magnetického pole, zacne se pohybovat
po cykloidalni trajektorii s cyklotronovou frekvenci (obr. 12). Musi byt splnéna
podminka vysoké intenzity magnetického pole, asi 7 Tesla. Nasleduje rychly sken,
trvajici ptiblizné 1 ps, ptes velky rozsah frekvenci, ¢imz dojde k simultanni excitaci
vSech iontl v cyklotronu. Jedna se tedy o Siroky puls v celém spektru hodnot m/z.
Kazdd hodnota m/z mé charakteristickou cyklotronovou frekvenci, pii které ionty
absorbuji urcitou energii. Fourierovou transformaci se piepoctou tyto frekvence

do skaly m/z, a tim ziskame hmotnostni spektrum. Frekvence, respektive energie, udava

hodnotu m/z; mnozstvi absorbované energie udava intenzitu [11 - 13].
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Obr. 12: Schéma iontové cyklotronové rezonance [11]

3.2.4. Techniky detekce ionti

Detektor iontd slouzi k detekci iontti po jejich separaci podle m/z a k uréeni relativni
intenzity jednotlivych iont. Detektory pro hmotnostni spektrometrii se déli do dvou
skupin [10 - 12]:

e detektory pro prima méfeni deteguji elektricky proud vznikajici pfimym
dopadem stanovovanych iontl. Tyto detektory jsou nezbytné pro urceni piesného
izotopového zastoupeni prvkll a byvaji obvykle soucésti specializovanych systémi.

o na fotografické desce, pouzivané v minulosti, se podle sily z€ernani

odhadovala intenzita.
o ve Faradayové kleci se vSechny ionty zachyti a vybiji, zaznamena
a zesili se ubytek proudu. Jedna se o velmi pfesné méieni, pouzivané pro zminovana

izotopickd méteni.

e nasobicové detektory vyuzivaji efekt nasobeni elektroni uvolnénych z prvni

konverzni dynody po dopadu iontl. Jsou nejcastéji pouzivanym typem detektorti
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hmotnostni spektrometrii, protoze jsou schopny poskytnout dostate¢né¢ meétitelny signal

pro jednotlivé ionty.

o nasobice elektronii s diskrétnim dynodovym polem se skladaji ze série
kovovych, elektricky propojenych, dynod. Po vlozeni napéti mezi prvni a posledni
dynodu jsou elektrony postupné urychlovany k nésledujicim dynodam a nakonec jsou
zachyceny kolektorem. Po dopadu iontu jsou z materidlu prvni konverzni dynody
vyrazeny elektrony, jejichz pocet se dopadem na dalsi dynody nasobi. Nésobice
s diskrétnimi dynodami byvaji konstruovany az jako dvacetistupnové a dosahuji hodnot

zesileni 107 — 108,

o nasobice elektronii s kontinudlni dynodou jsou tvofeny zakfivenou
trubici z olovnatého skla s vysokym elektrickym odporem. Trubice je na vnitini strané
pokryta vrstvickou oxidu berylnatého nebo hlinitého. Kontakty pfi usti a na konci
trubice jsou piipojeny ke zdroji vysokého napéti. Po dopadu iontu jsou z materidlu
trubice vyraZeny elektrony, které jsou elektrickym polem urychlovany smérem
ke kolektoru. Opakovanymi narazy elektrond na sténu trubice spojenymi s emisi dal$ich
elektronli jejich pocet lavinovité roste. Rozméry nasobice s kontinudlni dynodou lze
vyhodné zmenSovat. Uéinnost téchto systémil je srovnatelnd s diskrétnimi systémy,

jejich Zivotnost a citlivost k iontiim s vy$§i hmotnosti byva niZsi.

o elektronovy nasobi¢ je pravdépodobné momentalné nejpouzivanéjsi.
Jeho Zivotnost je asi jeden az dva roky a existuje také v uspofadani s polem, ktery

poskytuje veétsi zesileni.

o nespornou vyhodou scintila¢nich fotonasobi¢ovych detektori je
moznost jejich umisténi mimo oblast vysokého vakua. Dopadajici ionty jsou nejprve
na scintilacnim stinitku konvertovany na fotony. Ty jsou nasledovné detegovany
béznym fotondsobi¢em. Tenky film kovu na povrchu scintilacniho stinitka zabrafiuje

rustu povrchového naboje branicimu volnému dopadu iontli. Fotonasobi€ je také velmi

vvvvv
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3.2.5. Identifikace slou¢enin v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektra (obr. 13) jsou vZzdy uvadéna v normalizovaném tvaru, coz znamena,
ze nejintenzivnéj$imu piku ve spektru je pfifazena 100% relativni intenzita. Intenzity
ostatnich pikt spektra se nasledn¢ dopocitaji. Tento normalizovany tvar je pouzivan jak
pro grafickou tak pro tabelarni formu. Na ose X je vynesen pomér hmotnosti a naboje
(m/z). Néboj je az na vyjimky, kterou je ionizace elektrosprejem, roven jedné, z cehoz
plyne, ze hodnota na ose X odpovida molarni hmotnosti. Na ose y je vynesena relativni
intenzita v %. Pro sektorové piistroje se uvadi chyba do = 0,2 absolutnich jednotek nebo

do + 10 % relativnich, pficemz platna je vétsi chyba [11].

100 91
136 miz % mig % m/z %
27 14 59 35 90 53
80 119 28 2 61 13 91 100.0
- 38 20 62 13 92 149
% 60 39 9.8 63 19 107 13
% a1 18 64 20 18 20
43 18 65 153 119 56
* a0 45 15 66 L1120 68
50 35 74 L1 135 26
20 2 85 51 43 ; : 2(1) Bg 513

52 1.1 K %

51 77 107
o |___r 53 16 89 6.5
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Obr. 13: Zdznam hmotnostniho spektra p-methylbenzoové kyseliny ziskaného

elektronovou ionizaci [11]

Obecny postup interpretace spekter ziskanych EI zahrnuje nasledujici body [11, 12]:

e urceni molekulové hmotnosti (Mg), coZ spoc¢ivé v nalezeni molekulového iontu.
Tim zpravidla, ne vSak bezpodminecnég, byva ion s nejvyssi hodnotou m/z ve spektru,
pokud se neberou do tvahy izotopické piky. Pti EI ionizaci musi mit molekulovy ion
lichy pocet elektront a obvykle poskytuje logické ztraty menSich neutralnich molekul

nebo radikali.

e pokud je mozZnost pouzit méfeni s vysokym rozliSenim, nésleduje odhad
elementarniho sloZzeni molekuly, pocet dusikli, halogenidi, uhlikl, ptipadné kyslikl
a mist nenasycenosti.

e dllezité je také rozpoznani aromatické, alifatické, pfip. dals§i charakteristické

série.
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e nasledné¢ se shromézdi ziskané informace a na jejich zakladé¢ se navrhuji
potencialni struktury ¢i podstruktury molekuly. Za jednozna¢né potvrzeni struktury Ize
povazovat az porovnani spektra identického standardu a analyzované latky za stejnych
podminek, coz byva v praxi Casto problematické, tak alesponi porovnani spektra

s knihovnou spekter.

Pro smysluplnou interpretaci spekter je nutné zndt zékladni zptisoby Stépeni vazeb
[11, 12]:
e homolytické Stépeni, kdy z dvouelektronové vazby ziskaji oba vznikajici

fragmenty po jednom elektronu.

¢ heterolytické Stépeni, kdy z dvouelektronové vazby ziska oba elektrony jeden

fragmentovy ion.

o presmykové reakce, kdy dochazi k vytvofeni nové vazby na jiny atom a zaniku
jiné vazby a naslednému uvolnéni neutralniho fragmentu. Nejznaméjsi je asi

McLaffertyho presmyk.

V hmotnostni spektrometrii rozliSujeme nékolik typd skent [11, 12]:
e zikladni sken je zméfeni hmotnostniho spektra v celém studovaném rozsahu

m/z.

e sken produktovych iontii se uskuteCiiuje zméfenim MS/MS spektra

Z vybraného prekurzoru.

e skenem prekurzori zjistime pro vybrany fragmentovy ion plvodni ion

prekurzoru, ze kterého fragmentaci vznikl.
e skenem neutralnich ztrat zjiStujeme charakteristické dvojice iontl prekurzort

a produktti, u kterych dochazi k odstépeni vybrané hmotnostni ztraty, napt. A m/z = 18

je charakteristické pro odStépeni vody.
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e selektivnim ziznamem jednoho nebo vice ionti (SIM) méfime pouze zavislost
signalu vybraného iontu na case. Tim, ze je zvolen pouze jeden nebo par iontil se velmi

zvysi citlivost.

e pii selektivnim zdznamu jedné nebo vice reakci (SRM) prvnim analyzatorem
vybereme ion prekurzoru, ktery nasledn¢ v kolizni cele podrobime fragmentaci
a sledujeme pouze vybrany fragmentovany ion. Spolu se SIM jsou vhodné zejména
pro stopovou analyzu HPLC-MS nebo GC-MS. Nejedna se vlastné o méfeni
hmotnostnich spekter, ale pouze o zaznam signalu odpovidajici nami vybranému

znamému iontu nebo produktovému fragmentovému iontu pii SRM.

3.2.6. Specifika spojeni HPLC-MS

Spojeni HPLC-MS pfinasi n€kolik nespornych vyhod. Lze takto analyzovat Sirokou
paletu analyti od nizkomolekularnich po vysokomolekuldrni jako napt. biopolymery,
pfes latky nepolarni ke slouceninam iontového charakteru. Hmotnostni detektor
poskytuje nejuplnéjsi identifikaci ze vSech HPLC detektori, a to jak informace
0 molarni hmotnosti tak poskytnuti informaci o struktufe. To souvisi s vysokou
selektivitou, coZ umoziuje rozlisit i chromatograficky nerozdélené nebo pouze ¢astecné
rozdélené slozky. Spolu s vysokou separacni silou kapalinové chromatografie tvori
selektivita a citlivost hmotnostniho detektoru velice efektivni spojeni. Jednd se vSak

0 nejdrazsi z dostupnych HPLC detektort [11, 12].

Jak bylo jiz feCeno, nékteré typy analyzatori umoznuji provadét tzv. tandemovou
hmotnostni spektrometrii (MS/MS nebo-li MS"). Je to zafizeni, kde jedna z &sti slouzi
k izolaci iontu, ktery nas zajima, a druha ¢ast poskytuje produktové ionty. Tandemova
hmotnostni spektrometrie vznikla mimo jiné i proto, Ze ioniza¢ni techniky nejbéznéji
spojované s HPLC jsou takzvané mekké techniky, které vétSinou poskytuji pouze

molekulovy ion s velmi minimalni fragmentaci.
Relativné odliSnou metodou pro zvysSeni fragmentace pti pouziti ESI nebo APCI je
uskuteCnéni kolizné indukované disociace (CID) jeSt¢ viontovém zdroji,

tzv. in-source CID. Ionty pfitomné v dany moment v iontovém zdroji jsou podrobeny
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kolizni aktivaci bez moznosti vybéru iontu prekurzoru. Z toho vyplyva, ze pokud jsou
pfitomny i n&jaké necistoty, jsou podrobeny kolizi také. Zatimco pii bézné fragmentaci
provedené v MS/MS uspotfadani je podroben kolizni aktivaci pouze vybrany ion.
Nejcastéji je kolize uskuteCnéna srazkami s inertnim tzv. terovym plynem. Srazkami
dochdzi k rozpadu iontu na fragmentové ionty, jejichz hmotnostni spektrum zméfime

[11, 12].

Je samoziejmé, ze spojeni HPLC-MS ma i své pozadavky na systém kapalinového
chromatografu. Z hlediska MS, musi pumpa poskytovat stabilni prutok v rozsahu
0d 10 pl/min do 2 ml/min, v zavislosti na pouzitém interface a priméru kolony. Dale
musi pumpa poskytovat bezpulsni tok, protoze piipadné pulsy zanechdvaji stopu

v

na zaznamu total ion current (TIC). Nejpouzivanéjsi je, ve spojeni s MS, pistova pumpa.

Injektor byva nejéastéji v podobé davkovaci smycky definovaného objemu. Z hlediska
spojeni s MS by bylo problematické vpraveni vzduchové bubliny do systému, coz by

mohlo vyustit v nestabilni odezvu hmotnostniho detektoru.

Co se tyka stacionarni faze, jsou omezeni minimalni. Je jen nutné vyvarovat se
poskozeni chromatografické kolony napft. pouZitim nevhodného pH, kdy muize dojit jak

ke zvySeni Sumu pozadi tak samoziejmé ke sniZzeni chromatografické ti¢innosti.

Pozadavky na mobilni fazi jsou jiz klicové, protoze az na vyjimky se mobilni faze
pfimo ucastni ioniza¢niho procesu. SloZzeni mobilni faze, pfesnéji, parametry jako bod
varu, povrchové napéti ¢i vodivost, maji velky efekt na ti¢innost interface. Je logické, ze
prvotni sloZeni mobilni fdze urcuje chromatografie. V ptipadé nutnosti lze pro zlepSeni
odezvy pouzit postkolonovy piidavek vhodného eluentu ¢i aditiva T-kusem.
Samoziejmosti by mélo byt pouzivani reagencii, vody a organickych rozpoustédel
Vv nejvyssi kvalité. Pro RP-HPLC se jako organicka rozpoustédla pouzivaji bez vétSich
potizi methanol nebo acetonitril, ale 1ze pouzit i ethanol ¢i 2-propanol. Nejlepsi odezva
obvykle byva pii vysoké koncentraci organického rozpoustédla cca 70 — 90 %.
Pti vysokém, az 100%, obsahu vody je nutné zvysit priatok a teplotu suSiciho
a zmlzujictho plynu, coz snizuje citlivost. Problémy mohou nastat pii pouziti 100%
acetonitrilu, kdy dochazi k tvorbé grafitického uhliku na vybojové elektrodé a je nutné

jeji Casté Cisténi. Systémy NP-HPLC jsou vétSinou Spatné kompatibilni s ESI, o néco
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Iépe s APCI. Do mobilni faze se musi ptidavat alespon 5 % proton-donorniho
rozpoustédla, ve 100% hexanu nelze ziskat signal. M¢la by zde byt urcita snaha vyhnout
se halogenovanym rozpoustédlim, ktera zhorSuji stabilitu signalu. Jelikoz v interface
dochazi k odstranéni mobilni faze, je vyzadovano, aby byly pouzivany tékavé kyseliny
(kyselina mravenci, octova), baze (hydroxid amonny, triethylamin) i soli pro pfipravu
pufrd (octan amonny atd.). Je tedy nutné vyhnout se vSem netékavym ¢i pfilis
koncentrovanym roztokim. Dtlezité je dikladné odplynéni mobilni faze. Neékteré
LC-MS interface jsou designovany tak, ze pouze mald Cast toku mobilni faze je
pumpovana piimo do iontového zdroje. Jednim z takovychto provedeni je ,,Z-sprej*,

kde je mobilni faze sprejovana ortogonalné k iontovému zdroji [11, 12].

Interpretace spekter ziskanych spojenim HPLC-MS a mékkych technik je mirné
odlisna od interpretace spekter ziskanych EI. Zasadni rozdil spociva ve vzniku iontd se
sudym poctem elektronti a v téméef minimalni fragmentaci iontti. Proto se k podrobng&;jsi
strukturni analyze pouziva MS", jak jiz bylo zminéno vyse (obr. 14). Uréeni Mg lze
podle pfitomnosti charakteristickych adukti napt. [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH4]" nebo
aduktd s mobilni fazi, ptiCemz typ a relativni intenzita aduktovych iontl velmi zavisi
na slozeni mobilni faze a obsahu soli v eluentu ¢i vzorku. U techniky HPLC-MS je
nutné vzdy ovéfit, zda pozorované ionty patii do spektra daného piku a nepochazi
z Sumu, pamétového efektu predchozich pikil ¢i vzorkl atd. Dilezité je konfrontovat
retenéni chovéani slouceniny s navrhovanou strukturou. Jelikoz, az na vyjimku
biomolekul, neexistuji knihovny ESI/APCI, mélo by, pro jednoznacné potvrzeni
identity, dojit k porovnani ziskaného nezndmého MS spektra s identickym standardem

navrhované slouceniny naméfené za identickych podminek [11, 12].
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Obr. 14: Zdaznam hmotnostniho spektra MS™ az MS® dimefluronu ziskaného ionizaci

elektrosprejem v kladném modu [11]
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Zcela obecné lze fici, ze kvantifikace s vyuzitim hmotnostni spektrometrie se nelisi
od kvantifikace za vyuziti ostatnich HPLC detektori. Hmotnostni spektrum obsahuje
velky pocet m/z signalli a vSechny z nich mohou slouzit ke kvantifikaci toho dané¢ho
iontu. Pokud se ale pouzije uzké spektrum m/z hodnot, dojde ke zvySeni citlivosti,
protoze na monitorovani daného iontu zbude delsi ¢asovy usek. Jak bylo jiz feceno, MS
disponuje vysokou selektivitou. Tato selektivita mimo jiné umoziuje pouziti izotopicky
znaCenych analyta jako vnitinich standardu a spolu s vysokou citlivosti poskytuji velmi
piesna a spravna kvantitativni stanoveni. Znacené izotopy maji jinou m/z hodnotu, ale
stejnou chemickou strukturu, tudiz maji stejné chemické vlastnosti. Toho se vyuziva
napt. pfi Upravé vzorku pred analyzou, kdy jsou stejnou mérou extrahovany

do rozpoustédla ¢i adsorbovany na povrch kolonky [11, 12].
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3.3. Elektroanalytické metody

3.3.1. Zakladni elektroanalytické principy a metody

Elektrochemické analytické metody jsou zalozeny na méfeni nékteré z elektrickych
veli¢in. Prikladem méfené veliCiny miize byt napéti na elektrodach, prochazejici
elektricky proud, spotfebovany néaboj, vodivost roztoku nebo relativni permitivita.
Podminkou je, aby méfend veli¢ina byla jednoznaéné =zavisla na koncentraci

stanovované latky [23, 24].

Elektrochemické analytické metody I1ze nasledovné rozdélit na:
¢ metody zaloZené na redoxni reakci
o ¢lankem neprochazi elektricky proud
o ¢lankem prochazi elektricky proud
= obsah analytu ve vzorku méni elektrolyzou pouze zanedbatelné
* metody zalozené na kvantitativni pfemeéné analytu

¢ metody zaloZené na méreni urcité elektrické vlastnosti roztoku.

Elektrochemicky je mozné detegovat Sirokou paletu latek. V obecné roviné lze fici, ze
elektrochemickd aktivita je zavisld na pfitomnosti elektroaktivni funkéni skupiny.
Slouceniny, které snadno podléhaji oxidaci, obsahuji skupiny s volnym elektronovym
parem. Mezi slouceniny, které lze elektrochemicky stanovit lze jmenovat latky
ze skupin antioxidantli, sacharidli, biogennich aminii, navykovych latek, pesticidd,
1é¢iv, vitamint ¢i enkefalinl. Pokud latka sama o sobe neni elektrochemicky aktivni Ize

ptipadné pouzit derivatizaci [25].

Mnoho elektrochemickych reakci je reversibilnich. Reversibilni redoxni par se
vyskytuje pouze pokud je oxidovana a redukovand forma slouceniny v rovnovaze.
Na zacatku elektrochemické reakce je pfitomna pouze jedna z forem redoxniho péru.
S prubéhem elektrochemické reakce zacinaji byt pritomny obé dvé formy. Reverzibilita
redoxniho paru neni nutnou podminkou pro elektrochemickou detekci. Kritickym

faktorem je fakt, ze proud musi byt proporcionalni ke koncentraci [25].
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Zakladnim prvkem elektrochemickych analytickych metod zaloZenych na redoxni

reakci je elektrochemicky ¢lanek (obr. 15).

Obr. 15: Schéma elektrochemického clanku [26]

Elektrochemicky c¢lanek je tvofen nejméné dvéma elektrodami, které jsou
charakterizovany elektrodovym potencidlem. Ob¢ elektrody jsou zde fyzicky oddéleny
a pfenos elektronl je mezi nimi umoznén vnéjSim vodicem. Elektrodovy potencial
jednotlivych elektrod nelze méfit, métitelny je pouze potencialovy rozdil mezi dvéma

elektrodami [26].

Obecné lze ftici, Ze elektroda je kontakt dvou nebo vice navzdjem nemisitelnych
vodivych fazi, na jejichz rozhrani dochazi k redoxnim reakcim nebo k vyméné
elektricky nabitych ¢astic [27]. Vysledkem elektrodové reakce je elektrodovy potencial
popsany Nernstovou rovnici:
E=E’+R-T/(z'F) - lnay"
kde E ..... elektrodovy potencial
E? .... standardni elektrodovy potencial
.. molarni plynova konstanta (8,314 J/K-mol)
T ..... termodynamicka teplota
... poCet elektronti zahrnutych v elektrodové reakci
F ..... Faradayova konstanta (96 485 C/mol)

ay™ ... aktivita iontdt M v roztoku.

Elektroda miZze byt bud’ kladna — anoda, na které dochdzi k oxidaci (ztrata jednoho
nebo vice elektronti) nebo zaporna — katoda, na které probiha redukce (pfijem jednoho

nebo vice elektrontl). Elektrochemicky ¢lanek se mize chovat jako galvanicky ¢lanek,
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kde redoxni reakce probihaji spontanné, napéti AE je vétsi nez 0. Timto ¢lankem
neprochazi elektricky proud, a proto na elektrodach, na elektrické dvojvrstvé, dochazi
pouze Kk vyménnym reakcim. Elektrochemicky c¢lanek muize také pracovat jako
elektrolyzér. Reakce v tomto ¢lanku neprobihaji samovolng, AE je mensi nez 0. Clanku
je tedy nutné dodavat energii z vnéjsiho zdroje a smér pohybu nabitych ¢astic je opacny

nez u galvanického ¢lanku [23, 28].

V ptipad¢ elektrochemického ¢lanku prochazi elektricky proud jednak pevnou fazi
(elektronova vodivost) a dilem roztokem elektrolytu (iontova vodivost, ktera je,
narozdil od elektronové, spojena s transportem latky — ionti — z roztoku k povrchu tuhé
faze). Najejich rozhrani dochéazi pii prichodu k elektrodovému procesu, ktery je
spojen s konverznimi reakcemi, pii nichz se méni slozeni ¢lanku. Elektrodovy proces
1ze roz€lenit na nékolik zakladnich fazi. Transport latky z roztoku k povrchu tuhé faze,
tedy pfesun hmoty, kterd podlehne elektrochemické reakci, coz se déje difuzi, konvekci
¢1 migraci. DalSim krokem je reakce pfenosu ndboje, €ili transfer jednoho nebo vice
elektront, coz je podstatou vlastni elektrochemické reakce. Posledni etapou je
odstranéni produktii elektrochemické reakce z povrchu elektrody opét do roztoku.
Jelikoz tyto presuny reaktantii ¢i produkti k nebo od povrchu elektrody jsou mnohem
pomalej$i nez vlastni elektrochemicka reakce, jsou to limitujici kroky ovliviiujici
efektivitu. Pokud tedy néktery z krokli neni dostate€né rychly, prochazi ¢lankem nizsi
proud. Pokud na nékteré z elektrod nemize elektrodovy proces probihat, ¢lankem proud

neprotéka. V obou ptipadech dochazi k polarizaci elektrod [26, 27].

Pouzivané elektrody lze rozdélit dle nasledujiciho schématu:
¢ indikacni elektrody
o elektrody prvniho druhu: Jedna se o kov ponofeny do roztoku svych
iontll, napf. stiibrnd elektroda pti argentometrickych titracich. Jeji potencial je zavisly
na aktivité vlastnich iontl dle Nernstovy rovnice (viz vySe). Do této skupiny lze zaradit
1 vodikovou elektrodu, coz je platinovy plisek, elektrolyticky potaZeny platinovou Cerni,
syceny plynnym vodikem a ponofeny do roztoku obsahujiciho vodikové ionty.

Vodikova elektroda je vyuzivana pro méfeni pH [2].
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o elektrody zaloZené na rovnovaze mezi oxidem kovu a kovem: Tyto
elektrody jsou mechanicky odolné a jednoduché. Jejich potencidl je zavisly na pH
roztoku, ale tato zavislost nebyva linedrni. Redoxni reakce se UcCastni velmi tenka
vrstvicka oxidu na povrchu elektrody. Piikladem mohou byt elektrody antimonové,

bismutové nebo telurové [26, 28].

o elektrody oxida¢né — redukéni: Zprostiedkovavaji vyménu elektront
mezi oxidovanou a redukovanou formou. Tento druh elektrod slouzi k méfeni
redoxniho potencialu, ktery popisuje Petersova rovnice [2]:

E:EO'RT/(ZF)'lnared/aOX

kde E ........... redoxni potencial
= standardni elektrodovy potencial
R ........... molarni plynova konstanta (8,314 J/K-mol)
T ............ termodynamicka teplota
Z............. pocet elektronil zahrnutych v elektrodové reakci
F......... Faradayova konstanta (96 485 C/mol)

ared (Qox) -.- aktivita redukované (oxidované) formy latky v systému.

o elektrody membranové: Jsou tvofeny membranou, kterd zcela odd¢luje
dva roztoky. Jak membrana tak roztoky obsahuji urcity ion, ktery se miiZze ucastnit
vyménné reakce mezi roztokem a membranou. Jejich potencidl je ur€ovan vyménou
ionti mezi membranou a roztokem. Membranové elektrody jsou zakladem

iontové-selektivnich elektrod (ISE) (obr. 16).
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Obr. 16: Schéma iontové selektivni elektrody [26]

ISE lIze rozdé€lit na elektrody s pevnou a kapalnou membranou a na krystalové iontoveé-
selektivni elektrody. Tuhé membrany tvofi halogenidy stfibrné, sulfidy dvojmocnych
kovi, fluoridy kovil vzadcnych zemin, $tavelan vapenaty, siran barnaty atd. Membrana
obvykle jevi odezvu na oba ionty. Tuhd membrana miva tvar kruhové desticky
vybrousené z monokrystalu latky, z lit¢ popt. slisované latky nebo z krystalické latky
smichané s pojivem. Vznikly disk se dokonale zatmeli na konec sklenéné trubice,
do které se nalije vnitini roztok a umisti vnitini elektroda. Do této skupiny lze zatadit
i sklenénou elektrodu pro méfeni pH. U tohoto druhu elektrod se lze setkat
s tzv. kyselou nebo zasaditou chybou. Jedna se o odchylku od nernstovské odezvy
pii velmi nizkych, respektive vysokych hodnotach pH. Existuji také elektrody zaloZené
na jinych druzich skel, ktera jsou citlivd na Li", Na", K, Ag+. Obecné se ISE s tuhou
membranou pouZzivaji napf. pro stanoveni Cu?*, Pb**, Cd*. U elektrod s kapalnou
membranou je aktivni komponenta rozpusténa v hydrofobnim viskdéznim rozpoustédle
(dioktylfenylfosfat, dekanol, difenylether, nitrobenzen) a je imobilizovéna
V polymernim nosi¢i (PVC). Aktivnimi komponentami byvaji iontoméni¢e nebo
neutrdlni nosie iontl tvofici se stanovovanym iontem komplex (soli kyseliny
dialkylfosfore¢né, tetrafenylboritan, kvartérni aminy, komplexy 1,10-fenantrolinu,
valinomycin a jina antibiotika). Tyto elektrody se pouZivaji ke stanoveni ionti NHy",
K*, Ca**, NO¥, CI". Pro stanoveni mocoviny se pouZivaji elektrody s imobilizovanym

enzymem uredzou. Zvlastni skupinu tvoii plynové elektrody, které se pouzivaji
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napf. pro stanoveni kyselych plyni (COy). Krystalové iontové-selektivni elektrody lze
rozd&lit na monokrystalické (fluoridova LaFs), polykrystalické (S%, CI', Ag®, Hg*")
asmésné (CI, Br, I, CN", Cd*, Pb*, Cu**, Ag). Zvlastni kategorii ISE jsou tzv. coated
wire elektrody, které jsou tvofeny dratkem =z inertniho kovu (Pt, Au) pokrytého
polymerem obsahujici vazebna mista pro analyt. Vznikaji polymerovanim latky, ktera
v molekule obsahuje jak polymerizovatelnou skupinu, tak citlivou receptorovou
skupinu. Vznikly povlak je pak citlivy na ionty, na které je citliva receptorova skupina
[9, 26].

o referentni: N¢kdy také nazyvané jako elektrody druhého druhu, jsou kovové
elektrody pokryté vrstvou malo rozpustné soli pfislusného kovu, ponofené
do elektrolytu, ktery ma spole¢ny anion s malo rozpustnou soli. Potencial elektrody
druhého druhu je fizen koncentraci téchto anioni. Do této skupiny lze zaradit
kalomelovou elektrodu (KCI (sat), Hg.Cl, (s), Hg) (obr. 17), argentchloridovou (KCI
(sat), AgCl, Ag), merkurosulfatovou (K,SO4 (sat), Hg.SO4 (s), HQ) [2, 26].

B Hg + ngaz
- £

roziok KC1

6—-74 porézni

{ / ucpavka

Obr. 17: Schéma kalomelové referentni elektrody [26]

e pomocné: Jsou to elektrody, které jsou obvykle tvofené platinovym nebo
palladiovym pliskem, maji velky povrch, jsou téméf nepolarizovatelné
a od analyzovaného roztoku jsou odd€leny sklenénou fritou. Pomocné elektrody byvaji
umistény co nejblize k pracovni elektrod€. Jejich umisténi, tvar a velikost hraji
dalezitou roli ve vysledném signalu a Sumu, u pratokovych metod v poctu a velikosti

artefakt pikti. Nabizeji jakysi pfenosovy kanal pro elektrony, tedy dodavaji nebo odvadi
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ekvivalentni mnozstvi elektrond, které se ucastni elektrodové rekce na pracovni
elektrodé. Pozadavky na pomocné elektrody jsou daleko mensi nez pozadavky kladené
napracovni nebo na referentni elektrodu. Proud tedy protékd mezi pracovni
a pomocnou elektrodou a skutecny potencial pracovni elektrody se méii proti referentni

elektrod¢ za bezproudového stavu [25].

Na nékolika nasledujicich strankach bych se rada veénovala zplsobliim, metodam

a instrumentaci elektrochemickych analytickych méteni.

Rovnovazna potenciometrie se fadi mezi metody zaloZené na redoxni reakci, pii nichz
¢lankem neprochazi elektricky proud. Metoda byla objevena Nernstem na konci 19.
stoleti. Objev této metody mél velky vyznam pro fyzikalni chemii (méfeni disociacnich
konstant, rovnovaznych konstant, konstant stability) a dodnes se vyuziva pro méteni
potencidlového rozdilu mezi indika¢ni a referentni elektrodou a sleduje se zavislost
napéti na aktivité¢ (koncentraci) urCovaného iontu. Méteni se provadi za rovnovazného,
bezproudového stavu — tedy v galvanickém ¢lanku. Potencial mérné elektrody zavisi
na aktivit¢ stanovovaného iontu, referentni elektroda je charakterizovana konstantnim

potencialem [26].

Polarografie a voltametrie patii mezi metody zaloZené na redoxni reakci, pti kterych
elektricky proud vzorkem prochézi, ale obsah analytu ve vzorku se méni elektrolyzou
pouze zanedbatelné. Objev polarografie je spojen se jménem Jaroslava Heyrovského,
ktery za to byl v roce 1959 ocenén Nobelovou cenou za chemii. Polarografie je de facto
voltametrie pouZivajici, jako pracovni elektrodu, rtutovou kapkovou elektrodu. Clanek
sestava z polarizovatelné pracovni elektrody a z nepolarizovatelné referentni elektrody.
Metody jsou zaloZeny na méfeni polarizacnich kiivek, coz jsou zavislosti proudu
tekouciho pracovni elektrodou na jejim potencidlu. Pokud v roztoku neni
elektrochemicky aktivni latka (oxidovatelna nebo redukovatelnd) je pracovni elektroda
polarizovana a proud ji neprochazi. Naopak, pokud je takovato latka v roztoku
pfitomna, dochazi k depolarizaci elektrody. Velikost katodického nebo anodického
proudu je mirou koncentrace depolarizatoru. Méfeni lze provadét v dvouelektrodovém
nebo tfielektrodovém zapojeni. Nevyhodou prvniho zminovaného je, Ze potencial
pracovni elektrody neni piesné znam, protoze pii prichodu proudu se ¢ast vlozené¢ho

napéti ztrati. Proto se v praxi pouziva vétSinou tfielektrodové zapojeni, kdy je Clanek
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doplnén o pomocnou elektrodu. Ve voltametrii se nejcastéji pouzivaji elektrody
platinové, zlaté nebo uhlikové ve tvarech disku, plisku, vldkna nebo dratku,
pro polarografii jsou typické rtutové kapajici elektrody. Mefeni jsou provadéna
V klidném (analyt je dopravovan difuzi) nebo michaném roztoku (rotace elektrody,

transport konvekei) [26, 29].

Polarografie (obr. 18), jak bylo jiz zminéno, je metoda, ktera vyuziva, jako pracovni
elektrodu, rtutovou odkapavajici elektrodu, ktera byva ve vétsin€ ptipadl zapojena jako
katoda. Rtut’ se piivadi ze zasobniku kapilarou (& = 0,05 mm) do analyzovaného
roztoku. Je nutné upravovat vysku rtutového sloupce, aby se kapka odtrhdvala
vintervalu 2 — 5 sekund. Odkapavanim rtuti se povrch elektrody neustale obnovuje.
Elektrodu Ize polarizovat v intervalu od — 2,6 V do + 0,4 V. Na elektrodé se vylucuje
velmi malé mnozstvi analytu, sloZzeni roztoku se tedy v pribéhu analyzy prakticky
neméni. Koncentrace stanovované v analytu se pohybuji okolo 10 mol/l. K roztoku se
pridava zakladni elektrolyt (chlorid, dusi¢nan atd.) a pro maskovani rusicich ionta lze
pridat komplexotvorné latky. Pfed vlastni analyzou je nutné nechat probublat inertnim
plynem za uelem odstranéni kysliku, ktery ma ruSivy vliv na analyzu. Vlastni
polarograficky proces lze rozdélit na né€kolik fazi. V prvni cCasti dochédzi jen
k pozvolnému zvySeni proudu pfi zvySujicim se napéti. V této ¢asti je kapkova rtut'ova
elektroda polarizovana a elektrodovy d¢j na ni neprobiha. Velikost proudu je urcena
tzv. kapacitnim (nabijecim) proudem. Kapacitni proud se zvySuje s nariistanim kapky
asjejim odkapnutim opét klesd. Druha ¢ast polarografické viny je charakterizovana
mocnym narGstanim intenzity proudu, které nastava pfi urcitém, pro kazdou
elektroaktivni latku definovaném, napéti. Za pfitomnosti depolarizatoru v roztoku
dochazi pii tomto tzv. rozkladném napéti k elektrodové reakci, a tedy k depolarizaci
rtutové kapkové elektrody. Vlivem této reakce se v okoli elektrody sniZzuje koncentrace
depolarizatoru, ktery se doplituje pouze difuzi. Nasledujici tfeti cast polarografického
déje je charakterizovana tim, Ze i pfi zvySujicim se napé€ti se intenzita proudu téméf
neméni. Je to zplsobeno tim, Ze veSkery depolarizator v bezprostfedni blizkosti
elektrody ihned podléha elektrodovému dé&ji. Z analytického hlediska je dilezity limitni
difazni proud depolarizatoru. Velikost tohoto proudu udéavajiciho vySku polarografické
vilny, je dana rychlosti difuze depolarizatoru k elektrodé a dle Ilkovi€ovy rovnice je

ptimo iimérna koncentraci analytu v systému [2, 26]:
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iy =605z -D¥2-m?® 6. ¢
kde iq ... limitni difazni proud
z ... pocet elektronit vyménovanych pfi elektrodové reakci
D ... diftizni koeficient depolarizatoru (cm?/s)
m ... prutokova rychlost rtuti (mg/s)
t ..... doba trvani kapky (s)

C ..... molarni koncentrace (mmol/l).

Je mozné vyuzit metodu standardniho vzorku, metodu kalibra¢ni kiivky nebo
standardniho ptidavku. Identifikace latky je umoznéna pilvinovym potencialem, ktery
je pro kazdou polarograficky aktivni latku konstantou. Polarograficky lze stanovit téméf
vSechny kovy, nékteré slouceniny obsahujici dusik ¢i kyslik. Uplatnéni polarografie se

nachazi v oblastech organické, farmaceutické, potravinaiské ¢i enviromentalni analyzy.

P
]

difau roatik

u

Obr. 18: Polarograficky zdaznam a schéma zapojeni polarografu [30]

Voltametrie je podobné¢ jako polarografie zalozena na méfeni polarizacnich kiivek. Tato
metoda vyuziva nasledujici druhy elektrod. Visici rtutova elektroda, se kterou lze
pracovat v intervalu — 2,6 do + 0,4 V. Platinové ¢i zlaté elektrody, které byvaji bud’
ve formé& plisku nebo dratku, nejcastéji vSak ve formé rotujici diskové elektrody
s primérem 1 - 10 mm. Tento typ elektrod miize byt v kyselém prostiedi polarizovan az
k hodnoté + 1,5 V. Specialnim ptikladem je rotujici diskova elektroda s prstencem, kdy
okolo elektrodového disku je umistén prstenec pracujici pii odliSném potencialu.
Na prstenci lze napf. generovat slouc¢eninu, ktera se nasledné na disku deteguje. DalSim,

velmi Casto pouzivanym, typem elektrod je uhlikova pastova elektroda. Jednéd se
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0 praskovy uhlik rozptyleny v hydrofobni kapaling, které spolu vytvari elektricky
vodivou pastu. Vyhodou je obnovovani Cistého povrchu setfenim c¢asti elektrody, coz

neni mozné u elektrod vyrobenych ze skelného uhliku [26, 29].

Mezi voltametrické metody lze zafadit i voltametrické metody s eliminaci nabijeciho
proudu, které se svym charakterem mohou fadit i mezi metody nestacionarni.
Pti koncentracich depolarizatoru 10° mol/l a nizsich je hodnota limitniho difizniho
proudu srovnatelnd s hodnotou kapacitniho (interferujiciho) proudu. Snizeni detekéni
meze lze dosdhnout dvéma zplsoby: zvySenim difizniho proudu, tedy provedenim
experimentu za nestacionarnich podminek nebo omezenim vlivu kapacitniho proudu,
téchto metod. Jednim z nich je ,,tast“ polarografie, u které se polarograficky proud
méfi tésné pred utrzenim kapky, kdy je difizni proud maximdlni a nabijeci proud
minimalni, ¢imz se dosdhne zvySeni citlivosti [26]. DalSim zéastupcem je A.C.

polarografie neboli polarografie se superponovanym sinusovym napétim (obr. 19).

Obr. 19: Potencidlovy program vkladany na pracovni elektrodu a méreny signal

vV metodé A.C. polarografie [26]

Elektroda je v tomto pifipadé polarizovana linearné vzrastajicim napétim, na které je
superponovano stiidavé napéti o frekvenci 50 - 60 Hz s konstantni nizkou amplitudou.
Me¢teny signal se sklada z faradaickych proudii a znabijeciho proudu. Faradaické
proudy se projevi jako maxima pii vynaSeni zavislosti proudu na stejnosmérném napéti.
Stejn¢ jako u beézné polarografie, poloha maxima definuje depolarizator a jeho vyska
koncentraci [26]. Tietim vyznamnym zastupcem je square wave voltametrie (obr. 20).

Jde o typ polarografie, kdy se na linearné zvysujici se napéti vklada pravouhly signal.
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Proud se méfi pouze tésné pred zmeénou znaménka pravouhlého signalu, kdy je nabijeci

slozka proudu minimalni [26, 29].
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Obr. 20: Zdznam méreného signdlu v metodé square wave voltametrie,

odezvy riiznych koncentraci triprolidin hydrochloridu [69]

Tzv. pulsni voltametrie pouziva rtutovou kapku. Na rozdil od square wave voltametrie
se pred odkapnutim kapky na elektrodu vklada jen jediny pravouhly potencidlovy puls
o trvani 40 — 50 ms. Velmi citlivou metodou je diferen¢ni pulsni voltametrie (obr. 21).
Principem této metody je méfeni rozdili pulst tésné pied zacatkem a koncem pulsu.
Pokud se pouzije pfedchozi elektrolytickd akumulace analytu na elektrodé, je mozné

stanovit koncentrace az 10™2 mol/l [26, 29].
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Obr. 21: Zdaznam méreného signalu v metodé diferencni pulsni voltametrie,

odezvy riznych koncentraci domperidonu [50]

Jako posledni lze jmenovat rozpoustéci voltametrii (obr. 22), také znamou jako
inverzni nebo stripping voltametrii. Pribéh této metody lze rozdélit do dvou kroku.
Prvnim znich je predbézné nahromadéni analytu na povrchu elektrody, které se
uskuteCiiuje v michaném roztoku pifi konstantnim potencidlu. MoZnosti akumulace
analytu je n€kolik: akumulace kovli ve form¢ amalgamu nebo v podobé¢ filmu, depozice
vV podobé malo rozpustné slouceniny, adsorpce, extrakce nebo na zéklad¢ iontové
vymény. Jako druhy nésleduje rozpoustéci krok, vyuZivajici polarografii nebo
voltametrii s linearni zménou potencialu. Méfi se pak mnozstvi vylouceného povlaku.
Rozpoustéci kiivka ma tvar piku, kdy potencial poloviny vrcholu piku je
charakteristikou analytu a vyska ¢i plocha piku odpovida jeho mnoZstvi. Nespornou
vyhodou je fakt, Ze Casto lze jedinym méfenim stanovit nékolik latek najednou, a to

s velmi dobrou ptesnosti a citlivosti [9, 26].
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Obr. 22: Schématické zndzornéni postupu elektrochemické rozpoustéci analyzy

(I - koncentracni faze, II - rozpousteci faze) [9]

Nestacionarni elektrochemické metody jsou takové metody, kdy méfend veli¢ina je
funkci ¢asu, tedy kdy se koncentra¢ni gradient na povrchu elektrody méni s ¢asem. Lze
je rozdélit na dva zakladni druhy. U potenciostatickych metod kontrolujeme potencial
a sledujeme cCasovou zavislost proudu. Ptikladem je linearni voltametrie. Jak nazev
napovida, u této metody potencidl linedrné narista, elektroda je polarizovana rychlosti
10 — 1 000 mV/s, coz zpisobi vy€erpani depolarizatoru v okoli elektrody. Vyslednym
signalem je pik. Dalsim ptikladem je cyklicka voltametrie (obr.23). Tato metoda
slouzi piedevsim ke studiu reverzibility systému, protoze sledujeme oxidaci i redukci
analytu. Zredukovany depolarizator se nasledn¢ reoxiduje nebo naopak. Vysledkem je
katodicko-anodicka kiivka. Pokud je dé€j reverzibilni, ziskame stejné vysoky katodicky
I anodicky pik vzdalené o 57 mV. Se vzrustajici ireverzibilitou se piky vzdaluji az jeden

postupné vymizi [25, 26].
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Obr. 23: Zdaznam méreného signalu v metodé cyklicka voltametrie,

odezvy zafirlukastu pri riiznych skenovacich rychlostech [72]

Druhym  typem nestacionarnich  elektrochemickych metod jsou metody
galvanostatické, pii kterych kontrolujeme proud a sledujeme zavislost potencidlu
na case. Piikladem je tzv. chronopotenciometrie, neboli voltametrie s konstantnim
proudem. Na indika¢ni a pomocnou elektrodu se vlozi maly konstantni proud a sleduje
se potencial indikacni elektrody proti elektrodé referentni jako funkce casu.
Elektroaktivni latka je transportovana pouze difizi. Zaznamenavaji se tzv. E-t k¥ivky,
na nichZ jsou patrné 3 intervaly: nabijeni elektrické dvojvrstvy, trvani elektrodové
reakce, a stim souvisejici prechodovy cas, ktery je funkci koncentrace analytu.
Piechodovy ¢as je doba, za kterou klesne koncentrace latky na povrchu elektrody
z piivodni koncentrace na nulovou hodnotu. Posledni ¢asti je Usek naleZejici nabijeni
dvojvrstvy k potencialu, kdy =zacne reagovat novy systém. Dal§im piikladem
galvanostatickych metod je oscilograficka polarografie. Na dvojici elektrod se
aplikuje nizkofrekvencni stfidavy proud a sleduji se zmény mezi nimi. VéEtSinou je jeste
navic vkladan 1 stejnosmérny proud. Méefena zavislost se sleduje na stinitku
osciloskopu, poloha zafezu v grafu udava kvalitu depolarizatoru, hloubka zarezu naopak

jeho mnozstvi [13, 26].
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Ampérometrie je metoda odvozena od voltametrie, pfi¢emz i instrumentace je shodna
s voltametrickou. Stanoveni analytu je zalozeno na velikosti proudu protékajiciho
pracovni elektrodou, na které je vlozen konstantni potencidl. Ten je zvolen tak, aby
elektrodou protékal limitni proud. Ampérometrie se Casto vyuziva jako zpiisobu detekce
u separacnich metod. Klicovym pozadavkem byva maly vnitini objem detektoru. Latky
mohou byt detegovany jak v plynném tak v kapalném stavu. Piikladem je Clarkv
detektor, kde jsou elektrody odd¢leny semipermeabilni membranou, takze pouze plynné
molekuly mohou projit k pracovni elektrodé, proto lze stanovit plyny i ve velmi

slozitych matricich, jako kyslik v krvi [13, 26].

Titrace s polarizovatelnymi elektrodami jsou ve srovnani s vizualnimi titracemi
objektivnéjsi a citlivéjsi, navic je lze usp&$né provadét jak v barevnych tak v zakalenych
roztocich. Jejich relativni nevyhodou je slozitéjsi aparatura a dels$i doba provedeni.
Ampérometricka titrace je stanoveni zaloZzené na méfeni limitniho proudu, ktery je
pfimo umérny koncentraci depolarizatoru. Po ptfidavku odmérného roztoku neni nutné
prométovat celou polarizacni kiivku. Dostacujici je registrace zmén limitniho proudu
Vv zavislosti na objemu pfidaného odmérného roztoku pii vhodné zvoleném potencialu.
Konec titrace se urcuje jako prasecik ptimek spojujicich body, jez udadvaji hodnotu
proudu pied a po ekvivalenci. Tento druh indikace bodu ekvivalence se vyuziva u titraci
vedoucich ke vzniku sraZeniny nebo komplexu a titraci oxida¢né - redukénich.
Potenciometricka titrace za konstantniho proudu je nepfili§ rozSifena metoda.
NejcCastéji pouzivana soustava je slozend z platinové a kalomelové elektrody, pficemz
na elektrody je vloZzen maly konstantni proud. Plati zasada, Ze je ¢im mensi, tim pfesnéji
lze odecist konec titrace. M¢fi se potencidlovy rozdil mezi elektrodami.
Pii biampérometrickych titracich se na polarizovatelné¢ elektrody, nejcastéji
platinové, vklada napéti. Analyticky signal je dén proudem, ktery protéka
mezi elektrodami. Naopak pii bipotenciometrickych titracich se eclektrody, také
obvykle platinové, polarizuji konstantnim proudem a meéfi se potencidlovy rozdil

mezi nimi. VSechny biampérometrické titrace lze provést i bipotenciometricky [2, 26].

Jak bylo jiz fe¢eno, vySe zminéné metody jsou metody, pii kterych se obsah analytu
ve vzorku méni pouze nepatrné. Na druhé strané existuji elektrochemické metody
zalozené na vycerpavajici elektrolyze, tedy metody zalozené na kvantitativni pfeméné

analytu. Sem lze =zatadit elektrogravimetrii a coulometrii. Analyt v dasledku
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elektrolyzy probihajici na pracovni elektrod¢ kvantitativné zreaguje na urcity produkt.
Experimenty lze provadét bud’ za konstantniho proudu nebo potencialu. Tyto metody
obecné vyzaduji co nejveétsi plochu pracovni elektrody a co nejmensi objem vzorku.
Elektrogravimetrie patii mezi nejstarSi elektroanalytické metody. Pii stanoveni se
elektrolyza vyuzije k tplnému vylouceni analytu na pracovni elektrodé a urci se
hmotnostni pfirtstek této elektrody. Pracovni napéti je zvoleno tak, aby predstavovalo
tzv. rozkladné napéti. Pfi hodnoté tohoto napéti dochdzi k rychlému nartstu proudu
a naelektrodach je mozné sledovat vznik produkti elektrolyzy. Elektrolyza
za konstantniho proudu vynika jednoduchym uspoiadani experimentu. Potenciél
pracovni elektrody postupné roste a nahle se prudce zméni, jakmile limitni proud
vylucovaného kovu klesne pod trovenn celkového elektrolytického proudu. Povlak
vylucovaného kovu by mél byt kompaktni a hladky a nesmi se odlupovat. Takto lze
stanovit fadu kova po elektrolyze na katodé, nékteré kovy lze stanovit ve formé oxida
oxidaci na anod¢. Pii pouziti elektrolyzy za konstantniho potencidlu lze dosahnout
elektrolytického odd€leni stanovovaného kovu od jinych kovil, které se vylucuji
pfinegativnéjSim potencidlu. V pribéhu elektrolyzy klesd exponencialné elektricky

proud. Elektrolyza se ukonci, kdyz proud klesne na nepatrnou hodnotu [26, 29].

Coulometrickd méfeni jsou zaloZena na méfeni naboje, ktery je nutny k plné preméné
stanovované latky. Podle Faradayova zdkona je hmotnost latky vyloucené na elektrodé
umérna elektrickému naboji, ktery prosel clankem:
Q=z-F -my/ M,
kde Q ..... celkovy pieneseny naboj (C)

Z ...... pocet prenesenych elektront

F.... Faradayova konstanta (96 485 C/mol)

M, .... hmotnost latky vyloucené na elektrodé

M ... molarni hmotnost latky.

Experiment lze uskutecnit za konstantniho potencialu pracovni elektrody nebo
za konstantniho proudu, pak hovofime o coulometrické titraci. Podminkou je, Ze
elektrodova reakce na pracovni elektrodé¢ musi vzdy probihat se 100% proudovym
vytéZzkem a vedle primarni elektrodové reakce nesméji probihat zadné dalsi elektrodové
déje. Prikladem rusivé vedlejsi reakce muze byt i rozklad rozpoustédla, tedy i vody.

Konstantni napéti mezi pracovni a referentni elektrodou je v pribéhu elektrolyzy

64



Disertaéni prace Teoreticka Cast

udrzovano pomoci potenciostatu. Hodnota stabilizovaného proudu se v Sirokém rozmezi
nastavuje na galvanostatu. Pii uspofadani coulometrie za konstantniho potencialu Ize
elektricky naboj spotiebovany pii elektrolyze urcit pomoci coulometrii. Piikladem mtize
byt coulometr na stfibro, kde se vazi hmotnost stiibra vylouceného na katod¢, nebo
coulometr na vodik a kyslik, kde se méfi objem uvolnéného kysliku a vodiku atd.
Moderni pfistroje jsou fizeny elektronicky pomoci pocitace. Obecné plati, ze latky
stanovitelné potenciometricky, voltametricky a elektrogravimetricky lze rovnéz stanovit
coulometricky. Ve srovnani s elektrogravimetrii, jsou vysledky ziskané
potenciostatickou coulometrii stejné spolehlivé a navic lze takto stanovit latky, které
maji rozpustny produkt. Elektrolyza se obvykle provadi pii potencidlu, pfi némz
elektrodou prochdzi limitni proud elektrolyzované latky, ktery s ¢asem exponencialné
klesa. Elektrolyza se ukon¢i ve chvili, kdy je proud mensi nez 0,1 % poc¢atecni hodnoty.
Coulometricky lze rovnéz sledovat reakéni rychlost a mechanismus chemickych reakei
souvisejicich s elektrodovou reakci. Jednou z aplikaci coulometrie je stanoveni poctu
vyméinovanych elektroni. Coulometrie za konstantniho proudu neboli coulometrické
titrace lze rozd¢€lit na primarni a sekundarni. Pii primarni coulometrické titraci
reaguje latka elektrochemicky piimo na jedné z elektrod. V prubéhu analyzy je analyt
nejprve ¢astecné elektrolyzovan na pracovni elektrodé. Kdyz odpovidajici limitni proud
klesne pod hodnotu proudu generac¢niho, dojde ke zméné potencialu pracovni elektrody
a z dalsi latky se generuje €inidlo, kterym se analyt dotitruje. Takto 1ze stanovit pouze
nékolik malo latek. Pii sekundarni coulometrické titraci reaguje stanovovana latka
s ¢inidlem vzniklym na jedné z elektrod z vhodného elektrolytu. Do roztoku s analytem
se pridd nadbytek pomocné latky, jejiz elektrolyzou vznikd piisobenim konstantniho
generaéniho proudu ¢inidlo, které v roztoku chemicky reaguje s analytem. Generace
¢inidla probiha stale se 100% proudovou ucinnosti a generuje se tak dlouho, dokud je
v roztoku analyt, ktery s nim reaguje. V coulometrické nadobce se vedle pracovni
apomocné elektrody nachazi jest¢ vhodny indikacni systém. Z proslého ndboje se
vypocitd mnozstvi vygenerované¢ho cinidla a ze stechiometrie reakce se vypocita
mnozstvi analytu. Mezi vyhody tohoto druhu titraci patii vedle moznosti titrovat malo
stalymi a t€kavymi Cinidly bez nutnosti standardizace ¢inidel i snadna automatizace
titraci a niz$i meze detekce. Tento zplsob titrace lze provést 1 jako nepiimou titraci
nebo titraci sexterné generovanym Ccinidlem. Coulometrie se svyhodou vyuziva
| pfi méfeni v prutokovych systémech, kde ji lze vyuzit k uréovani kinetiky reakci

a reak¢nich mechanismi. Vyznamné je jeji vyuziti jako zpiisobu detekce v pritokovych

65



Disertaéni prace Teoreticka Cast

systémech napi. v HPLC a ve FIA. Experiment lze uspofadat s jednou velkoplosnou
elektrodou, kdy se referentni elektroda nachézi v bocnim rameni. Pfi pomalém pritoku
je pak métfeny proud umérny koncentraci. Uspotadani se dvéma elektrodami je vlastné
analogii elektrody s prstencem. Toto uspotadani disponuje vyssi citlivosti a selektivitou
méfeni. DalSim zplisobem je uspotfddani v tenké vrstvé a muze byt bud’ statické nebo
prutokové (HPLC, FIA) [13, 26]. Vzhledem ke zaméfeni této disertacni prace bude
coulometrii anasledné pak elektrochemickym detektorim v prutokovych systémech

vénovana zvlastni kapitola.

Vedle metod zaloZenych na redoxni reakci maji svilj opodstatnény vyznam i metody
zalozené¢ na meéteni urcité elektrické vlastnosti roztoku. Jedna se predevsim o dvé
elektrické vlastnosti — konduktivitu a relativni permitivitu (g). Jsou to veli¢iny
tzv. aditivni. Mérna vodivost se jako veli¢ina méii konduktometrickymi metodami.
JelikoZ je nutné pracovat za podminek nulové polarizace elektrod, pouzivé se pro tato
méfeni stfidavy proud. Vodivost systému zavisi pfedev$im na poctu iontii v objemové
jednotce, na jejich naboji a na jejich rychlosti pohybu smérem k elektrodam, pticemz
analyticky nejvyznamnéjS$i je zavislost koncentracni. Podle pouZité frekvence se
konduktometrické metody déli na nizkofrekvenéni, pracujici v rozsahu frekvenci
10 — 10" Hz. Hodnota vodivosti, pii pouziti této metody, zalezi na migraci iontd.
Druhym typem jsou metody vysokofrekvenéni, které¢ pracuji pii frekvencich vyssich
nez 10° Hz. PH téchto frekvencich se migrac¢ni draha iontl zkracuje, takze ionty
nemohou dosahnout své plné migracni rychlosti. Uplatiiuji se tedy pohyby naboji
souvisejici se vznikem, zadnikem a orientaci elektrickych dipola. Pti frekvenci vySsi nez
10" Hz nemohou trvalé dip6ly sledovat zmény pole a uplatituje se pouze polarizace
elektronova. Pfi vysokofrekvenénim méfeni systému, které obsahuji elektrolyty, se
uplatiiuje pfedevSim ohmicka vodivost, tedy konduktivita. Konduktometrické metody
lze také delit na metody primé a na konduktometrické titrace. Méfeni se provadeji

ve vodivostni nadobce (obr. 24).
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Obr. 24: Priklady konstrukcnich usporddani vodivostnich nadobek,

A — ndadobka pro kontinudlni méreni v prutoku, B — nadobka ponorna

C — vodivostni elektroda [31]

Molarni vodivost siln¢ho elektrolytu je nepfimo tmérna koncentraci, nejvyssi hodnoty
dosahuje pii koncentraci blizici se nule. Tento stav nazyvame nekonecné ziedéni.
Nejvyssi molarni vodivosti maji vodikové a hydroxidové ionty, coz lze vysvétlit
pfenosem iontu na sousedni molekulu vody prostfednictvim fetézce molekul vody.
Meérna vodivost slabych elektrolytii je ovlivnéna jejich disocia¢nim stupném, ktery roste
se zredénim roztoku. S poklesem relativni permitivity rozpoustédla klesa disociace
elektrolytu a vodivost se také zmenSuje. S rostouci viskozitou klesa rychlost migrace
iontll. Frakce proudu, kterou pfenasi ur€ity ion se nazyva prevodové ¢islo, jejich soucet
je pro slozky roztoku roven jedné. Pii méfeni vodivosti stifidavym proudem se proud
privadi dvéma nepolarizovanymi, nejcastéji platinovymi elektrodami, které jsou pevné
zataveny do vodivostni nddobky, aby se nemeénila hodnota odporové konstanty
nadobky. Hodnota odporové konstanty nadobky se urc¢i pomoci cistého silného
elektrolytu o znamé mérné vodivosti, nejcastéji KCI. PFima konduktometrie je metoda
pro stanoveni koncentrace elektrolytu méfenim jeho vodivosti. Méfenim vodivosti 1ze
obvykle urcit pouze celkovou koncentraci soli a iontd. Metoda je vysoce citliva, lze ji
urcit 1 stopovd mnozstvi elektrolytli ve vod¢€, coz se vyuziva ke kontrole jeji Cistoty.
Konduktometricka titrace vyuziva zmény vodivosti roztoku v zavislosti na objemu
pfidavaného cinidla v bod¢ ekvivalence. Pro neutralizacni titrace plati, ze molarni
vodivost H" a OH’ je mnohem vétsi nez vodivost jinych iontl. Analyticky se vyuZivaji
predevsim pro titraci velmi slabych kyselin a zasad. Lze je provadét i jako nevodné.

Konduktometrické titrace lze provadét i jako srazeci. Pfi vzniku sraZeniny se muize
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vodivost roztoku ménit natolik, Ze je mozné urcit bod ekvivalence konduktometricky.
Reakce ale musi probihat stechiometricky. Vyhodou oproti potenciometrickému meéteni
je mensi ovlivnéni hodnotou soucinu rozpustnosti. Dal§i variantou jsou titrace
komplexometrické. Pokud titrovany ion siontem c¢inidla vytvaii malo disociovany
komplex, méni se vodivost roztoku po dosazeni bodu ekvivalence jinak nez pted jeho
dosazenim. PFima vysokofrekvenéni konduktometrie vyuziva empirické kalibracni
kiivky pro stanoveni koncentrace jednoduchych definovanych roztokt elektrolyta. Tato
metoda je zvlast¢ vhodna pro uzaviené soustavy. Prikladem vyuziti je kontrola
dialyzovaného krevniho séra v zatavené ampuli. Vysokofrekvencni titrace se pouzivaji
pfedevs§im u nevodnych titraci a v pfipadé vzniku srazeniny. Pfi vysokofrekvencnich
meétenich nevodivych systémi, kdy je vliv konduktivity zanedbatelny, 1ze méteni vyuzit
ke zjiStovani relativni permitivity, pfipadné jejich zmén. Metoda pro jeji ur€ovani se
nazyva dielektrimetrie. Jedna se o vysokofrekvenéni méfeni pii frekvencich 10° az
10" Hz. Relativni permitivita souvisi s molekulovou polarizaci. Rozeznavame dva druhy
molekulové polarizace, oba jsou spojeny s pohybem elektrickych ndboji.
Pti elektronové polarizaci dochézi vlivem elektrického pole k posunu zaporného naboje,
zatimco molekuly s trvalymi dip6ly vykazuji tzv. orientaéni molekulovou polarizaci.
Hodnoty €, jsou mimo jiné zavislé na teploté¢ a na pracovni frekvenci. Pfi extrémné
vysokych frekvencich (stovky MHz) dochazi kjejimu poklesu, hovoiime
0 tzv. disperzni oblasti. Pfi dalSim zvySovani frekvence orientani polarizace zanika
(tzv. anomalni disperze) a dochazi k absorpci vysokofrekvenéni energie pole, ktera je
kvantitativné charakterizovana ztratovym Cinitelem tg 6. Hodnota ¢, latek samoziejmé
souvisi s jejich chemickou strukturou. Nesymetrické molekuly s polarnimi skupinami
maji vysoké hodnoty relativni permitivity, pro organické slouceniny jsou jeji hodnoty
vrozsahu 2 — 100. Jelikoz je relativni permitivita aditivni vlastnosti jednotlivych
soucasti roztoku, je tato metoda obvykle pouzitelna pouze ke kvantitativnimu hodnoceni
koncentrace jednoduchych binarnich smési, jejichz hodnoty g jsou znac¢né odliSné.
Zavislost € je videalnim ptipad¢ linearni funkci koncentrace slozky, ale v praxi se
obvykle pracuje sempirickou kalibra¢ni kiivkou. Clanek pro méfeni relativni
permitivity je zpravidla deskovy kondenzator, mezi jehoz desky se vlozi zkoumana
latka. Vztah mezi kapacitou kondenzatoru a relativni permitivitou je vzdy linearni.
DK-metry méfi kapacitu kondenzatoru, relativni permitivita se prepocitava. Piikladem

je dielektrické stanoveni vody. Vyuziva se velkého rozdilu mezi vysokou hodnotou g,
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vody a malou hodnotou g; suché matrice. Vodu lze takto stanovit jak olejich tak

v pevnych latkach jako je papir, tabak, obili atd. [2, 26, 31].

3.3.2. Elektrochemicka méreni v prutokovych systémech

Rostouci pozadavky na moderni analytiku ¢asto vyzaduji kontinudlni automaticka
stanoveni. Zde tedy vznikd prostor pro elektrochemické detektory zapojené
do pratokovych systému. Mezi nejcastéjsi aplikace elektrochemickych metod v pratoku
patifi sledovani primyslovych vyrob, dialytickych procesu nebo miry zneciSténi
zivotniho prostedi. Dilezitou aplikaci je také sledovani vystupu z chromatografické
kolony piipadn¢ elektroforetické kapilary. Aplikace elektrochemickych metod
Vv pratokovych systémech Ize rozdé€lit na kontinualni monitorovéni, tzv. kontinudlni
analyzu (CFA), pritokovou injekéni analyzu (FIA) a chromatografickou ¢i
elektroforetickou analyzu s elektrochemickou detekei. Na pratokové analytické metody
jsou kladeny nasledujici pozadavky: vysoka citlivost, souvisejici se smérnici kalibrace,
zanedbatelny Sum a drift zékladni linie, nizkd mez detekce a kvantifikace, Siroky
dynamicky rozsah, rychla odezva zafizeni na zménu koncentrace a Vv neposledni fadé¢
maly objem meéfici cely. Obecné Ize pro méfeni v pritokovych systémech pouzit
libovolnou elektrochemickou metodu. Méfeni je mozné zacilit jak na selektivni
vlastnosti analytu, kdy zapojujeme ampérometrii, coulometrii nebo potenciometrii, tak
na celkové vlastnosti roztoku, kdy se vyuziva, a to pfedevS§im v iontov€ vyménné
chromatografii, konduktometrie =~ nebo vysokofrekvenéni ~ konduktometrie.
Potenciometrie pracujici s ISE se €asto vyuziva ve spojeni s FIA. Jejich odezva je vSak
Casto pomala, proto se s vyhodou pouzivaji senzory (viz dale). V chromatografii se
mezi nejcastéji pouzivané elektrochemické detektory fadi detektory ampérometrické
a coulometrické. Eluat z chromatografické kolony, respektive zony rozdélené na koloné,
prochazi nizkoobjemovou tenkovrstvou celou, kde je laminarni proud hnan na tenky
film s planarni elektrodou, na které je udrzovan konstantni potencial. Pokud je tento
potencial dostatecny k elektrochemické pfeméné daného analytu, prechazi z elektrody
do analytu méfitelny naboj. Vysledny proud, ktery je nasledné pfeveden na napéti, je
zaznamenavan a je piimo umérny koncentraci analytu prochazejiciho kanalem.
Detektory pro LC-EC byvaji postaveny na principech ampérometrického stanoveni.

LC-EC vyuzivda méfeni za konstantniho proudu. Je tfeba mit na paméti, ze dochazi
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K heterogennimu pienosu elektrontit a velmi zalezi na druhu zvolenych fazi

[32, 33].

Povaha pracovni elektrody, jeji slozeni a povrchova uprava jsou klicové pro efektivitu
detektoru. Mnoho organickych sloucenin reaguje rizné v zavislosti na pouzitém typu
elektrody. Obvykle je cilem, aby elektrodova reakce probihala s co nejvyssi t€innosti,
aby proud byl vymezen pouze pifenosem hmoty a nikoliv jeji reakci na povrchu. Tento

pristup poskytuje nejvetsi citlivost bez ztraty selektivity.

Uhlikova pasta je, jak bylo jiz zminéno, smés grafitového prachu s dielektrickym
materidlem, jakym byvd minerdlni nebo silikonovy olej. Diky svym vynikajicim
vlastnostem pro elektrochemické reakce organickych sloucenin byla pouZzivana
pro prvotni LC-EC experimenty. Nevyhodou pouziti tohoto druhu elektrody je nutnost
relativné¢ Casto obnovovat jeji povrch. Pokud do systému zapojime zcela novou
uhlikovou pastovou elektrodu ziskdme charakteristicky zdznam. Nejprve se spotiebuje
jisty naboj na vytvotreni potencialového rozdilu na rozhrani mezi povrchem elektrody
a roztokem. Dalsi naboj se vyuzije na oxidaci funkénich skupin v grafitu a konecné,
necistoty obsazené v mobilni fazi a mobilni faze samotn4 se mohou oxidovat, ptipadné
redukovat. Vysledkem je proud pozadi v ustaleném stavu. Tento proud se elektronicky
vyrovnava a ziska se zdkladni linie nastavena na nulovou hodnotu. Je vzdy zadouci
pracovat za co nejniz§iho proudu pozadi, aby bylo dosazeno co nejvyssi
citlivosti.Vysoky proud pozadi zvySuje nachylnost instrumentu k Sumu, coz muze vést
K vaznym odchylkam pii opakovaném méfeni pfedev§im nizkych koncentraci analytl

[32, 33].

Skelny uhlik téméf vyhovuje predstavé o universalnim materidlu pro vyrobu elektrod.
Je to tvrdy, amorfni uhlikovy material, jehoz povrch je mozné dokonale vylestit. Pokud
je umistén v bloku z PEEK, je tato cela dobfe odolna vuéi rozpoustédlim vcetné
mobilnich fazi obsahujici vysoké procento acetonitrilu nebo methanolu. Tento druh cely

byl s dobrymi vysledky pouzivan v nevodnych systémech [33].

Ukolem referentnich elektrod v jakékoliv elektrochemické cele je zajistit stabilni
elektrodovy potencial. Pro LC-EC detekci je nejCastéji pouzivana argentchloridova

elektroda. Aktivity stfibrného dratku a AgCl jsou jednotné a tedy jedinym faktorem
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ovliviyjici potencial je koncentrace chloridovych aniontt, kterd se miize mirné¢ ménit.
Mechanismus je vysvétlovan tak, ze pivodni koncentrace chloridovy iontl v elektrodé
je asi 3M. Jelikoz v mobilni fazi nejsou chloridové ionty obvykle pfitomny, je
zaznamenavan jejich mirny unik po gradientnim spadu pies pordzni fritu elektrody.
V Casovém horizontu né€kolika tydnd se tento potencidl méni fadové o 50 mV, coz
vztazeno na jeden den je zanedbatelné. Aby se tento problém minimalizoval, je vhodné
udrzovat tuto celu stale v roztoku a pokud neni momentalné pouzivana, uchovavat ji
V koncentrovaném roztoku chloridu sodného. Aby se zabranilo ucpani por6zniho konce
elektrody, neni dobré ponechavat kolonu v nevodnych roztocich. Pokud se
pii chromatografii nevodna rozpoustédla pouzivaji, je nutné sledovat drift referentni

elektrody a ptipadné ji vymeénit [25, 33].

Je znamo, Ze vzorky obsahujici molekuly lipidi nebo proteini poSkozuji
pfi voltametrickych méteni povrch elektrody jiz po né€kolika malo méfenich. Mimo
povahy latky je to také zpiisobeno relativné vysokou koncentraci vzorku. Latka je
v prubéhu elektrodové reakce polymerizovana a vznikly polymer pak pasivuje povrch
elektrody, coz nasledné zapfiCini nesolidni vysledky. U ampérometrické detekce
Vv pritokovych systémech, které jesté navic predchdzi chromatografickd separace je
situace jina. Protékajici mobilni faze neustdle ocist'uje povrch elektrody a koncentrace
vzorku je o né€kolik fadt niz§i. Navic diky uzkym separa¢nim zénam je elektroda
vystavovana pusobeni jednotlivych sloucenin méné nez jednu minutu. Vysledkem je, ze
elektroda v LC-EC zapojeni ma mnohem delsi Zivotnost. VSechny tyto faktory dostavaji

LC—EC do poptedi oproti pfimym elektrochemickym métenim [25, 33].

V soucasné dobé se pouzivaji nésledujici modifikace usporadani elektrochemickych
detektord: tenkovrstvy (thin-layer detector), ktery dovoloval ampérometricka méfeni
sucinnosti pouze asi 5 %. ZvysSeni uUCinnosti se dosahuje zvétSenim elektrody
a snizenim objemu detekéni cely, k Cemuz je nutné ptizplsobit, tedy sniZit, rychlost
prutoku. Dal§im zpisobem uspofadani elektrochemického detektoru je ,.tryska
proti sténé* (wall-jet detector), coz je modifikace thin-layer. Eluat z kolony je sméfovan
kolmo na plochu tenké vrstvy pracovni elektrody. Usmérnénim toku eluatu na elektrodu
se zvysi presun hmoty, a tim dojde ke zvySeni ucinnosti. Dalsi moZznosti je uspotfadani

tubularni (tubular detector). Velmi oblibené je pouziti mikroelektrod v podobé vlaken,
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mikrodiski nebo mikrokapi¢ky rtuti, kde v disledku nelinedrniho transportu

zpusobeného okrajovou difuzi, dochazi ke zvyseni signalu [25, 33].

Elektrochemicka cela je tedy komponenta, kde probiha elektrochemicka reakce, a tim je
generovan elektricky proud. Tento proud je pieménén potenciostatem na vystupni
napéti. Vysledek je procesovan a zaznamendvan. Specidlnim typem elektrochemické

cely je cela coulometricka (obr. 25) [23 - 25].

test electrode | test electrode 11
“Memeels B T
s ,.-"H_‘H""
.4-""## =
coanter and wference electiodes cell body with heat sink

Obr. 25: Coulochem® I11, Esa Inc., model 5011A High Sensitivity Analytical Cell [34]

Coulometricky detektor vyuziva uspotfadani tzv. pratokové, nejéastéji grafitové, cely.
Vysokou porozitou se dosahne velmi vysokého povrchu a dojde k vyraznému zvySeni
pomeéru signalu k Sumu. Jelikoz se jedna se trojrozmérnou celu, je jedno, jakym smérem
molekula analytu putuje k pracovni elektrodé. Zatimco u dvojrozmérného thin-layer
detektoru miize molekula pfijit do styku pracovni elektrodu pouze pokud k ni ptichazi
kolmo. Pouzitim tak velké aktivni plochy lze zvySit i prutok na bézné prutoky
pouzivané v HPLC. Nespornou vyhodou coulometrického detektoru je velmi stabilni
signal. Je to zptsobeno tim, Ze plocha této elektrody je tak velka, ze i pokud je 95 %
povrchu cely inaktivni zdavodu napf. zneCiSténi, elektroda stale pracuje

s coulometrickou tedy 100% t¢innosti [33, 35, 36].

Jak bylo jiz zminéno, pfesuny reaktantl ¢i produktt k nebo od povrchu elektrody jsou
mnohem pomalejsi nez vlastni elektrochemicka reakce, jsou to tedy limitujici kroky
ovliviyjici efektivitu HPLC-EC stanoveni. Z tohoto divodu v coulometrickém
detektoru protéka eluat skrz pordzni grafitovou elektrodu, coz je rozdil oproti béznému
elektrochemickému detektoru, kde eluat protéka spise okolo elektrody. Diky velkému
povrchu elektrody se zajisti dostate¢né velka pracovni plocha, a tedy maximalni kontakt

proudici elektroaktivni latky s elektrodou a v podstaté vSechna elektrochemicky aktivni
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latka ptitomna Vv eluatu podlehne elektrodové reakci. Tim padem neni elektrochemicky
jev limitovan diftzi, ¢imz je dosazeno maximalni elektrochemické odpovédi. Omezeni
spoc¢iva pouze ve vysokych koncentracich analytu, fadoveé vétsi nez 100 ug/ml nebo
ve velmi rychlém pritoku mobilni faze. To mlze zpUsobit pfesyceni elektrody, ¢imz

nedojde ke 100% elektrochemické reakci [25, 33, 35, 36].

Vyprodukovany proud je pfimo imérny koncentraci analytu dle Faradayova zakona (viz
vyse). Pro vétsinu elektrochemickych analyz plati, Zze potencidl ziistavd konstantni
a proud je méfen jako funkce Casu. Pokud je tedy proud zaznamenavan jako funkce
¢asu, pik je nasledné integrovan podle rovnice:
Q = JI dt = plocha piku
kde Q ... celkovy pteneseny naboj (C)
I ... elektricky proud (A)

t....cas (s).

Pii pouziti spojeni LC-EC se setkdvame se dvéma hlavnimi jevy, které pfispivaji
k vyslednému proudu. Jedna se o nabijeci proud, nutny k nabiti dvojvrstvy na rozhrani
roztok/elektroda. Pokud detektor pracuje za fixniho potencidlu je nabijeci proud
bezpfedmétny. To ale neplati napi. pro cyklickou voltametrii, kdy je potenciél
Vv pribéhu méfeni zvySovan. DalSim, jiZ vyznamnéjSim, je faradaicky proud, vznikajici
redoxnim procesem bud’ zanalytu nebo znecistot obsazenych v solventu
[25, 33, 35, 36].

Pokud detektor pracuje s coulometrickou uéinnosti, pak proud Vv ustaleném stavu
a za konstantnich podminek cely (viz dale), 1ze definovat reakci:
I=z-F-c-v¢
kde I ... elektricky proud (A)
z ... pocet elektrontl zahrnutych v elektrodové reakci
F ... Faradayova konstanta (96 485 C/mol)
¢ ... molarni koncentrace (mol/ml)

Vs ...rychlost pritoku mobilni faze (ml/s).
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Kvantifikace s vyuzitim coulometrického detektoru je provadéna nejcastéji v DC modu.
To znamend, ze systém pracuje s fixnim potencidlem. Pak mira elektrolyzy, je
proporcionalni koncentraci analytu:
rychlost elektrolyzy = dc(t) / dt = -k - ¢(t)
kde c(t) ... okamzita koncentrace analytu v daném Case
k ....... konstanta cely
F ....... Faradayova konstanta (96 485 C/mol)

C ....... molarni koncentrace (mol/ml).

Cim vyssi je konstanta cely, tim je G&innost elektrolyzy vyssi. Konstanta cely zejména
vypovida o vlastnostech cely tykajici se pfesunu hmoty:
k=A-D/V-d
kde k .... konstanta cely
A ... plocha elektrody (cm?)
D ... diftizni koeficient analytu (cm?/s)
V ... objem detektoru (cm®)

d ..... tloustka difGizni vrstvicky (cm).

Tloustka vrstvicky (d) pfedstavuje maximalni vzdalenost, ze které se mize molekula
dostat na povrch elektrody v daném c¢ase. Tim, ze se elektrody pro coulometrické
detektory vyrab¢ji z velmi poréznich materidlii, je Sitka této vrstvicky minimalni.
Diftizni koeficient je, jak bylo jiz zminovano, vlastnosti analytu a pohybuje se v fadech
10° az 10° cm%s, Gastetnd je ale také zavisly na sloZeni mobilni faze. Z vyse
zminénych rovnic vyplyva, Ze pro kvantifikaci je lepsi pocitat s plochou pod pikem nez
s jeho vyskou, protoze plocha piku je pfimo umérna koncentraci analytu, zatimco vyska
piku se méni s rychlosti pritoku a s retenénim ¢asem. Plocha pod kiivkou je de facto
integrovana intenzita coulometrického signalu, zatimco vySka piku vypovida

0 okamzitém signalu indikujici momentalni proud [25, 33, 35, 36].

Spojeni coulometrického detektoru s HPLC je technicky uskute¢néno nasledovné.
Za pumpou nasleduje in-line filtr, ktery zamezuje pfistupu mechanickych necistot
Zz mobilni faze nebo z pumpy. Za timto filtrem se nachdzi tlumi¢ pulzl, ktery sestava
z rezervoaru s methanolem nebo isopropanolem a chemicky odolnou membranou. Muze

nasledovat tzv. guard cela, ktera je obvykle nastavena na potencial o 50 mV vyssi nez je
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potencial analytické cely. Je umisténa mezi pumpou a injektorem, mobilni faze ji tedy
prochazi jesté pred vstupem vzorku. Jelikoz pracuje za velmi vysokého potencidlu,
rusivé elementy z mobilni faze na této elektrod¢ podlehnou oxidaci (redukci), ¢imz se
Z mobilni faze eliminuji. Podminkou je, Ze tato pomocna elektroda musi také pracovat
s coulometrickou, tedy 100%, ucinnosti a produkt této reakce nesmi reagovat
s analytem. Déle nasleduje klasicky injektor a chromatografickd kolona. Za ni eluat
protékd skrz dalsi in-line filtr. Doplinkové muze nésledovat upravujici cela, ktera je
potfebna pii aplikaci screen nebo redoxniho moédu. Dalsim prvkem je jiz vlastni
analyticka cela s detek¢ni jednotkou a zaznamenavacim zatizenim. Pokud je v systému
zapojeno vice detektorti (pracujicich na riznych principech), je elektrochemicka cela
umisténa jako prvni, i kdyZ se pfi elektrochemické reakci méni chemické slozeni
analytu. Je to z divodu, ze prutokova cela coulometrického detektoru ma mensi objem
nez cely napt. UV detektoru, coz by nasledné zptisobilo rozsifovani a rozmyvani piki.
Druhym diivodem je fakt, ze pritokova cela coulometrického detektoru vytvaii zpétny
tlak, takze, pokud by byl neelektrochemicky detektor umistén jako prvni, mohlo by
zpétnym tlakem dojit k jeho poskozeni [35, 36].

Coulometricky detektor ve spojeni s HPLC byl vytvofen pro detekci elektroaktivnich
latek obsaZenych v eludtu, ktery byl pfedtim separovan pomoci HPLC. Kombinuje
Vv sob¢ skvélou senzitivitu s vysokym stupném selektivity. Coulometricky detektor mize
pracovat v nékolika modech [35, 36]:

e Vv DC modu je aplikovany potencidl udrZzovan konstantni po celou dobu

analytického méteni.

e V pulse médu se potencial méni v pfedem definovanych casech v pribéhu
analyzy, aby se obnovoval povrch elektrody. Tento zptsob se pouzivé z toho divodu,
ze pro spravnou kvantifikaci je nutné, aby povrch elektrody byl stile konstantni.
VétSinou produkt elektrochemické reakce ziistdva v roztoku a podminky na elektrodach
se neméni. V nekterych piipadech vSak, jako napt. pfianalyzach alkoholi nebo
sacharidii, oxidacni produkt zneCistuje povrch elektrody a miize zpisobit snizeni
proudu vznikajiciho elektrochemickou reakci. V praxi se puls vytvofi zvySenim
potencidlu na vysokou pozitivni a nasledné zménou na vysokou negativni hodnotu.
Pulsy trvaji fadove desitky milisekund. Pak je nutny kratky ¢asovy usek, pohybujici se

okolo stovek milisekund, pro ustaleni proudu.
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e Ve scan modu je potencidl kontinualné ménén jako funkce Casu, ¢imz se ziska
cyklicky voltamogram. Ten poskytuje informaci o potencidlu, ktery je nutny
pro naslednou analyzu dané latky. Tohoto mddu se tedy vyuzivd pro stanoveni
optimalniho potencialu pro nasledna méfeni. Cyklicky voltamogram poskytuje
informace jak o oxidaci tak o redukci a také o tom, zda je elektrochemicky proces
reverzibilni. Lze vytvofit 1 cyklicky voltamogram smési latek, samoziejmé
pod podminkou, Ze se jednotlivé latky dostatecné lisi svymi potencialy. Nevyhodou této

metody je, Ze pii zménach potencidlu se projevuji kapacitni jevy.

e screen médu se vyuziva, pokud analyzu rusi néjaké latky z mobilni faze,
pripadné néjaka koeluujici latka. Zvyseni selektivity se dosahuje zafazenim jest¢ jedné
elektrody pied analytickou elektrodu. Lze zaradit tzv. guard celu (viz vySe) nebo jesté

jednu analytickou elektrodu umisténou v analytické cele pred vlastni elektrodou.

e redoxni mod lze pouzit u latek, které prochdzeji jak oxidaci tak redukci. To
muze platit napf. pro nékteré biogenni aminy, vysledkem pak je vysoce selektivni
analyza. Analyt je nejprve oxidovan a oxidaéni produkt je redukovan v druhém kroku.
Prvni cela funguje de facto jako ,,derivatizac¢ni ¢inidlo®“. Podminkou je, ze prvni reakce
musi byt striktné ekvimolarni a reverzibilni s vytéZkem nejméné 99,9 %. Dalsi
dilezitou podminkou je, ze nesmi byt ruSena mirnymi vykyvy chromatografickych
podminek a slozenim vzorku. Produkt prvni reakce musi byt dostatecné stabilni (fadové
alesponl milisekundy), aby se dostal az na druhou elektrodu. Produkt také musi byt

rozpustny v pouzité mobilni fazi.
Pted vlastnim stanovovanim obsahu je nutné zjistit elektrochemické chovani analytu.

Ktomu se pii pouziti priatokovych systémt vyuziva tzv. hydrodynamicky
voltamogram (HDV) (obr. 26).
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Obr. 26: Ukazky hydrodynamickych voltamogramaii [59]

Jedna se v podstaté o kiivku zavislosti proudu na napéti (C/V curve). Hydrodynamicky
voltamogram se vytvari postupnymi nastiiky pfi linedrné zvedajicim se potencidlu.
Pokud analyzovana latka disponuje elektroaktivnimi  vlastnostmi, ziskdme
charakteristickou kfivku. Vedle chemické struktury analyzované latky je podoba
hydrodynamického voltamogramu zavisla na povrchu elektrody, pH a sloZeni mobilni
faze. V pribchu kiivky lze rozlisit tfi zony. Oblast s nulovym proudem, kdy dodany
potencial neni dostatecné silny, aby vyvolal oxidaci (redukci). Ve stfedni oblasti se
vyska piku zvySuje se zvySujicim se potencidlem. Hodnota potencidlu zde ovliviiuje
kinetiku heterogenniho pfesunu elektrond z roztoku k povrchu elektrody. V posledni
fazi, oblasti platd, neni vyska viny zavisla na potencidlu. Ur€ujicim faktorem je zde
pouze difuze k povrchu elektrody, tedy proud je pfimo umérny rychlosti transportu
molekul na jednotku povrchu elektrody za casovou jednotku. Obvykle je nejlepsi
pracovat za potencialu nachazejiciho se v plato fazi, asi 50 — 100 mV za zlomem kiivky.
Takovy vybér pracovniho potencidlu zaruci nejvyssi selektivitu za dodrZeni nejvyssi
mozné citlivosti. Je to dano tim, Ze proud pozadi je minimélni a malo pravdépodobné
jsou 1 jiné rusivé vlivy. To ale neplati, pokud se pracuje za potencialu vysSiho nez 1 V.
Hydrodynamicky voltamogram je vhodné pouzit pouze pokud je zndmo, zda stanoveni
bude probihat v oxida¢nim ¢i redukénim modu. Pokud toto neni jasné, je vhodnéjsi

pouzit metodu cyklického voltamogramu. Na rozdil od cyklického voltamogramu, se
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U voltamogramu hydrodynamického, neprojevuji zadné kapacitni jevy. Jedna se
orychlou a levnou metodu, kterd ukéaze elektrochemické chovani analytu v dané
mobilni fazi. Jelikoz mobilni faze mulze posunout hodnoty potencidlu, je vhodné
uskuteCnovat experimenty za pouziti mobilni faze, kterou chceme pouzit

pro kapalinovou chromatografii [25, 35, 36].

Elektrochemicky detektor poskytuje pro elektrochemicky aktivni latky nékteré
nezanedbatelné vyhody. Jednou znich je citlivost, coz je funkce pomeéru signalu
k Sumu. Limity detekce se pohybuji pro latky, které jsou snadno oxidovatelné, piip.
redukovatelné, v fadu pikogramt az femtogramu, coz je vyrazné lepsi vysledek nez
pfi pouziti béZnych, napt. UV, HPLC detektord. LOD zaleZi na slou¢enin€ samotné, ale
také na pouzitych analytickych podminkach. Siroky linearni rozsah, tedy rozsah linearni
odpovédi detektoru, miZe byt az 10%, coZ je op&t mnohem vyssi nez pri pouziti UV
detektoru. Zvysené selektivity lze vyuzit napt. v ptipadé koeluce. Selektivita mize byt
zvySena zapojenim dalsi elektrochemické cely pied analytickou celu. V této predstupni
cele je mozné zoxidovat nebo zredukovat latky, kterou mohou koeluovat s hlavnim
analytem. Toto lze uskutecnit za ptedpokladu, Ze potencial pottebny k elektrochemické
reakci necistoty je dostatecné rozdilny od potencialu hlavniho analytu. I takto zvySena
selektivita je ale stale nesrovnatelna se selektivitou MS detektoru. Pro snizeni Sumu

zékladni se pouziva tzv. guard cela, o které bylo jiz pojednano dfive [25, 35, 36].

Pouziti spojeni LC-EC ma sva jistd praktickd omezeni. Pokud je v eludtu piitomna
néjaka rusici latka, potencial pracovni elektrody by mél byt nejméné 0 100 mV odlisny
nez je potencidl, pfi kterém necistota podléhd elektrochemické reakci na elektrod¢.
Analyzy v redukénim médu miiZe rusit rozpustény kyslik, ktery je pfitomny v mobilni
fazi a ktery se redukuje pii potencialu okolo -400 mV. Jako feSeni obvykle postaci
odplynit mobilni fazi pomoci dusiku. Rozsah potenciali pro coulometrii pouzivané
ve spojeni s HPLC je pfiblizné od +1 do -1 V. Nicméné pro rutinni métfeni se
doporucuje pracovat v rozsahu potenciali: +/- 900 mV. Samoziejmosti by melo byt
pouzivani rozpoustédel, vody a reagencii pro pfipravu pufri té nejvyssi kvality
a Cistoty. Pozornost by také méla byt vénovana moznosti oxidaci rozpoustédel
v nacatych lahvich. Organicka rozpoustédla by méla obsahovat co nejmensi mnozstvi
organickych peroxidi. Jak vodnou tak organickou slozku mobilni faze je vhodné

filtrovat ptes 0,22um filtr, coz je rozdil od bézné HPLC, kdy obvykle sta¢i filtr
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S rozméry péru 0,45 pm. Jistd omezeni se také vztahuji na mobilni faze. Jelikoz je
ampérometrickd detekce zdvisld na pfesunu elektronii mezi roztokem a povrchem
elektrody, je dulezité vybrat mobilni fazi, ktera dovoli prabeh elektrochemické reakce.
Obecn¢ Ize vyslovit nasledujici zdsady. K prenosu naboje v elektrochemické cele musi
byt v mobilni fazi pfitomen elektrolyt, a to vétSinou v koncentraci 0,01 az 0,1 M.
Solvent musi mit dostatecn¢ vysokou dielektrickou konstantu, aby umoznil ionizaci
elektrolytu. A konecné, mobilni faze musi byt elektrochemicky inertni vici povrchu
elektrody. To znamend, ze proud pozadi je zanedbatelny a nedochazi k poSkozeni
povrchu elektrody. I kdyz je nutné dodrzet tato omezeni, rozsah LC-EC je Siroky,
protoze iontové vyménna chromatografie a vétSina chromatografii na reverzni fazi
pouzivaji tyto druhy mobilnich fazi. A i kdyz mobilni faze pro chromatografii
na normalni f4zi obsahuji nepolarni rozpoustédla s nizkou dielektrickou konstantou,

jsou zde zpusoby, jak i toto provedeni na LC-EC uskute¢nit [25, 35, 36].

Mobilni faze, ktera mize byt idedlni k chromatografickému rozdé€leni zdaleka nemusi
byt idealni pro elektrochemickou detekci. Proto se doporucuje provést vyvoj metody
jako integrovanou proceduru, nez nejprve dokonale vyvinout separaci a pak vyvijet
podminky pro detekci. Pouzivané pufry by mély byt o koncentraci 50 — 100 mM.
Komplikované je pouZzivani latek jako EDTA nebo triethylamin, které podléhaji oxidaci
a vyrazné zvySuji Sum zdkladni linie. Diskutabilni je také stabilita pouZivanych
mobilnich fazi, ptipadné tedy kriteria pro jejich uchovavani. Znecisténi mobilni faze
muze pochazet také =z chromatografického systému. Mize knému dojit
napf. pii krvaceni kolony, pifi uvolnéni naadsorbovanych latek z ptedchozich analyz,
adsorpci kysliku (pfedevS§im u teflonovych kapilar), pfipadné uvoliovéani ionti kovl

(z pumpy a nerezovych ¢asti, pfedevsim pii pouziti kyselych solventi) [25, 33, 35, 36].

Proud pozadi je ptedevSim faradicky proud, ktery vznikd oxidaci nebo redukci
elektroaktivnich necistot mobilni faze, rozpoustédla, ptipadné pouzitych pufri, kysliku,
oxidi Zeleza nebo jinych kovi, atd. Je to zcela analogické k absorbanci pozadi u UV
detektoru. Dal§im faktorem ovliviiujici citlivost je Sum. Je to ndhodny nebo periodicky
se opakujici jev superponovany na signal v ustdleném stavu. Obvykle se méfi od piku
k piku a predstavuje soucet rusivych vlivi. Je zjevné, ze je zadouci tento Sum
minimalizovat. Sum logicky narfista s rostoucim pouZitym potencidlem. Sum muize byt

faradaické nebo non-faradaické povahy. Mobilni faze sama o sobé musi mit povahu
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elektrolytu, tudiz jeji oxidace respektive redukce vede k mirnému Sumu zakladni linie.
Faradicky Sum sestava z oxidace (redukce) slozek mobilni faze, proto je vice nez
vhodné pouzivat reagencie vysoké kvality a Cistoty. Kritickym parametrem je nizky
obsah kovi a jinych elektrochemicky aktivnich kontaminanti. Non-faradaicky Sum
zahrnuje nabijeci proud, elektricky Sum z potenciostatu, Sum ze spoju, teplotni efekty,
pulsace pumpy, hydrodynamiku pritokové cely, povrchové reakce, statickou elekttinou,
vykyvy v elektrické siti, elektronické zesilovani atd. Obecné postupy vedouci ke sniZzeni
Sumu jsou ndasledujici. Dilezitou zdsadou by mél byt vybér takové pumpy, kterd je
schopna relativné bezpulsni tok. Nasledné pak vzhledem k zddanym detekénim limitim,
pfipadné pouziti tlumici pulsi. Dalsi zasadou by mélo byt pravidelné Ccisténi
chromatografu. Obvykle se k tomuto Gcelu pouziva kyselina dusi¢na. Samoziejmosti by
m¢éla byt spravna udrzba a péce o pumpu, vcetné diikladného promyvani. Velmi vhodné
je také zapojeni vSech komponent systému do jednoho elektrického obvodu. A kone¢né,
vyhnout se rozpoustédlim, které mohou poskodit povrch elektrody. Toto omezeni je
relevantni pfedev§im pifi pouziti uhlikové pasty nebo chemicky modifikovanych
povrchi. Jak je z pfedchoziho textu patrné, proud pozadi a Sum spolu velmi tzce
souvisi. Obecné lze fici, ze ¢im vétsi je proud pozadi, tim vétsi je i Sum. Z tohoto
divodu je velmi nevhodné provadét napt. stopové analyzy za velmi vysokych
positivnich, respektive za velmi nizkych negativnich, potencialti, kdy je proud pozadi,
tedy 1 Sum velmi vysoky. Pomér signalu k Sumu je jednim z velmi vyznamnych
analytickych parametr(i, ktery je vhodny ke srovnavani jednotlivych elektrod. V této
souvislosti je nutné zminit fakt, Ze odpovéd’ detektoru vzrista se zvétsujici se plochou
relativné malo, zatimco Sum stoupd linearné. Z toto lze vyvodit zavér, Ze ¢im mensi
elektroda, tim vétsi pomér signalu k Sumu. Déle, proud za nepfitomnosti analytu musi
byt za daného potencialu nizky a stabilni. Toto umoziuje nizky Sum zakladni linie,

vysoky pomér signalu k Sumu a vysokou citlivost [25, 35, 36].

Stejné jako méfeni UV/VIS detektorem, pfi pouziti pouze jedné vinové délky, miize byt
problematické, tak se i v pfipadé elektrochemického detektoru postupujicim Casem
a stupniyjicimi se ndroky vyskytly zdmény pfti identifikaci. Identifikace mize byt velmi
problematicka pokud je k dispozici pouze oxidujici pfip. redukujici potencial, a to
I pokud je v kombinaci s informaci o retencnim c¢ase. Cesta prosla stejné jako u UV
ptes dualni mod. V pripadé dualnich LC-EC  systémi jsou zachovany stejné

elektrochemické principy popsané na jednoduchych systémech. S touto instrumentaci
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1ze obecné dosdhnout vyssi selektivity, citlivosti a je mozné rozsiftit aplikace pro pouziti
elektrochemického detektoru. Lze pracovat ve dvou usporadani — paralelni a sériové.
Paralelni uspotfaddani lze piirovnat k dualnimu UV spektrofotometru. Na kazdou
elektrodu Ize nastavit jiny potencial, tedy eludt vychazejici z LC je monitorovan
ve dvou potencialech. Naptiklad, na prvni elektrodu je nastaven velmi nizky potencial
a na druhou potencial, ktery je schopny oxidovat téméf jakoukoliv elektroaktivni latku.
Tudiz na druhé elektrodé¢ zaznamename vSechny elektroaktivni latky pfitomné
ve vzorku a na prvni elektrodé pouze ty, které jsou schopny oxidace za ndmi dané¢ho
potencidlu. Toto samoziejmé zvySuje selektivitu méfeni. Dalsi moznost aplikace tohoto
druhu zapojeni je diferencni chromatogram, kdy se vybere se takové potencidlové okno,
ve kterém nastava vyrazna zména v odpovédi detektoru na danou latku. Druhd moZnost
dudlniho zapojeni je =zapojeni sériové. Toto =zapojeni je mozné pfirovnat
K fluorometrickému  detektoru. Na prvni elektrodé dojde k pfeméné analytu
na oxidovanou (respektive redukovanou formu), kterd se na dalsi elektrodé zpétné
redukuje (respektive oxiduje). Tento zpisob zapojeni mize zvysit jak selektivitu tak
detekéni limit. Ne vSechny latky totiz poskytuji redoxni par, tyto tedy nebudou nasledné
reagovat na druhé elektrod¢. Tohoto lze vyuzit ke snizeni Sumu a jinych rusivych vlivi,
protoZe vétSina latek obsazenych v mobilni fazi poskytuji ireverzibilni elektrochemické
reakce. Pokud pouZzijeme dvé stejné elektrody do sériového zapojeni a zaznamendme
diferen¢ni chromatogram, odezvy detektoru, které¢ budou stejné za stejnych potencidld,

jako proud pozadi a jiné faktory piispivajici k Sumu, budou eliminovany [25].

Analogie s UV detektorem pokracuje i s paralelou vyvoje PDA detektoru. V oblasti
elektrochemické, lépe feceno coulometrické detekce, vznikl coulometricky array
detektor. Zaznam ziskany s pouzitim CoulArray detektoru je tedy analogicky k vystupu
z PDA detektoru (obr. 27).
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Obr. 27: Trojrozmérny zdaznam z CoulArray detektoru [25]

Mize se jednat az o sérii 16 coulometrickych senzorti, které jsou zapojeny sériové

a kazdy pracuje nezavisle pii presné definovaném potencialu (obr. 28).
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Obr. 28: Zdznam 28 standardit monoaminii porizeny CoulArray detektorem [25]

Kazdy senzor obsahuje vedle pracovni elektrody také svou referentni a pomocnou

elektrodu. Vsechny cely pracuji s coulometrickou uc¢innosti. Celkové usporadéani véetné
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mrtvych objemd, tlakovych poméri atd. je takové, Ze neni pozorovano zadné poruSeni
chromatografické separace na posledni cele a rozdil v ¢asech mezi prvnim a poslednim
senzorem je zanedbatelny. Analyty jsou meéfeny s vyssi citlivosti, protoze Sum je
odstranén na piedchazejicich senzorech. Na rozdil od PDA detektoru je schopen Iépe
rozlisit koeluujici piky. Latky, které absorbuji pfi stejné vinové délce mohou mit zcela
jinou HDV charakteristiku, a tim byt rozliSeny. Lépe feceno, musi se liSit alespon
0 60 mV. Tohoto lze vyuzit pouze na prutokovych celach pracujicich s coulometrickou
ucinnosti, protoze jinak by analyzu ruSil nezreagovany zbytek z minulé cely. Dalsi
vyhodou coulometrického array detektoru oproti béznému coulochemickému detektoru
je moznost pouziti gradientové eluce. Pfipouziti jednoduchého elektrochemického
detektoru se zmény v mobilni fazi, jako napft. v iontové sile, obsahu iontové parového
¢inidla, pH nebo obsahu organického podilu, projevi jako strmy drift zdkladni linie,
ktery muze pfevysSit samotnou citlivost méfeni. Pti pouziti CoulArray detektoru je
softwarovou cestou tento drift vyrovnan. Software obsahuje samonapravny algoritmus,

ktery odstraniuje drift zakladni linie, zatimco integrita piku je zachovana [25].

3.3.3. Senzory

Zcela obecné Ize senzor definovat jako element, ktery snima uréitou informaci a prevadi
ji na cislo. Je to tedy zékladni soucast méficiho zafizeni, ktera prevadi vstupni
proménnou vlastnost na signal vhodny k méfeni a interpretaci, poptipadé k fizeni
a kontrole. Jedna se o kompozitni zatizeni, které se sklada z n€kolika funk¢nich ¢asti.
Jednou z nich je aktivni vrstva, neboli senzorovy element. Mize to byt vrstvicka uméle
vytvofena pii prefabrikaci senzoru, ale také napft. elektrodova dvojvrstva, vytvofena
automaticky na povrchu kovové elektrody pii styku s elektrolytem. Pfitomnost,
pro dany senzor, specifické latky generuje chemickou ¢i fyzikalni zménu v aktivni
vrstvé senzoru. Tato zména je nasledné zpracovana, zesilena a ptevedena na cislicova
data. Senzorovéa analyza tedy vyuziva tvorbu specifického komplexu receptorové vrstvy
s analytem. Tento zpisob analyzy je perspektivni pfedevS§im pro svoji rychlost
a vysokou kapacitu. Umoznuje provést rutinni analyzu rychle a levné, coz ptedstavuje
velky potencial v paleté analytickych metod. Vedle ur€eni piitomnosti, piipadné
koncentra¢ni Grovné, lze senzory pouzit pro sledovani priabéhu nejriznéjsich procest,

jako napf. monitorovani prabéhu primyslové vyroby, kontrolu slozitych procesi
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v zivych organismech atd. Zcela zasadnimi parametry jsou pak rychlost

a reprodukovatelnost odezvy [37, 38].

Jako u kazdého zafizeni je nutné popsat parametry jednotlivych senzor. Prvnim
z parametru je selektivita. Koeficient selektivity udava, kolikrat poskytne senzor nizsi
signal pfi méfeni interferentni latky nez pti méfeni sledovaného analytu, maji-li oba
stejné koncentrace. Jelikoz Ize v literatufe nalézt mnoho metod pro méteni koeficientu
selektivity, které¢ se vzijemné liSi vnéjSimi podminkami, které mohou vysledek
vyznamné ovlivnit, je vhodné méfit za stale stejnych podminek. DalSim parametrem je
mez detekce. Tato veliCina udadva nejmensi moznou koncentraci analytu, kterd je
detegovatelna. Ttetim parametrem je rozsah senzoru. Je to rozmezi koncentraci,
mezi kterymi lze stanovit koncentraci analytu. Koncentra¢ni rozsah je také nékdy
nazyvan jako rozsah linearity, a to i kdyz odezva nemusi byt striktn¢ linearni. Obecné
stati, pokud je zavislost monoténni a dostate¢nd strma. Ctvrtou zakladni
charakteristikou je citlivost, kterd je popisovana jako zména vystupniho signdlu
na jednotkovou zménu koncentrace. Dynamické vlastnosti senzoru charakterizuje
Casova konstanta. Dlouhodoba ¢asova stalost je popisovana poklesem citlivosti a udava
se v procentech za jednotku ¢asu. Pro praktické pouziti hromadné vyrabénych senzort

je dilezita i doba mezi rekalibraci senzoru, ktera je obvykle udavano vyrobcem [37].

Senzory lze rozdélit dle nékolika kritérii:
e dle zakladu nosi¢e informace:
o elektrické, poskytujici elektricky vystupni signal
= elektronické
* polovodicové
» mikroelektronické
o neelektrické, napt. mechanické
e dle druhu snimace:
o aktivni, které¢ jsou zdrojem energie
o pasivni
e dle zpisobu interakce s méienym prostiedim:
o dotykové
o bezdotykové

84



Disertaéni prace Teoreticka Cast

e dle druhu snimané veli¢iny:
o mechanické
o tepelné
o elektrické
o magnetické
o radiacni

o chemické, které jsou zhlediska zaméfeni této disertatni prace

vvvvvv

Aktivni vrstva Fyzikalni pfevodnik Zesilovac A/D Cislicové
> . > L , C
senzoru signalu pievodnik zpracovani signalu

Obr. 29: Schéma chemického senzoru [37]

= nejrychleji rozvijejici se elektrochemické jsou ve srovnani

S ostatnimi druhy senzort, jsou elektrochemické senzory pro svou mimoiadnou detek¢ni
schopnost, experimentalni jednoduchost a nizkou cenu velmi perspektivni. Ziejmé
praveé proto zaujimaji prvni misto mezi komeréné dostupnymi senzory. Elektrochemické
senzory také reaguji na potiebu analyz poslednich let, uZivat zafizeni stdle menSich
rozmért. Lze se tedy setkat s mikro ¢i nanoelektrodami. Elektrochemické senzory
mohou byt dvojiho druhu - s kapalnym nebo tuhym elektrolytem. Do kategorie
elektrochemickych senzori lze zaradit senzory potenciometrické, vyuZzivajici
pfedevSim ISE a senzory ampérometrické. Ty vyuZivaji zpravidla dvou elektrod,
znichz jedna, méfici, polarizovatelna, je rozmérové mald a druhd je velkoplo$na,
nepolarizovatelna, referentni. Na elektrody se vklada velké napéti, ¢imz je zaruCeno, Ze
sledovand latka podlehne na pracovni elektrodé chemické premeéné, elektrolyticky
proud je pak piimo umémy mnozstvi sledované latky. Ridicim d&jem, ktery rozhoduje
o0 velikosti proudu, byva zpravidla difizni transport elektroaktivni latky k elektrod¢.
Nejznamé;jsi aplikaci je pravdépodobné klinické aplikace pro stanoveni hladiny glukozy
vkrvi [37,39]. Jako dalsi ptiklad 1ze uvést Clarkovo kyslikové ¢idlo nebo
imunosenzory vyuzivajici specifické reakce antigenu a protilatky, kdy jak antigen tak
protildtka mize byt imobilizovan na senzoru. Lze vyuzivat i za¢lenéni DNA do aktivni
vrstvy senzoru, ¢ehoz lze vyuzit v diagnostice dédicnych chorob, ve forenznich

analyzach nebo pfi monitorovani Zivotniho prostiedi.
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= senzory s mikroelektronickou strukturou. Jednd se o miniaturni

potenciometrické senzory vychdzejici z tranzistord fizenych polem (FET), které maji
na fidici elektrodé umisténou vrstvicku latky selektivné reagujici s analytem. PouZzivaji
se latky obdobné latkam z ISE s kapalnou membranou, ale jejich vyhoda spociva
Vv absenci vnitiniho elektrolytu, tudiz mohou pracovat i v naklonéné poloze. I v této
kategorii lze rozlisit n€kolik podtypi. ISFET, pracujici na principu iontové selektivnich
elektrod, CHEMFET, nékdy nazyvané jako CSFET, které jsou citlivé na slouceniny
nebo ionty, ENFET, vyuzivajici biokatalyzatory neboli enzymy [37, 38, 40].

=  senzory zaloZzené na méfeni elektronové vodivosti. Pro tento druh

senzorl je charakteristickd zména vodivosti citlivé vrstvicky v zavislosti na koncentraci
analytu. V piipad¢ chemirezistori je citlivou vrstvou vodi¢ prvniho druhu,
napf. napafeny kov (Au) na desticce zizolantu nebo senzor muize byt zaloZeny
i navodi¢i druhého druhu, tedy elektrolytu, kdy je destiCka opatfena platinovymi
elektrodami s nanesenym polymerem obsahujici hydroskopicky LiCl. Toto uspofadani
je vhodné pro méfeni relativni vlhkosti plynt. Tieti Kategorii materiali vhodnych
pro citlivou vrstvu mohou byt polovodice (SnO,, Fe;Oz;, NiO), hovoifime tedy
0 senzorech metaloxidovych. Selektivita je pak zna¢né odliSna v zavislosti na pouzitém

typu polovodice [37].

= senzory zalozené na méfeni teploty. Ty nejcastéji pracuji

na principu vzniku tepelného efektu na fdzovém rozhrani kapalina - tuhé faze nebo plyn
- tuha faze. Kapalina nebo plyn jsou analytem a pevna faze senzorem, jehoZ povrch je
upraven katalyzatorem. Katalyzator umoznuje reakci analytu s reagencii, ktera se
do vzorku v dostate¢ném mnozstvi pfidava. Katalyzatorem muize byt i enzym, pak
hovotime o biochemickych senzorech. Nevyhodou tohoto typu senzori je potifeba velmi
presného termostatovani. Do této kategorie lze tadit pelistory, pyroelektrické senzory
a tepelné vodivostni senzory. Pelistory vyuzivaji platinového vlédkna pokrytého vrstvou
katalyzatoru vyhtivaného prichodem elektrického proudu. Pii vloZzeném konstantnim
napéti jsou teplota a elektricky odpor vldkna rovnéZ konstantni, ale ptijde-li katalyticka
vrstva do styku s analytem, dojde k uvolnéni tepla. Vznikla zména teploty platinového
dratku zpisobi zménu odporu, ktera se zaregistruje. Pouziti pelistorii se nabizi témét
samo — pouzivaji se jako protipozarni €idla slouzici k detekci uniku hoflavych plynt

a par. Jadrem pyroelektrického senzoru je vrstva pyroelektrika (LiTaO3), mezi jehoz
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konci je méfeno pyroelektrické napéti. Z jedné strany je na vrstvu pyroelektrika
napafena tenka chemicky citliva vrstvicka umoziiujici interakci s analyzovanou latkou,
zatimco druha strana pyroelektrika je potaZena filmem kovu slouzicim k vyhfivani
senzoru. Neni-li senzor ve styku s analytem, tok tepla je konstantni a na boc¢nich
stranach pyroelektrika je méfeno konstantni napéti. Interaguje-li chemicky citliva vrstva
s analytem, dojde ke zméné toku tepla pyroelektrikem a je zaznamenana zména

pyroelektrického napéti [37].

* hmotnostni senzory tvoii asi 6 % pouzivanych chemickych senzorii

a jsou velice perspektivni. Pfiristek hmotnosti na aktivni ploSe senzoru generuje zmeénu
elektrického signalu. Kiemenné mikrovahy (QCM) neboli bulk acoustic wave sensors
(BAW) pracuji na zakladé nasledujiciho principu. Na povrchu piezokrystalu zapojeného
Vv oscilatoru je nanesena aktivni vrstva s receptorem, ktery je schopen selektivné
komplexovat analyt v zavislosti na jeho koncentraci ve stanovovaném médiu. Zména
kmito¢tu oscildtoru souvisi se zménou hmotnosti citlivé vrstvicky deponované
na povrchu piezokrystalu. Tento zpisob je citlivy na zmény teploty a na nekonstantni
pratok média. Jeho dalsi nevyhodou je nelinearita odezvy. Tento zplisob se pouziva
pouze pro plyny a jako pouzivané sorbenty lze zminit napiiklad triethanolamin
pro stanoveni SO, nebo LiCl v Zelatiné pro stanoveni vlhkosti. Principem surface
acoustic wave sensors (SAW) je vygenerovani akustické viny, ktera se §iti po povrchu
podlozky modifikovaném selektivné reagujicim sorbentem, pficemz zména hmotnosti
tohoto povrchu zplsobi zménu rezonan¢ni frekvence senzoru vlivem absorbovaného

analytu [37].

= optické senzory neboli optrody. Jejich draha se zacala rozvijet

po objevu optickych vlaken vroce 1966. Svétlovody umoznuji meétfeni na dlouhé
vzdalenosti. V chemickych senzorech slouzi svétlo pouze jako nosi¢ informace. Je
vedeno optickym vldknem ze zdroje do citlivé vrstvy, ktera je v kontaktu se vzorkem,
zde je absorbovadno, odrazeno nebo vyvold emisi fluorescencniho zafeni. Takto
zmeénéné svétlo je vedeno zpét do optického systému, kde je zaostieno, filtrovano
aprevedeno na elektricky signal. Nevyhodou je nelinearita odezvy dana Lambert -
Beerovym zdkonem, mnohem mens$i dynamicky rozsah a komplikovanéjsi
instrumentace. Piikladem miZe byt optroda citliva na pH, zaloZen4 na fenolové Cerveni

imobilizované na polyamidovych ¢asticich [37].

87



Disertaéni prace Teoreticka Cast

V multikomponentni analyze se vyuzivaji tzv. elektronické nosy a jazyky. Tato
metoda je vSak pouzitelnd pouze v ptipad¢, ze se nevyzaduji podrobné tidaje, ale postaci
informace o identit¢ vzorku a nanejvyse hrubé semikvantitativni ohodnoceni. Vyhodou,
kterd znamena velkou perspektivu pro tuto metodu, je nepomérné rychlejsi a lacinéjsi
analyza. Elektronicky jazyk je vicekandlovy chemicky analyzator, jehoz kanaly
poskytuji omezené selektivni odezvu na nékolik podstatnych slozek méfeného
kapalného vzorku. Signal je zpracovavan algoritmy rozpoznani vzoru a vysledkem je
identifikace vzorku s urCitou zndmou substanci, napf. konkrétni druh vina a jeho
vlastnosti jako stari, stupen kvality, pifipadné vcetné kvantitativniho ohodnoceni.

Elektronicky nos ma stejné vlastnosti jako jazyk, rozdil spo¢iva pouze reakci v plynném

prostiedi [37].

Lab-on-a-chip je koncept, ktery zahrnuje chemickou nebo biochemickou analyzu,
kterou by bylo mozné provést nejen v laboratofi, ale také v tovarné nebo na poli.
Systémy jsou miniaturizovany a jsou uzpusobeny Uplné automatizaci. Tato procedura

obsahuje nasttik vzorku, transport, separaci, reakci a detekci na jednom cipu.

Piiklady pouZiti jednotlivych elektrochemickych metod pro stanoveni n&kterych 1éciv
jsou shrnuty v nasledujici tabulce (tbl. 1). V dalsi tabulce jsou pak ukazany piiklady

vyuziti coulometrie pro kvantifikaci 1é¢iv v riiznych matricich (tbl. 2).
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Tabulka 1: Pouziti jednotlivych elektrochemickych metod pro stanoveni nekterych léciv

Analyt Pouita elektrochemicka metoda Pracovni elektroda / mad Matiix Odkaz Poznamka
Amilorid SW-AdCEV — méfeni obsahu HMDE /red. thl. [41]
de-polarografie,
CV — elektrochemicke chovani
Amlodipin, ampérometrie — méfeni obzahu GCE/ ox thl. [42] spojeni s HPLC
nitrendipin, felodipin,
lacidipin, lerkanidipin
Artesunat, ampérometrie — méfeni obsahu tenkovrstva dualni GCE fred plasma [43] SFE — uprava,
dihydroartemisinin spojeni s HPLC
Atenolol ampérometrie — méfeni obsahu coated wire Ag+ s-BLM tbl [44]
s inkorporovanou ssDINA
Aritromycin atapérometrie — méfeni obsahu GCE S ox thl [45] spojeni s FTA
CV - elektrochemické chovani
Cefalosporiny (11} PATY — méfeni obsahu zlata kruhova elektroda f ox sérumm; cps., thl [ [46] spojeni s HPLC
Cefalotin LA5V — méfeni ohzahu HMDE fred mot, sérum [47]
OV — elektrochemicke chovani
Cefazolin SW-AdCEV — méfeni obsahu HMDE fred inj. [45]
sodna stil de-polarografie,
CV — elektrochemicke chovani
Danazol SW-AJTEY — méfeni obsahu HIDE /red. Cps. [49]

CV — eleltrochemiclkeé chowvani
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Analyt Pouiita elektrochemicka metoda Pracovni elektroda / mad Matrix Odkaz Poznamka
Domperidon DPV — méfeni obsahu GZEf ox thl [50]
CWV — elektrochemické chovani
Fluvastatin, DPV, 5%V — méfeni obsahu EDD fox sErum; cps. [51]
sodna sil CWV — elektrochemické chovani
Glipizid SW-AdCEV — méfeni obsahu HDE {red thl [52]
CWV — elektrochemické chovani
Hydrazin, DPV — méfeni obsahu GCE v pritomnost [53]
hydrozylamin O, CA — elektrochemické chovand maodifikowand Au mE_H.”_EmWF dusitnant,
nanotasticemi dusttani)
na PPy nanovlakné / ox
Hydroxzyzin =W -AdASY — méfeni obsahu GZEf ox sérum; thl [54]
CWV — elektrochemické chovani
Cholové kyseliny potenciometrie — méfeni obzahu I5E - PVC membrana, cps., thl [55] spojeni s FIA —
iontomgnis — TDACH, wall-jet
plastifik ator - DBP
Earvedilol DPV — méfeni obsahu GZEf ox thl [56]
CWV — elektrochemické chovani
Levodopa amperometrie — méfeni obzahu AutidtEne elektrody thl [57] 1ve spojend

W — eleltrochemicke chovani

(screen-printed electrode) f ox

s FIA
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Analyt Pouinita elektrochemiclid metoda Pracovni elektroda / mod ©Matiix Odlzaz Poznamlia
Methylprednison voltametrie — méfeni obsahu nano AwWITO ox mot, plasma, 1nj., thl | [58]
acetit DPV, Ch — elektrochemické chovani
Metoklopramid, ampérometrie — meéteni obzahu GCE f ox plasma, sérum [5%] LLE - uprava,
rﬂ&onEowoﬁEmmau spojeni s HPLC
imipratmin,
diklofenalk
Metronidazol DPV — méfeni obsahu MWCNT GCE / red. inj., thl. [60]
CW — elektrochemicke chovand
Morfin ampérometrie — méfeni obsahu coated wire Pt + PEDOT [61] mikrofluidni Eip
CW — depozice morfinu na elektrodu s imprintovanym morfinem /
OH.
Nandrolon DPV, WV - méfeni obsahu GCE mot, serum [62]
CW, A - elekirochemiclee chowvani modifikovana fullerenem Cgp f
4
Nimnesulid DPV — méfeni obsahu GCE + CNT modifikované serum, tbl [63]
CV — chovan{ elektrody cysteinovon kyselinou
Norethisteron SW-AdCSV — méfeni obsahu HMDE / red. tbl [64]
de-polarografie,
CW —elektrochemickeé chovand
Paracetamol DPV — mefeni obzahu uhlikova pasta modifikovana thl [65]

CW, CA — elelktrochemické chovani

Eo2Co[Fel(Clg] / ox.
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Analyt Pouiiti elelitrochemick metoda Pracovni elelitroda / mad Matrix Odkaz Pozndamla

Piroxikam DPY — méfeni obzahu WO CHT uhlikova pasta f ox. cps., gel, thl. [66]

CW — eleltrochemicke chovani
Terazoszin =W -AdCEV — méfeni obsahu HMWDE [ red. plasma; thl, [67]

CW —elektrochemickeé chovani
Tetracyklin, amperometrie — méfeni chzahu BDD, GCE/fox Cps. [68] spojent s FTA
chlortetracyklin, CV — elektrochemické chovani
oxytetracyklin,
dexyoyklin
Triprolidin DCV, WPV, 3WW, HIDE /red thl. [69]

hydrochlorid DP-AdSV - méteni obsahu

WValacylklowir DRV, 5WWV — méfeni obzahu GCE [ ox sérum, [F0]

CW — elektrochemiclké chowvand Faludetni dt'ava; thl
Walproat pulsni galvanometrie — méfeni obsahu | coated wire Pt + PPy sirup, thl [71]

s rozpudtEnym valproatem

Zafirlukast S BW-AAEY — méfeni obsahu HRIDE, GCE (LW fred. thl. [72]

OV, LBV, CA —eleletrochemiclké

chowani

Diserta
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Tabulka 2: Pouziti coulometrie pro stanoveni nékterych léciv

Analyt Pouiita elektrochemicka metoda NIod Matrix Odkaz Poznamlka

Buspiron coulometrie 0. plasma [73] spojeni s HPLC,
column-switching

Cidofowir, foskarnet coulometrie O, plastna, mot [74] spojeni s HPLC
Elarithromycin + coulometrie D, plasma, Zaludetni thafl, | [72] spojeni s HPLC
metabolity Zaludeini $t'ava
Makrolidy (1) coulometrie O, mot, plasma, sérum [F6&] spojeni s HPLC
Malorolidy (107 coulometrie, modifikace Couldrray | ox mo [77] LLE - uprava, spojeni s HPLC
Morfin + glukuronidy coulometrie O, plasma [75] spojeni s HPLC
Olanzapin coulometrie red. | mozkova thafl [79] =PE — Uprava, spojeni s HPLC
Olanzapin, coulometrie red | plasma [50] =PE — iprava, spojeni s HPLC
desmethylolanzapin
Ealomfen hydrochlorid | coulometrie, modifikace Coulbrray | 9% thl [81] spojeni s HPLC
Tetracylkliny (3 coulometrie, modifikace Couldrray | ox mléko [82] spojeni s HPLC
Vitatniny By, Bg, B2 coulometrie OH. tmaso, ovocne avy [23] spojeni s HPLC
Zolmitriptan + coulometrie D, plasma [84] SPE — dprava, spojeni s HPLC
metabolity
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4.1. Comparison of different stationary phases
for bioanalytical studies of biologically
active compounds

ZERZANOVA, A.; CISAR, P.; KLIMES, J.:
Journal of Separation Science 29 (2006) 2126 — 2135.
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Comparison of different stationary phases for
bioanalytical studies of biologically active
compounds

Charles University, Faculty of
Pharmacy, Department of
Pharmaceutical Chemistry and
Drug Control, Hradec Krialové,

Czech Republic . . . .
P In this study, the chromatographic behaviour of four mixtures of compounds was

tested on columns possessing various surface properties. Cocaine, dimefluron, nabu-
metone, and tramadol were chosen as the test compounds. Cocaine is a tropane
alkaloid, which is relatively often abused as a drug. This is why many papers have
already been written about its determination in human biological samples. Dime-
fluron, a derivative of benzolc|fluorene, is a new perspective drug being investigated
for its potential antineoplastic effects. Nabumerone is a non-steroidal anti-inflam-
matory prodrug used for treatment of inflammatory and degenerative rheumatic
diseases. Tramadol, derived from an opioid structure is used as an anodyne for treat-
ment of severe pain. As a medicament it is usually determined either in biological
samples or in pharmaceuticals. The above-mentioned model drugs were separated
using chromatographic columns with C18, C8, palmitamidopropyl, and pentafluo-
rophenylpropyl chains. The best conditions for separation of the individual com-
pounds and their metabolites were chosen on the basis of resolution, retention
times, and peak symmetry.

Keywords: Cocaine | Comparison of columns | Dimefluron | Nabumetone [ Tramadol
Received: November 30, 2005; revised: May 30, 2006; accepted: June 7, 2006
DOI10.1002(jssc.200500469

included bonded C18 or C8 chains. These are made from
highly porous monolithic rods of high-purity polymeric
silica gel with arevolutionary bimodal pore structure
(http:/{pronet-internet. merck.de/Attachment/18571.Pro-
Net.pdf?file, 28/02/2006; http:/fwww.phenomenex.com/
phen/productsfonyx/t_bimodal_pore.htm, 28/02{2006).

1 Introduction

Numerous HPLC columns with different bonded station-
ary phases are nowadays available, and producers con-
tinue to expand the range of columns they offer. New
trends lead to size minimization and to decreased flow
resistance, However, HPLC of classical dimensions is still

used for rourine analyses in laboratories. The particle-packed columns included new stationary

phases — pentafluorophenylpropyl (HS F5) and palmita-

Interactions between molecules of predominantly neu-
tral character and the classical types of bonded stationary
phases(C18 and C8) can be described mainly in analogy to
a lipophilicity distriburion between n-octanol and water.
The other interactions are asserted above all in the case
of ionogenic compounds or in the case of different types
of stationary phases in dependence on bonded chains.
New column architectures permit reduction of analysis
time by increasing the flow rate. Various analytical HPLC
columns were tested in this study: two particle-packed
and two monolithic columns. The monolithic columns

Correspondence: Anna Zerzanovd, Charles University, Faculty
of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Chemistry and
Drug Control, Heyrovského 1203, CZ-500 05 Hradec Krdlové,
Czech Republic.

E-mail: anna.zerzanova@faf.cuni.cz

Fax: +420-495-512423

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

midopropyl (RP-Amide) chains. According to the manu-
facturer, HS F5 (Fig. 1) gives excellent retention and reso-
lution of polar compounds, as well as better selectivity,
peak shape, and efficiency. Generally, bases are retained
longer on HS F5 than on a C18 phase.

H,

O—Si— (CH,), F

CH, F F

Figure 1. Structure of the bonded chain of Discovery HS
F5, 250 x4 mm, 5pm (Supelco) column (http:/www.sig-
maaldrich.com/Brands/Supelco_Home/Spotlights/Discovery
_HPLC/HS_F5.himl, 28/02/2006).
%, InterSciencer www.jss-journal.com
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H,

CH

O—Si— (CH,),— NHCO —(CH,),,— CH,

CH,

Figure 2. Structure of the bonded chain of Ascentis™ RP-
Amide, 250 x 4.6 mm, 5um Supelco) column (http://www.
sigmaaldrich.com/Brands/Supelco_Home/Spotlights/Disco-
very_HPLC/Discovery_RP_Amide_C16_HPLC_Columns.
htm, 28/02/2006).

Ascentis RP-Amide (Fig. 2) is a polar embedded RP phase
that provides unique selectivity and increased resolution
for HPLC analyses of polar compounds.

Cocaine, dimefluron, nabumetone, and tramadol were
chosen as test compounds. The two drugs (nabumetone
and tramadol), the habitforming substance (cocaine),
and the potential drug (dimefluron) were studied after
administration in a biological sample where they were
determined together with their metabolites. These four
mixtures of compounds were chosen for comparison
of stationary phases.

Cocaine (Fig. 3), belonging to the group of tropane alka-
loids, is a drug that is relatively often abused. It is meta-
bolized in the human body to form benzoylecgonine as
major metabolite, regardless of the mode of administra-
tion, and this compound is most commonly used for ana-
lytical determination of cocaine abuse. Immunochem-
ical and TLC methods have been developed for proof of
the presence of cocaine in biological systems. Many

,CHS ?\
~_ N C—oH
N, o
4
<

A
H ( j O/

lidocaine benzoylecgonine

N
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instrumental techniques such as HPLC, GC, CE, etc.
(usually coupled with an MS detector) are used for its
determination and determination of its metabolites [1,
2]. UV detection is commonly used in HPLC. Fluorescence
and mass spectroscopy can also be used to increase sensi-
tivity [3]. In HPLC, which is the focus of our interest, vari-
ous chromatographic columns have been used, mostly
classical C18 and C8 columns. A column with bonded
cyanopropyl is an example of a phase at an interface
between RP and NP. Use of an internal standard is wide-
spread. Lidocaine, bupivacaine, higher esters of benzoyl-
ecgonine, or deuterated cocaine or benzoylecgonine
serve this purpose (MS) [1, 4].

Dimefluron (Fig. 4) is one of a set of basic derivatives of
benzo|c|fluorene which are being investigated for their
potential antineoplastic effect. It is altered primarily
to O<desmethyl, N-desmethyl, N-oxide, and in position C;
reduced metabolites. These six principal metabolites
were chosen with dimefluron for this study. Homodime-
fluron (the higher homologue of dimefluron) was used
as internal standard. Three types of columns with differ-
ent mobile phases were tested in previous papers where
dimefluron was studied. A column with bonded penta-
fluorophenylpropyl chain was selected for its best prop-
erties. UV (at317 nm for dimefluron and metabolites
and at 367 nm for reduced dimefluron)[4] and fluores-
cence detection [5| were used. The HPLC-MS method was
developed for identification of the other minority pha-
se I metabolites and phase I metabolites [4].

/CHs 8 CH,

2

c—o07
O“c
I
o

cocaine

Figure 3. Structures of lidocaine (used as IS), benzoylecgonine, and cocaine.
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CH, O=CH,

3,9-O-didesmethyldimefluron 9-O-desmethyldimefiuron  3-O-desmethyldimefluron
] o LGH,
H HE g o CH,
M- e o N
SO o CHx L0 o o ﬁ HN“ciHH Pl ﬂff cH,
HC HEC O o gl HE
o o e o
N-desmethyldimefluron dimefluron dimefluron N-oxide
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Figure 4. Structures of dimefluron, its studied metabolites, and homodimefluron (used as IS).
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Figure 5. Structures of nabumetone, its studied metabolites, and naproxen (used as IS).
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Figure 6. Structures of tramadol, its studied metabolites, and diMeSA (used as IS).

Nabumetone (Fig. 5 is a relatively new nonsteroidal anti-
inflammatory prodrug, which undergoes extensive first
pass metabolism to 6methoxy-2-naphthylacetic acid (6-
MNA). Only nabumetone and 6-MNA are usually deter-
mined [6-8]. The other effective and non-effective meta-
bolites are generated in the body. The determination of
nabumetone and its five metabolites has also been
described [9]. The same working group solved the deter-
mination of phase Il metabolites. The structures of these
phase II metabolites were solved by HPLC with MS detec-
tion [10]. Naproxen is generally used as internal stan-
dard. UV, fluorescence, or mass spectrometric detection
are described in previous papers. Columns with bonded
C18 chain were usually employed [7-10]. A C8 bonded
chain column has been used once [6]. Mobile phases var-
ied. The use of acetonitrile and an aqueous component of
low pH value was the only common feature.

Tramadol (Fig. 6) is acentrally-acting analgesic agent
used in the treatment of more severe pain. In an organ-
ism itis preferentially metabolized by O- and N-desmethy-
lation to O-desmethyl- (M1) and N,N-didesmethyltrama-
dol (M3). Also other metabolites of tramadol, which
occur in rat and in dog, were elucidated with the aid
of MS [11]. Three major metabolites M1, M3, M5 were
chosen for our study. All three major separation tech-
niques GC, CE, and HPLC have been used for determina-
tion of tramadol and its metabolites [12]. Many detection
techniques have been coupled with HPLC for this pur-
pose: UV, fluorescence, electrochemical, and MS [12]. N-
Acetylprocainamide [13], diMeSA [12], the O-ethoxy deriv-
ative of tramadol [14-17], metoprolol [18], fluconazol
[19]. *H; and **N tramadol {MS) [20] were used as internal
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standards. Methods using C18 columns with diverse
mobile phases were developed for determination of tra-
madol and its metabolites [18, 21, 22]. An RP select B col-
umn was also used [12]. A method for determination
of tramadol and its two monodesmethyl metabolites on
a column with a monolithic architecture [23] was also
developed. In the majority of cases simple mixtures of
the studied compounds, internal standard, and at most
one or two metabolites were separated. Often the deter
mination was performed only as a separation of O-des-
methyltramadol and tramadol with internal standard.

These four groups of compounds have been chosen
because each of them represents a different type of ana-
lyte. One of them (nabumetone) is neutral with acid and
neutral metabolites. The others are basic. All of them
contain a planar structure in their molecule. These are
important properties for studying their behaviour on the
various types of HPLC columns.

The aim of this study was to compare the behaviour
of different compounds on various chromatographic col-
umns. The following analytical columns were tested:
Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4.6 mm, mono-
lith; Onyx Monolithic C8, 100 x 4.6 mm, monolith; Dis-
covery HS F5, 250 x 4 mm, 5 um and Ascentis RP-Amide,
250 x 4.6 mm, 5 um.

2 Experimental
2.1 Chemicals and materials

Cocaine  hydrochloride,  (-)methyl3p-benzoyloxy-
2p{1eH,5uH-tropanecarboxylate| hydrochloride
{CisH21NQs, My = 303) {Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
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USA); benzoylecgonine anhydrous, (-}3p-benzoyloxy-
2Bi1aH,50H)-tropanecarboxylic acid] (C,gH,oNO,, M,=
289) (Alltech, Applied Science, Pennsylvania, USA) and
lidocaine, 2-diethylamino-2' 6 -dimethylacetanilide
(Ci1:H:N:0, M, =234), used as IS, (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Germany) were used in our study.

Dimefluron, 3,9-dimethoxy-5{(2-dimethylaminoethoxy}
7H-benzo[c|fluoren-7-one hydrochloride {CyH::CINO,,
M, = 414); 90-desmethyldimefluron, 9-hydroxy-3-meth-
0xy-5-(2-dimethylaminoethoxy}7H-benzo[c|fluoren-7-one
hydrochloride (C;:HxuCINO,, M, = 399.87); 3-0-desmethyl
dimefluron, 3-hydroxy-9-methoxy-54{2-dimethylamino-
ethoxy)-7H-benzo|c|fluoren-7-one hydrochloride
[C2:H2:CINO,,  M,=400); 3,9-0-didesmethyldimefluron,
3,9-dihydroxy-54{2-dimethylaminoethoxy}7H-benzo|d-
fluoren-7-one, base (Cz:HioNOs, M= 349); N-desmethyldi-
mefluron, 3,9dimethoxy-54{2-methylaminoethoxy}7H-
benzocfluoren-7-one hydrochloride {CyHp,CINOy,
M= 400); dimefluron N-oxide (C::HuNOs, M.=393); G-
reduced dimefluron, 3,9-dimethoxy-5{2-dimethylami-
noethoxy)-7H-benzo|c/fluoren-7-0l (CeHasNOs, M= 379)
and homodimefluron (a higher homologue ofdime
fluron), 3.9-dimethoxy-5-(2-dimethylaminopropoxy}7H-
benzo|dfluoren-7-one base (C,:Hz;sNO;, M,=391) were
synthesized in our laboratories. Their structures were
confirmed by NMR and MS. Their syntheses have been
described in a previous paper [4].

Nabumetone, 4{6-methoxy-2-naphthyl}butan-2-one
[CisH160s M, =228) was obtained from PRO.MED.CS
Praha as., Czech Republic. Naproxen, (+)}-6-methoxy-u-
methyl-2-naphthaleneacetic acid (Sigma Aldrich, Prague,
Czech Republic) was used as IS for HPLC determination.
6-Methoxy-2-naphthylacetic acid (Ci:Hi203, M,=216, &
MNA);  6-hydroxy-2-naphthylacetic  acid  (Ci:Hy005,
M, =202, 6-HNA); 4-{6-methoxy-2-naphthyl)-butan-2-ol
(CisHisQa, M= 230, 6-MeOnphBuOH); 4-46-hydroxy-2-
naphthyl}-butan-2-one  (Ci:HwO2,  M,=214, 6-HOn-
phBu=0); 4{6-hydroxy-2-naphthyl}butan-2-ol (C:H;s05,
M,= 216.28, 6-HOnphBu-OH) were synthesized in the la-
boratories of the Institute of Experimental Biopharma-
ceutics and used as the standards of nabumetone meta-
bolites. Their structures have been confirmed by HPLC
and MS [9, 10].

Tramadol, (RS RS)-2-{dimethylaminomethyl}1-{3-meth-
oxyphenyljcyclohexanol (CigHxsNO;,  M.=267), was
obtained from PROMED.CS Praha as. {Prague, Czech
Republic). O-Desmethyltramadol, (RS,RS)-2-{dimethylami-
nomethyl)-143-hydroxyphenyljcyclohexanol {CisHxNO;,
M,= 249, M1); N,N-didesmethyltramadol, (RS,RS)-2{amino-
methyl)-143-methoxyphenyljcyclohexanol  {CuHxNO;,
M,= 235, M3), and O-desmethyl-N-desmethyltramadol,
[RS,RS)-2{methylaminomethyl}143-hydroxyphenyljcyclo-
hexanol (CysHzNO,, M,=235, M5) were synthesized at
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The RW. Johnson Pharmaceutical Research Institute
[Spring House, Pennsylvania, USA) [11]; diMeSA, N'.N*-
dimethylsulfanilamide (CiHi..N.0.S, M.=204) was
synthesized in the laboratory of The Institute of Experi-
mental Biopharmaceutics [12].

Acetonitrile (HPLC gradient grade, Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, USA), orthophosphoric acid {85% p.a.) and
potassium dihydrogenphosphate (both analytical grade,
Lachema Brno, Czech Republic), and ultra-high-quality
(UHQ) water {prepared using an Elgastat UHQ PS appara-
tus, Elga, High Wycombe, England) were used.

Phosphate buffer pH 3 {50 mmol|L, pH = 3) was prepared
by mixing 6.81 g of KH,PO, with 990 mL of UHQ water,
adjusting to pH=3 with a solution of orthophosphoric
acid {2 molL) and making up to 1000 mL with water.

Phosphate buffer pH 2.8 (50 mmol/L, pH= 2.8) was pre-
pared by mixing 6.81 g of KH,PO, with 990 mL of UHQ
water, adjusting to pH=2.8 witha solution of ortho-
phosphoric acid (2 mol/L), and making up to 1000 mL
with water.

Stock solutions of studied compounds were prepared at
a concentration of 10 *mol/L from the appropriate stan-
dard. Sample solution, mixtures of cocaine, benzoylecgo-
nine, and lidocaine, of tramadol, its three metabolites,
and internal standard, respectively, were prepared at
a concentration of 10-* mol/L. The same procedure was
used for preparation of a mixture of seven nabumetone
and a mixture of eight dimefluron standards.

2.2 Columns

Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4.6 mm, mono-
lith (Merck KGaA, Darmstadt Germany); Onyx Monolithic
C8, 100x 4.6 mm, monolith {Phenomenex, Torrance,
California, USA); Discovery HS F5, 250 x 4 mm, 5pum
{Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA) and Ascentis RP-
Amide, 250 x 4.6 mm, 5 pm (Supelco, Bellefonte, Pennsyl-
vania, USA) were tested in this study.

2.3 Chromatographic system

An Agilent 1100 Series chromatograph {Agilent Technol-
ogies, Palo Alto, California, USA) consisting of vacuum
degasser, binary pump, autosampler, thermostated col-
umn compartment, variable wavelength detector, and a
data station {x 86 Family 6 Model 8 Stepping 3, RAM
128 MB) with the ChemStation for LC (Rev. A.08.03 {847))
analytical software (Agilent Technologies, Palo Alto, Cali-
fornia, USA) running under the Windows NT operating
system (Microsoft Corporation) was employed for this
research.

Mixture with cocaine was detected with the aid of a UV
detector at a wavelength of 230 nm. The mobile phase
consisted of phosphate buffer pH 3 and acetonitrile. Vari-
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ous ratios were tested and then the mobile phase with
18% of acetonitrile was chosen as the best one for further
analyses. The flow rate was 1 mLjmin.

Dimefluron and its metabolites were detected with a UV
detector at 317 nm. The flow rate was 1 mL/min for anal-
yses on particle-packed columns. Experiments at higher
flow rates (1, 2, 3, and 4 mL{min) were pursued on mono-
lithic columns. The mobile phases used for separations
of dimeflurons contained acetonitrile and phosphate
buffer pH 3 (KH:PO.). A linear gradient mode was used.
For particle-packed columns, the chromatographic anal-
ysis started with a mobile phase composed of acetoni-
trile—phosphate buffer pH 3 (25:75, v/v). The proportion
of acetonitrile in the mobile phase was gradually
increased up to 60% in 20 min, and an isocratic mobile
phase composition of acetonitrile—phosphate buffer
PpH 3({60:40, v|v) was used for analysis in the time interval
from 20 to 28 min. After equilibration (time interval:
28-33 min) establishing the initial chromatographic
conditions, the next sample could be analysed. The gradi-
ent time profile was reduced in analyses on monolithic
columns.

The UV detection of nabumetone with its metabolites
was performed at a wavelength of 325 nm. The mobile
phases used for nabumetone separations contained acet-
onitrile and 1% aqueous solution of acetic acid in iso-
cratic mode. The ratio of component varied from 25:75
to 55:45 (acetonitrile—acidified water, v/v). The flow rate
was 1 mL/min.

Tramadols were detected at 275 nm and the composition
of the mobile phase was: acetonitrile and phosphate buf
fer pH 2.8 in a ratio of 30:70. The flow rate was 1 mL/min.

3 Results and discussion

Four groups ofcompounds with different properties
were chosen: cocaine as a basic compound with ampho-
teric metabolite benzoylecgonine (carboxylic acid and
tertiary amine), dimefluron and its derivatives are basic,
nabumetone as aneutral drug with acid and neutral
metabolites, and tramadol as arepresentative of basic
compounds with basic (amine) or amphoteric metabo-
lites (phenol and amine).

The chromatographic behaviour of these groups of com-
pounds on different stationary phases was observed.
Four types of stationary phases were chosen (two classi-
cal and two new ones). Compounds with a planar struc-
ture should be separated better on a Discovery HS F5 col-
umn. The Ascentis RP-Amide is claimed to reduce tailing
ofbasic compounds.

Four parameters were monitored for numerical expres-
sion of elution properties — retention time (R,), theoreti-
cal plate number (N) or height equivalent of theoretical
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Calculation of the Peak Symmetry Factor

Figure 7. Calculation of peak symmetry factor. a = area
of slice, t = time of slice, Q, = height of front inflection point,
Q.= height of rear inflection point, Q = height at apex [24].

plate (H), peak resolution (R,), and peak symmertry (S)
were calculated by ChemStation software. The peak sym-
metry obtained according to ChemStation (Agilent 1100
Series Chromatograph) was calculated as a pseudomo-
ment by the integrator using the following moment
equations (Fig. 7) [24]:

my=ai{t2+a,/1.5Qy (1)
my=af{0.5Q+1.5Q (2)
my=az/0.5Q,+15Q (3)
my=as(tz +asf1.50Q,) (4)
S=\/i T s S0 )

The height equivalent of theoretical plate was calculated
according to Eq.(6):

H=[N (6)

where H is the height equivalent oftheoretical plate
(mm), | is the column length (mm), and N is the theoreti-
cal plate number (counted by ChemStation Agilent 1100
Series Chromatograph).

The values ofthe resolution for co-eluting peaks were
calculated from values of peak width at halfheight and
the retention times acquired from two subsequent ana-
lyses of standard monocomponent solutions. The data
obtained are presented in tabular form.

Experiments with cocaine started under the conditions
developed for determination of cocaine and its metabo-
lite (withIS) on an RP-Amide column. Besides the RP-
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Figure 8. Chromatograms of the mixture of cocaine, its
metabolite, and intemal standard on various columns. UV
detection 230nm. Flow rate 1 mL/min. Mobile phase:
50 mmol/L phosphate buffer pH 3 and acetonitrile 82:18
(v/v). 8a: Chromolith Performance RP-18e, 100x 4.6 mm,
monolith. 8b: Onyx Monolithic C8, 100 x 4.6 mm, monolith.
8c: Discovery1 HS F5, 250 x4 mm, 5 pm. 8d: Ascentis RP-
Amide, 250 x 4.6 mm, 5 pm.
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Figure 9. Chromatogram of the mixture of dimefluron, its
metabolites and intemal standard on various columns. UV
detection 317 nm. Flow rate 1 mL/min. Mobile phase: 9a, 9b:
50mmol/L phosphate buffer pH3 and acetonitrile
25:75 (viv). 9¢, 9d: Gradient mode: 0—20 min: 75:25-40:60
(viv), 21—28 min: 60:40 (v/v). 9a: RP-18e, 100x 4.6 mm,
monolith. 9b: Onyx Monolithic C8, 100 x 4.6 mm, monolith.
9c: Discovery HS F5, 250 x4 mm, 5 um. 9d: Ascentis RP-
Amide, 250 x 4.6 mm, 5 pm.
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Table 1. System suitability data for a mixture of cocaine, its

J. Sep. Sci. 2006, 29, 2126 -2135

metabolite and internal standard (average values from four anal-

yses).
Chromolith 18 OnyxC8 Discovery HSF5 Ascentis RP-Amide
R, N H R, 5 R N H k. 5 . N H R, 5 R, N H k. 5
{min) {mm) {minj {mm) {min) {mm}) {min) (mm)
Lidocaine 6316 6013 0.0166 — 0.878 3.038 8270 00121 - 0.690 8242 12327 0.0203 - 1.382 6893 6186 00404 - 0.622
9465 2601 0.0384 5886 0.402 3.411 9197 00109 2.702 0.622 10.657 12355 0.0202 7.089 1379 8363 7140 00350 3933 1.142
Cocaine 16.353 6685 0.0153 8919 0.667 5565 9990 0.0104 11.783 0.577 21.243 12677 0.0197 18.570 1.103 13358 7461 00335 9831 0.606

R, = retention time, N = theoretical plate number, H = height equivalent of theoretical plate, R, = peak resolution, § = peak sym-

metry.

Table 2. System suitability data for a mixture of dimefluron, its metabolites and intemal standard (average values from four anal-

yses
Chromolith 18 OnyxC8 Discovery HS F5 Ascentis RP-Amide
R, N H R, 5 R N H R s R N H R, 5 R N H R 5
(min) (mm) {min) {mm] (min) {mmj} {min) {mm)
3.9-0Didesmethyl-  2.891 2376 0.0421 - 0.397 28764828 00207 - 0.512 9.462 35633 0.0073 - 0663 9189 35324 0.0071 - 0.958
dimefluron
90-Desmethyl- 5.182 7258 0.0138 B.469 0.367 51225305 00188 9509 0.377 14.474 60927 0.0041 22.452 0.679 11.226 47588 0.0053 2637 0625
dimefluron
30-Desmethyl- 6.413 7007 0.0143 3.658 0.433 70845019 00199 5626 0.353 15968 64882 0.0039 6.133 0612 11.591 35308 0.0071 1.591 0.520
dimefluron
Reduced dime- 6.593 9791 0.0102 0.529 0.241 744311823 00085 1.051 0425 16.718 66305 0.0038 2930 0.638 10.707 57249 0.0044 7.413 0626
fluron
N-Desmethyl- B.79513300 0.0075 7.001 0.418 10.6839741 0.0103 8975 0.369 20.576 80789 0.0031 13.981 0.623 13.339 43549 0.0057 0.017 0.524
dimefluron
Dimefluron 9.21610039 0.0102 1.199 0.367 11.3266732 00149 1283 0.331 195 78603 0.0032 5316 0.586 13.269 30658 0.008Z 5969 0.424
Dimefluron 10,637 9473 0.0106 0.275 0.252 13.19112977 0.0077 3568 0.353 23.21 49642 0.0051 2.757 0.578 14577 51587 0.0048 1.006 0.548
N-oxide
Homodimefluron 10.54910434 0.0096 2.841 0.372 13.59911861 0.0084 0.823 0.344 23.894 77600 0.0032 1.788 0628 14312 47174 0.0053 3671 0488

R.= retention time, N = theoretical plate number, H= height equivalent of theoretical plate, R, = peak resolution, $ = peak sym-

metry.

Amide column, which seemed to be the best column for
separation of this mixture, the separation was also satis-
factory on the C8 column (Fig. 8, Table 1).

The experiments with dimefluron described in previous
papers started on columns with bonded C18 stationary
phase or with RP select B, which is a mixed stationary
phase (C18 and C8). These experiments were carried out
in isocratic mode. The final mobile phase used in gradi-
ent mode on an HS F5 column was adopted from the
above-mentioned paper. The same mobile phase was
tried on all the stationary phases. The values of the reten-
tion times were lower on the monolithic columns and
also even on RP-Amide but the other parameters led to
the choice of HS F5. The values of peak resolution were
always unsuitable for at least one pair of peaks except in
the case of the chosen HS F5 phase (tailing on C18, unsa-
tisfactory peak resolution on C8 and RP-Amide). The va-
lues of symmetry decreased in the order HS F5, RP-
Amide, C8, C18 bonded phases. The narrowest distribu-
tion of values of symmetry of all the studied compounds
and their best separations were achieved on the HS F5
column. The order ofpeaks varied with the columns.
While this order was the same on HS F5 and C8, the rank

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

of reduced dimefluron changed on RP-Amide. {It would
be interesting to investigate this fact for the other
reduced dimeflurons.) {Fig. 9, Table 2)

The experiments with nabumetone and its metabolites
started under conditions described in reference [9]. The -
mobile phase contained acetonitrile, UHQ water, and
acetic acid (45:55:1) on acolumn with a C18 bonded
chain. These conditions were adjusted. UHQQ water and
acetic acid were combined into one component of the
mobile phase — 1% acetic acid in water (acidified water).
This step simplified experimentation with the composi-
tion of the mobile phase. The mobile phase contained
acidified water and acetonitrile in the ratio 55:45 (v|v)
on HS F5 and RP-Amide. The mobile phase containing
acidified water and acetonitrile in the ratio 65:35 {v|v)
was used foranalyses on both monolithic columns.
Because the separation of nabumetone and its metabo-
lites was satisfactory on monolithic columns, anin-
crease of flow rate was tested. In the case of dimefluron,
the separation was unsuitable using a lower flow rate,
thus experiments with a higher flow rate were pointless.
In the case of nabumerone, the analyses were accelerated
proportionally to the increase of flow rate. The symme-
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Figure 10. Chromatogram of the mixture of nabumetone, its
metabolites and internal standard on various columns. UV
detection 325 nm. Flow rate 1 mL/min. Mobile phase: 1%
aqueous solution of acetic acid and acetonitrile in the ratio:
10a, 10b: 65:35 (v/v). 10¢, 10d: 55:45 (v/v). 10a: Chromolith
Performance RP-18e, 100 x 4.6 mm, monolith. 10b: Onyx
Monolithic C8, 100 % 4.6 mm, monolith. 10¢: Discovery HS
F5, 280x4mm, 5Spm. 10d: Ascentis RP-Amide,
250x 4.6 mm, 5pum.
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Figure 11. Chromatogram of the mixture of tramadol, its
metabolites and intemal standard on various columns. UV
detection 275 nm. Flow rate 1 mL/min. Mobile phase:
50 mmol/L phosphate buffer pH 2.8 and acetonitrile 70:30.
11a: Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4.6 mm, mono-
lith. 11b: Onyx Monolithic C8, 100 x 4.6 mm, monolith. 11e:
Discovery HS F5, 250 x4 mm, 5um. 11d: Ascentis RP-
Amide, 250 x 4.6 mm, 5 pm.
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Table 3. System suitability data for a mixture of nabumetone, its metabolites and internal standard (average values from 4 anal-

yses).
Chromolith 18 OnyxC8 Discovery HS FS Ascentis RP-Amide

R, N H s R2 N H RS RN H s RN H R s

{min) (mm) {min) (mm) (min) {mm) {min) (mm)
6-HNA 2338 1011 0.0989 - 0.712 2504 4350 0.0230 - 0664 3.593 7227 00346 - 0.795 6613 13461 0.0186 - 0.769
6-HOnphBuOH 3.355 1399 00715 3.112 0.713 3451 5801 00172 5.122 0579 4534 8056 00310 5065 0.731 9915 15784 0.0158 11913 0.772
6-HOnphBu-0 4450 1568 0.0638 2.713 0.805 4.529 6709 0.0149 4.812 0635 6203 9834 00254 7.365 0.834 12515 17329 0.0144 7.347 0.781
6-MNA 5287 2254 0.0444 1.869 0.811 5012 6950 0.0144 1901 0632 6732 11848 0.0211 2125 0.845 12532 19080 0.0131 0.069 0.769
Naproxen 7982 3338 0.0300 5.391 0.771 7.200 7900 0.0127 7.165 0584 8544 13622 00184 6.724 0935 18521 18669 0.0134 11628 0.777
6MeOnphBuOH  11.784 4741 0.0211 6.144 0.773 0.528 8579 00117 5979 0.629 10.307 14862 0.0168 5580 0.928 21931 19625 0.0127 4981 0.794
Nabumetone 16.888 5072 00197 6.240 0.806 13443 6810 00147 7.111 0672 15522 17145 00146 12.815 0980 25747 20262 0.0123 7689 0.823

R, =retention time, N = theoretical plate number, H

metry.

eight equivalent of theoretical plate, R, = peak resolution, S = peak sym-

Table 4. System suitability data for a mixture of tramadol, its metabolites and intemal standard (average values from four anal-

yses).
Chromolith 18 OnyxC8 Discovery HS FS Ascentis RP-Amide

R N H R S RN H R S RN H RS RN H R s

{min) {mm) (min) (mm) {min) (mm) {min) {mm)
M5 1445 1446 00692 - 0.958 1.521 1386 00722 - 0.640 2047 2351 01063 - 0.817 3.512 7501 0.0333 - 2.488
M1 1.718 1715 0.0583 1.683 1.323 1820 2486 00402 1.897 1.084 3.064 7090 00353 6456 2.002 3.515 6805 0.0367 0501 2.534
M3 1.892 4621 00216 1.221 0.624 2007 4835 00207 1.335 0758 4123 12588 00199 7219 1011 3.846 9429 0.0265 3.387 0.771
Tramadol 1.923 3639 0.0275 0.967 0.648 2048 5267 00190 1.014 0733 4561 10852 00232 2718 0959 3.781 4289 0.0583 2584 0.509
diMeSA 2.155 3854 00259 1.643 0.717 2313 5906 00169 2.148 0680 5120 13132 00193 3.132 1216 10.105 19244 0.0130 28481 0.782

R, = retention time,

N =theoretical plate number, H = height equivalent of theoretical plate, R, = peak resolution, §= peak sym-

metry.

try improved. The values of resolution remained identi-
cal although it was possible that the further increase in
flow rate could lead to changes of these values. The order
of the peaks was the same for all the tested stationary
phases. The duration of analysis was longest on RP-
Amide. At a flow rate of 1 mL/min, the highest values
of symmetry were noted in the case of the HS F5 column;
however, the distribution of values was very wide. The
narrowest distribution around the average value of sym-
metry was observed in the case of RP-Amide. The wide
distribution of values of symmetries on HS F5 could be
caused by aninfluence ofinteractions on uncovered
polar phenolic group. Thevalues ofresolution were
higher than 2 forall tested columns except RP-Amide,
on which 6HOnphBu=0 and 6MNA were not separated.
The C18 column was shown to be the best for analysis
of nabumetone and its five metabolites. The peak resolu-
tions were satisfactory. The values of symmetry were
relatively high and the distribution ofvalues was not
wide. The analysis time was short {only 17 min for sep-
aration of seven compounds, and 14 min, respectively,
for C8) and it could be decreased by an increase of flow
rate {only 4.2 min and 3.5 min, respectively) {Fig. 10,
Table 3).

Experiments dealing with tramadol and its metabolites
were begun with a mobile phase taken from the paper

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

|8]. This mobile phase was originally developed for the RP
select B column which possesses both C18 and C8 chains.
From the point of view of peak symmetry, the best col-
umn for tramadol and its metabolites was HS F5, where
M1 was the only fronting compound. This could be
caused by an uncovered OH group on an aromatic
nucleus. This free polar group might intrude upon the n-
interactions between the aromatic rings of analyte and
stationary phase, which are probably one of the main
mechanisms of separation onthese types of columns.
Values of peak symmetry also lay in a narrow range for
columns with classical phases C8 and C18. In this case,
peak co-elution happened and low values of resolution
were obtained. The RP-Amide column was entirely un-
suitable under the current conditions. Values of symme-
try were widely distributed and very strong fronting
of substances with uncovered phenolic group occurred.
Separation expressed as aresolution value was also
totally unsatisfactory and peaks M1 and M5, M3 and tra-
madol co-eluted (Fig. 11, Table 4).

4 Concluding remarks

Columns for bioanalytical application were compared.
Four real mixtures of compounds were used for testing
of four columns. The best type of column was sought
for each of them. The retention time, theoretical plate
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number and height equivalent of theoretical plate,
respectively; peak resolution and peak symmetry were
used for the searching for the optimal stationary phase.

RP-Amide was chosen as the best column for analyses
of cocaine with its major metabolite and internal stan-
dard. Compared to the other columns, the compounds
were separated with satisfactory resolution on RP-Amide.
The HS F5 column, having a stationary phase with planar
structure, was chosen as the best column for analyses
of dimefluron and its derivatives. [t can be supposed that
the better separation results from n-interactions between
the aromatic rings. This hypothesis could be supported
by the results obtained for nabumetone and its deriv-
atives, which were eluted as symmetric peaks if they con-
tained a phenolic group. The C18 bonded stationary
phase was evaluated as the best column for separation
of nabumetone and its derivatives. The best way to ana-
lyze tramadol with its metabolites and appropriate inter-
nal standard was on the HS F5 column with a stationary
phase of planar structure. The experimental data led to
this conclusion because peak symmetry was very good,
with the slight exception of M1, and peaks were baseline
separated with regular spacing. Peaks were more or less
co-eluted on the other columns. The C18 and C8 bonded
stationary phases were evaluated as unsatisfactory for
the tested basic compounds; in other words, it was possi-
ble to attain better separation on modern types of col-
umns where principles of separation other than those
based only on lipophilicity prevail. The columns with the
classical stationary phases {C8 and C18) are sufficient
for the acid and neutral compounds. The HS F5 station-
ary phase is the best one for compounds with a large pla-
nar structure, especially for basic compounds, because it
eliminates peak tailing, which is significant on classical
stationary phases. The symmetry of peaks is influenced
by polar group on this column. Certain restrictions of
use were found for modern stationary phases. In some
cases, HS F5 is useful but the relation between the num-
ber of carbons in aromatic rings and the number of polar
groups should have been investigated.

The authors wish to thank W. N. Wu for providing standards
of tramadol metabolites. This work was supported by the research
project of the Ministry of Education, Youth and Sport of the Czech
Republic No. 002 162 0822 and by the grant project of GA UK
294/2005.
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Komentar k ¢lanku

Tato prace je zaméfena na srovnani Ctyf typi chromatografickych kolon pro jejich

pouziti v bioanalytickych aplikacich.

Cil prace

Cilem této prace bylo porovnat chromatografické vlastnosti Ctyf raznych typt
chromatografickych kolon pfi jejich testovani ¢tyfmi riznymi smésmi biologicky
aktivnich latek a nésledné¢ vybrat nejlepsi podminky pro separaci jednotlivych
testovanych skupin. Pro testovani byly pouzity realné smeési biologicky aktivnich latek.
Kazda ze smési obsahovala matei'skou u¢innou latku (kokain, dimefluron, nabumeton
a tramadol), jejich pfirozené metabolity a vhodny vnitini standard. Méteni probihala
na dvou monolitickych kolondch: Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4.6 mm,
monolith; Onyx Monolithic C8, 100 x 4.6 mm, monolith. Dale byly testovany dvé
napliové chromatografické kolony s relativné novymi sorbenty: Discovery HS F5,
250 x 4 mm, 5 um obsahujici pentafluorofenylpropylové fetézce a Ascentis RP-Amide,
250 X 4.6 mm, 5 um, disponujici palmitamidopropylovymi fetézci. Pro objektivni
hodnoceni chromatografickych vlastnosti byly monitorovany nasledujici parametry:
retencni Cas, pocet teoretickych pater respektive vySkovy ekvivalent teoretického patra,

rozliSeni a symetrie piku.

Komentar a diskuse k vysledkiim

Zminovane¢ Ctyti skupiny latek byly vybrany proto, Ze kazdé z nich reprezentuje jiny typ
analytu. Kokain je bazickd sloucenina samfoternim metabolitem (obsahuje
karboxylovou skupinu a terciarni amin), dimefluron i jeho metabolity jsou bazické.
Nabumeton je neutralni molekula, ktera je biotransformovéana na kyselé a neutralni
metabolity, zatimco tramadol reprezentuje bazickou slouceninu s bazickymi nebo
amfoternimi metabolity. VSechny skupiny obsahuji ve svych molekulach planéarni

struktury.
Vyrobci deklaruji nasledujici vlastnosti jednotlivych kolon. Kolona Discovery HS F5 by

mela 1épe separovat slouceniny s planarni strukturou. Kolona Ascentis RP-Amide by

méla redukovat chvostovani bazickych latek.
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Kolona Ascentis RP-Amide byla vybrana jako nejleps$i pro analyzu kokainu s jeho
majoritnim metabolitem a vnitinim standardem. Na rozdil od ostatnich kolon, byly tyto
latky separovany s vhodnym rozliSenim a s uspokojivou symetrii piku. Kolona HS F5
byla vybrana jako nejlepsi pro analyzu dimefluronu spolu s jeho metabolity a vnitinim
standardem. Predpoklada se, ze lepSi separace je spojena s m-interakcemi
mezi aromatickymi kruhy. Podle piedpokladti byla kolona s fetézci C18 vyhodnocena
jako nejlepsi pro analyzu nabumetonu a jeho derivati. Pro analyzu tramadolu spolu
s metabolity a pfisluSnym vnitinim standardem byla opét zvolena kolona HS Fb5,

protoZe na ostatnich testovanych kolonach dochézelo ke koeluci pikd.

Kolony sftetézci C8 a CI18 byly vyhodnoceny jako nedostacujici pro separaci
testovanych bazickych latek. Na rozdil od téchto kolon, na modernich typech sorbenti,
kde principy separace jsou odlisné, bylo mozné dosahnout lepsi separace. Lze tedy fici,
ze kolony s klasickymi sorbenty jsou dostacujici pro neutralni a kyselé slouceniny.
Kolona obsahujici pentafluorofenylpropylové fetézce potvrdila deklarované vlastnosti,
tedy lepsi dispozice pro separace latek s velkou planarni strukturou ve své molekule,
a to predevsim u bazickych latek, kdy dochazi k eliminaci chvostovani, které je velmi

vyrazné u sorbentti s C8 a C18 fetézci.

Vysledkem této studie je srovnani chromatografickych kolon pro jejich pouziti
Vv bioanalytickych aplikacich. Pro kaZdou skupinu litek byly zvoleny nejlepsi
chromatografické podminky a bylo také popsano chovani analyti s rozliSnou
chemickou strukturou na sorbentech sriznymi navazanymi fetézci. Hlavnim
prinosem naSi prace bylo, Ze vlastnosti kolon byly studovany na smésich
pribuznych latek (1é¢ivo — metabolity), coZ nebyva pravidlem pii prezentaci
vlastnosti kolon. Tim, Ze tedy byly kolony testovany smési strukturné podobnych

latek, byla otestovana i jejich selektivita.
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4.2. Determination of a series of quinolones
in pig plasma using solid-phase extraction
and liquid chromatography coupled
with mass spectrometric detection
Application to pharmacokinetic studies

GARCES, A.; ZERZANOVA, A.; KUCERA, R.; BARRON, D.;
BARBOSA, J.:
Journal of Chromatography A 1137 (2006) 22—-29.
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Abstract

A simple and sensitive liquid chromatography (LC) method was developed for the simultaneous determination of eight quinolones in pig plasma
samples. The following two methods of detection were used: ultraviolet (UV) and mass spectrometry with electrospray ionization (ESI/MS).
Sample preparation consisted of solid-phase extraction (SPE) on Strata X cartridges prior to the analysis by LC/UV or LC/ESI/MS. The recovery.
linearity, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ). precision and accuracy of the method were evaluated using spiked pig plasma
samples. The suitability of the method for pharmacokinetic studies was evaluated by determining the concentrations of enrofloxacin (ENR) and
ciprofloxacin (CIP) also in pig plasma, after administration of 200 mg of enrofloxacin per kilogram of fodder during 5 consecutive days.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Quinolones: Plasma analysis: Solid-phase extraction: Liquid chromatography: Mass spectrometry

1. Introduction

Quinolones belong to a group of antibacterial agents which
are widely used in both human and veterinary medicine. The
mechanism of its effect consists in a specific inhibition of DNA
gyrase, whereby synthesis of bacterial DNA and consequently,
bacterial multiplication are blocked. It exhibits strong antimi-
crobial activity. especially against Gram-negative and some
Gram-positive organisms [1-3]. Both quinolones and antibi-
otics are normally used not only to treat diseases but also to
offer a prophylactic treatment in the veterinary field. These com-
pounds are orally administered to various animal species that
produce meat, eggs or milk. The residues of the compounds are
accumulated in animal tissue after administration to livestock.
Nevertheless, very low concentrations might be dangerous not

* Corresponding authors. Tel.: +34 93 402 12 77; fax: +34 93 402 12 33.
E-mail addresses: dolores.barron@ub.edu (D. Barrén),
barbosa@apolo.qui.ub.es (J. Barbosa).

0021-9673/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chroma.2006.09.082

only for an individual but also for a big population. Individ-
ually, these substances may evoke an allergic hypersensitive
reaction. The promotion of bacteria resistance is the next impor-
tant impact for mankind [1.3]. To ensure safety, the European
Union (EU) has established maximum residue limits (MRLs)
legally permitted or accepted in food. [4]. There are no MRLs
of quinolones in plasma or serum because blood is not a product
of direct consumption. but MRLs of quinolones in pig tissues
range between 50 and 1500 pgkg™!, depending on the target
tissues and the quinolone. Nevertheless, it is very important
to develop methods to analyze quinolones in biological fluids
because they can show quality parameters in living animals. This
is very significant since knowing the concentration in plasma
(serum, blood) makes it possible to estimate the concentration
in consumed tissue. Knowing the level of antibiotic remain-
ing in an animal’s body (making the analysis “in vivo”). the
farmer can decide whether to kill the animal and sell the meat
or the other products or to allow more time for the elimina-
tion of the drug without requiring the immediate slaughter of
the animal.
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The use of various techniques to determine quinolones in bio-
logical and pharmaceutical materials is possible [5-8]. Liquid
chromatography (LC) [9,10] or capillary electrophoresis (CE)
[11-14] is mostly used when plasma is the aim of study. Some
of these techniques only analyze one or a few substances at
the same time [13,15-17], and some provide an analysis of a
group of quinolones [18-20]. These separation techniques are
normally coupled with an ultraviolet (UV) or fluorescence detec-
tor. Some techniques use mass spectrometry (MS) detection to
determine one quinolone in dog, rat or human plasma [21-24]
or a series of quinolones in animal tissues from pig, bovine or
chicken [25-30].

In the work described here, a rapid and sensitive analyti-
cal method for the determination of eight quinolones in pig
plasma [28] was developed. The quinolones studied are reg-
ulated in the Council Regulation of the EU for pig tissues
[4]. The method has been evaluated according to the US Food
and Drug Administration (FDA) guidelines for bioanalytical
methods validation [31]. Sample preparation used a solid-phase
extraction (SPE) procedure in order to obtain cleaner extracts
to be injected into the LC system. This paper carries out a
comparison of detection using UV and MS detectors as well.
Much lower limits of detection (LODs) and limits of quantifi-
cation (LOQs) were achieved with the aid of a mass detec-
tor using electrospray ionization (ESI/MS). This developed
method for determination of quinolones in pig plasma was
consequently applied to determine quinolones in real samples
obtained from pigs on enrofloxacin (ENR) medication. The
main benefit of this work consists in the possibility of mea-
suring not only enrofloxacin but also ciprofloxacin (CIP) as
its major metabolite. This is very important because the MRL
for enrofloxacin is established as a sum of enrofloxacin and
ciprofloxacin.

2. Experimental
2.1. Reagents

Quinolones were obtained from several pharmaceutical
firms: ciprofloxacin (Lasa). danofloxacin (DAN) (Pfizer),
enrofloxacin (Cenavisa), marbofloxacin (MAR) (Vetoquinol),
difloxacin (DIF), sarafloxacin (SAR) and tosufloxacin (TOS)
(Abbot). flumequine (FLU) and oxolinic acid (OXO) (Sigma).
All the reagents were of analytical grade. Water was
purified in a Milli-Q system (Millipore). Merck supplied
ammonia. trifluoroacetic (TFA), acetic and formic acids,
methanol and acetonitrile (MeCN). Citric acid was sup-
plied by Fluka. Tested SPE cartridges were Oasis HLB
(1 mL/30 mg) obtained from Waters, SDB-RPS (1 mL/2.2 mg)
from 3M Empore (Supelco) and Strata X (1 mL/30mg) from
Phenomenex.

2.2. Preparation of standard and stock solutions
Individual stock solutions of marbofloxacin. ciprofloxacin,

danofloxacin, enrofloxacin. sarafloxacin and difloxacin were
prepared in concentration of 500 pgmL~", by dissolving the
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quantity of each compound exactly weighted in 50 mM acetic
acid aqueous solution. Stock solutions of oxolinic acid and
flumequine were prepared by dissolving the proper quan-
tity of each compound in MeCN at the concentration of
500 pg mL~". Tosufloxacin. used as internal standard (L.S.),
was prepared by dissolving the substance in 50mM acetic
acid-MeCN mixture (80:20: v/v) at the concentration of
100 pg mL =", Working solutions were prepared by mixing indi-
vidual stock solutions and diluting to the concentrations of
60, 10 and 1 pgmL~" with water and the solution of tosu-
floxacin to 10 pgmL~!, and were used to spike the plasma
samples.

A standard buffer of potassium  hydrogenphtalate
(0.05molkg™") prepared in a hydro-organic mixture (9%
of MeCN) with pH of 4.25 [32,33] was used to calibrate the
pH-meter.

2.3. Preparation of fortified samples

A fortified plasma sample was prepared by spiking 500 pL
of blank pig plasma and adding the adequate volume of work-
ing solutions of quinolones to obtain samples at the concen-
trations from 100 to 2000 wg L=! of each quinolone and LS.
at the concentration of 1000 wg L™, For calibration, spiked
samples of 500 uL of blank plasma at 10 concentration lev-
els (LOQ-2400 pg L") of quinolones and 1000 pg L™ of LS.
were prepared. In order to evaluate recoveries of quinolones by
using the optimized method, spiked samples at six concentra-
tion levels (LOQ-2400 ug L=1) of quinolones and 1000 g L~
of LS. were prepared and compared with samples that were
spiked after SPE procedure (considered as showing 100% recov-
ery). All the samples were prepared in duplicate and analyzed
twice,

2.4. Instrumentation

LC/UV measurements were performed using a HP Agi-
lent Technologies 1100 series chromatograph equipped with
an autosampler. System was controlled by software Chem-
station for LC 3D Rev. A 08.03(847) (Agilent Technolo-
gies). Quinolones were separated on a 150 mm x 4.6 mm Zor-
bax Eclipse XDB-Cg column (Agilent Technologies) using
a Kromasil Cg 20mm x 4.5mm pre-column (Aplicaciones
Analiticas). Injection volume was 20 L.

LC/ESI/MS measurements were performed using a Shi-
madzu Class-VP5 coupled with API 150 EX single quadrupole
mass spectrometer (Applied Biosystems) equipped with a tur-
boionspray source. The same Cg column that was in LC/UV
measurements was used, with 50 pL of injection volume and a
post column split ratio of 1/3. Instrument control and data anal-
ysis were performed using Analyst v. 1.4 application software
from Applied Biosystems.

The pH of mobile phase was measured with the Crison 2002
potentiometer (£0.1 mV) using an Orion 8102 ROSS combi-
nation pH electrode. SPE was carried out on a Supelco vac-
uum manifold for 12 columns connected to a Supelco vacuum
tank.
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2.5. Procedures

2.5.1. Solid-phase extraction

Fifty microlitres of 1.S. working solution (10 pg mL~") was
added to a 500 L aliquot of blank, calibration or unknown pig
plasma sample, mixed well and applied to a Strata X cartridge
which had been previously conditioned with I mL of methanol
and 1 mL of water. SPE cartridge was washed with 2mL x I mL
of water, | mL of 0.5% TFA in MeCN-water (10:90, v/v) and
finally with I mL of water. It was dried by air and compounds
were eluted with 2mL x I mL of 1% TFA in MeCN-water
(75:25. v/v). Compositions of washing and elution solvents were
obtained as optimal in the studies with aqueous standard and
plasma samples. Eluate was evaporated to dryness at 45 “C under
a stream of nitrogen and residue was redissolved in 200 L of
mobile phase. This extracted sample was injected into LC/UV
or LC/MS system.

2.5.2. Mobile phase

For LC/UV measurements, an initial mobile phase com-
posed of 0.01 mol L™ citric acid solution and MeCN (91:9,
v/v) adjusted to pH 4.5 with ammonia was used [34]. The
mobile phase for LC/MS system was changed in order to have
more volatile mixture. more adequate for MS. Initial mobile
phase was 0.02 mol L™! ammonium acetate solution and MeCN
(86:14, v/v) was adjusted to pH 2.5 with formic acid [25]. Flow-
rate was 1.5 and 1 mL min~" for LC/UV and LC/MS systems,
respectively. Table | shows the optimized linear gradient used
for quinolones separation by LC/UV and LC/MS.

2.5.3. UVand MS conditions

Diode array detection (DAD) was used. and the following
wavelengths were used: 250 nm for OXO and FLU, 290 nm for
MAR and 280 nm for CIP. DAN, ENR, SAR, DIF and TOS. The
LC/ESI/MS conditions were first optimized using direct infusion
of each compound: all the experiments were carried out in posi-
tive ion mode. LC/MS interface was set at 400 °C: declustering
potential (DP), focusing potential (FP). entrance potential (EP)
and sprayer voltages were set at 30, 200, 10 and 4500 V., respec-
tively. The spectrometer commonly worked with an auxiliary
nitrogen gas flow rate of 500Lh~", a nebulizing and a curtain
gas flow rate of 12Lh~". At this working voltage, molecular
ions [M+H]* were detected with the greatest sensitivity, and

Table |
Optimised linear gradients for the separation of quinolones by LC/UV and
LC/MS

LC/UV LC/MS
(min) 9% MeCN fi{min) % MeCN
0 9 V] 14
115 9 9 14
24 29 12 18
26 34 15 18
30 34 20 35
33 9 25 35
30 14

Table 2

Values of m/z chosen for the SIM mode detection of quinolones
Substances (miz)
MAR 363
CIp 332
DAN 358
ENR 360
SAR 386
DIF 400
TOS 405
0X0 262
FLU 262

these ions were chosen to quantify quinolones. as can be seen
in Table 2.

2.5.4. Validation

Validations using UV and ESI/MS detection were performed
according to FDA guidelines for bioanalytical assay procedure
[31]. LODs were determined from calibration curve obtained
from extracted plasma samples spiked with quinolones at six
concentration levels from 10 to 100 pg L=" for LC/UV and at
seven concentration levels from 0.5 to 40 pg L~ for LC/MS
using SIM mode (ions shown in Table 2). Each sample was
prepared by triplicate and was injected twice. LOD values were
calculated using a signal-to-noise ratio of 3 (the ratio between the
peak intensity and the noise was used). while LOQ values were
calculated using a signal-to-noise ratio of 10. For calibration,
spiked samples at 10 concentration levels (LOQ-2400 pg L=")
were prepared following the method previously explained. Each
spiked sample was prepared in duplicate and was injected twice.
Calibration curves were constructed using analyte/internal stan-
dard (LS.) peak area ratio versus analyte/.S. concentration
ratio.

Recovery experiments were performed by comparing analyt-
ical results of extracted samples of pig plasma at the concentra-
tions of 30, 60, 360, 1900, 1560 and 2400 wg L~" for the studied
compounds and internal standard added before the extraction
procedure. Plasma samples spiked after extraction procedure
were considered as showing 100% recovery.

To assess intra-day precision, five spiked samples at three
concentration levels each, 60, 1200 and 2400 pg L™, were pre-
pared and analyzed in duplicate using LC/UV. Procedure was
repeated on 3 different days to determine inter-day precision.
On each day, separate working solutions of analytes were pre-
pared.

2.5.5. Pharmacokinetics

Plasma samples were obtained from eight pig specimens
(A—H) orally medicated during 5 consecutive days with 200 mg
of enrofloxacin per kg of fodder. The samples were from a
study about the evaluation of plasmatic levels of ENR when
animals were medicated with this quinolone for several days.
The samples of individuals were collected on the 4th and the
Sth day at morning and evening time [0 (first extraction), 6, 24
and 33 h]. Plasma was harvested by centrifugation and stored
at —20°C until analysis. ENR and CIP concentrations were
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quantified with a daily-prepared calibration curve in the range
LOQ-2400 pg L.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of the extraction procedure

Inthis work. acomparative study of three sorbents was carried
out to achieve maximum recoveries of quinolones and optimal
clean up efficiency, which would provide methods with suit-
able limits of detection. A preliminary study concerning the
recoveries of the quinolones using standard solutions was made
in order to get an idea of the most advantageous sorbents for
this family of substances. Three types of polymeric sorbents
were tested: hydrophilic—lipophilic balanced sorbents (HLB and
StrataX), mixed phases as polymeric with sulfonic acid groups.
and cationic exchange (SDB-RPS), being of a disk cartridge
type. For these three sorbents, the sample loading and elu-
tion conditions were optimized with aqueous standard samples,
while for the conditioning and washing steps commercial spec-
ifications were used; 1 mL of methanol was followed by 1 mL
of water for preparing the sorbent phase, and 2 mL of water was
used for washing. Sample loading volumes were studied in order
to assure that no losses of analyte would occur in the loading of
sample on a SPE cartridge. Sample was collected and analyzed
after being passed through the sorbent and no chromatographic
peaks corresponding to quinolones were found. Five hundred
microlitres of sample was found as optimal sample volume and
was the same for the three tested sorbents. To achieve a complete
analyte elution from the sorbent, volume and composition of the
elution solution were also optimized. Different percentages of
TFA were tested (1-3%) in a MeCN—water solution (75:25, v/v)
and different solution volumes (1-3 mL) in order to obtain com-
plete recovery of quinolones with the minimum elution volume
and the lowest TFA percentage required. Conditions found as
optimal were 2 mL of TFA 1% in MeCN-water (75:25, v/v) for
HLB and Strata X cartridges and 3 mL of TFA 3% in the same
MeCN-water proportion for SDB-RPS disk cartridge.

Recovery and selectivity provided by each particular sor-
bent were examined to select the most appropriate sorbent.
A previously optimized SPE procedure was used, and blank
plasma sample spiked with 1 mgL~" of each quinolone was
always loaded to the cartridge. Recoveries were calculated by
comparing analytical results of extracted samples with plasma
spiked after the extraction procedure, representing 100% recov-
ery. Comparable and good recoveries (>90%) were obtained
with all the three tested sorbents (HLB, Strata X and SDB-RPS),
excepting DAN and ENR, the recovery values of which were
85% and 89%. respectively when SDB-RPS cartridges were
used. All the obtained recovery values for all quinolones are
shown in Fig. 1. Strata X cartridges provided the best recoveries
and RSD values. In addition, it was sometimes observed that
SDB-RPS sorbent was blocked by precipitated plasma proteins,
and this might have caused greater dispersion of recovery values
when using this cartridge. For this reason. Strata X cartridges
were chosen to make the detailed study with spiked samples.
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Fig. I. Recoveries (%) of quinolones obtained using different sorbents.

None of the used cartridges removed all plasma endogenous
components, which gave rise to the presence of several interfer-
ing peaks on chromatograms. To further improve the cleanliness
of the sample extracts and thus obtain the best selectivity of the
analytical method. an additional washing step was introduced
after the water washing. To determine the best washing solvent,
different percentages of MeCN (10-40%) or MeOH (10-40%)
in a TFA (0.5-1%) were tested. By conducting series of experi-
ments and comparing the corresponding chromatograms, it was
found that 0.5% TFA in MeCN—water (10:90, v/v) solution was
very effective in removing interferences. In spite of this clean
up step. it was observed that some interference was still present
which could constitute a problem for the LC/UV determination.
This was solved by modifying the MeCN linear gradient elution.

3.2. Chromatographic separation

Good chromatographic separation of quinolones and plasma
interferences were obtained by using the optimized linear gra-
dient elution shown in Table 1. Separation of series of eight
quinolones and I.S. was achieved in 33 min for LC/UV system.
Chromatograms showed no interferences at the retention times
of the eight quinolones and 1.S., as shown in Fig. 2. The C8 Zor-
bax column and the citric acid solution in mobile phase were
chosen because adequate retention times with narrow and good
resolved peaks [34] were obtained.

3.3. Validation

3.3.1. Validation of LC/UV

Calibration curves established from the samples spiked at 10
concentration levels are linear in the concentration range from
LOQ to 2400 pg L' for all compounds with correlation coeffi-
cients higher than 0.998. Values of quality parameters as LOD,
LOQ, correlation coefficient and recoveries of all quinolones are
shown in Table 3. Under optimal SPE procedure, the recover-
ies obtained are higher than 93% for all quinolones except CIP,
which was 86%. LODs ranged hetween 7 and 12 pg L~ while
LOQs ranged between 23 pgL~! for SAR and 40 pg L' for
MAR, CIP, DIF and FLU. Intra-day and inter-day precision are
shown in Table 4. Intra-day and inter-day precision have been
evaluated at three concentration levels with a maximum RSD
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Fig. 2. Chromatogram of (a) blank plasma sample spiked with LS.
(1000 pgL=") and (b and c) plasma sample spiked with 200pgL=" of
quinolones and 1000 gL =" of LS. Blank plasma sample analyzed at 280 nm
and spiked plasma sample analyzed at 280 (b) and 250 nm (c). Peaks: 1 = MAR:
2=CIP; 3=DAN: 4=ENR: 5=SAR; 6=DIF: 7=TOS (1.S.); 8=0X0;
9=FLU.

value of 8% that corresponds to CIP. These values were lower
than 15% established by the FDA in its analysis of biological
samples guidelines [31]. Freeze—thaw stability of quinolones
was determined in plasma, SPE eluates and reconstituted sam-
ples. Plasma samples containing 120 pg L.=! of each quinolone,
eluted extract and reconstituted sample were stored at —20°C.
After three freeze—thaws (room temperature) cycles. quinolone
recoveries were similar to those obtained from control samples
without freezing. The stability of quinolones in the reconsti-
tuted plasma extract was observed and was determined to be at
least 53 h. This was based on adequate precision and accuracy of
the control results obtained during routine runs and results of an
autosampler tray stability experiment. Storage stability (holding
time) of quinolones in plasma was evaluated in samples spiked at
I mg L~ " and stored at 4 °C. Periodically, samples were removed
from the refrigerator, equilibrated to room temperature and ana-
lyzed in duplicate using freshly prepared plasma calibration
standards to determine recovery. Fig. 3 shows the recovery—time
profile obtained for each quinolone. Recoveries of CIP and SAR
decreased after 29 h. No differences in recoveries of the other

[35] because stock and working solutions of quinolones stored in
dark glass bottles in adark refrigerator did not show any stability
problem.

3.3.2. Quality parameters of LC/ESI/MS

Calibration curves were generated from 10 concentration lev-
els of spiked samples and are shown in Table 5. These curves
are linear in the range from LOQ to 2400 pg L™! for all com-
pounds with correlation coefficients higher than 0.998. LODs
and LOQs are also shown in Table 5. LODs are around 1 pg L™
for all quinolones. LOQs are at around 3 pg =" excluding FLU
(4 pg L"), Selected ion monitoring (SIM) chromatogram of the
studied fluoroquinolones is shown in Fig. 4. This chromatogram
corresponds to a plasma sample spiked with 200 g L=! of each
quinolone and 1000 ug L=" of LS.

The precision was not evaluated with pig plasma by
LC/ESI/MS, but in a similar matrix, cow plasma, the precisions
obtained are between 2 and 5% higher than those obtained with
LC/UV, and always are below of 15%.

3.4. Analysis of plasma samples

The proposed method was applied to determine ENR and its
main metabolite, CIP, in pig plasma samples obtained from eight
animal specimens (A-H) orally medicated with ENR. Fig. 5
depicts plasma concentration—time profiles of ENR and CIP
obtained from the analyses performed by LC/UV and LC/MS.

Table 3
Quality parameters for LC/UV measurements
Recovery LOD (pgL=") LOQ (pgL™") Calibration curve r

MAR 96.3 + 0.5% 12 40 ¥=1.633 (£0.009C —0.041 (£0.010) 0.9995
CIP 86.2 + 0.5% 12 40 50 (£0.012)C —0.037 (£0.021) 0.9993
DAN 96.4 + 0.5% 10 31 2,124 (£0.009)C — 0.078 (+£0.013) 0.9994
ENR 98.7 £ 0.5% 10 31 2.356 (£0.013)C —0.097 (£0.010) 0.9992
SAR 93.3 £ 0.5% 7 23 v=1.679 (£0.009)C —0.020 (£0.011) 0.9980
DIF 101.4 + 0.5% 10 40 ¥=1.620 (£0.009)C — 0.018 (£0.012) 0.9995
OX0O 101.7 £ 0.9% 8 25 ¥=1.209 (£0.01 HC —0.032 (£0.009) 0.9980
FLU 94.3 £ 0.5% 10 40 ¥=1.504 (£0.008)C — 0.033 (£0.009) 0.9995

Were v is analyte/L.S peak area ratio and C is analyte/1.S concentration ratio. The numbers in brackets are standard error of slope and intercept respectively obtained

in the linear regression.
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Table 4
Intra-day and inter-day precision data
60 pgL~! 1200 pg L' 2400 pg L'
Concentration (pg L") RSD (%) Concentration (pgL~") RSD (%) Concentration (pgL~") RSD (%)
Intra-day precision
MAR 69 2 1179 1 2344 2
CIP 66 8 1230 1 2496 1
DAN 64 4 1124 1 2254 2
ENR 61 4 1075 1 2188 2
SAR 69 6 1238 1 2409 2
DIF 63 3 110 1 2264 2
0X0 59 5 931 2 2235 2
FLU 66 5 1074 1 2185 2
Inter-day precision
MAR 69 3 1175 1 2320 2
CcIp 71 8 1240 1 2514 2
DAN 63 5 1126 1 2272 2
ENR 61 5 1085 2 2212 2
SAR 68 7 1233 1 2471 2
DIF 63 4 1107 1 2244 2
0X0O 60 4 901 3 1992 9
FLU 71 7 1070 2 2172 2
Table 5
Quality parameters for LC/MS measurements
LOD (pgL™ ") LOQ (pgL™") Calibration curve r
MAR 0.8 28 y=4.225(+0.028)C+0.011 (£0.027) 0.9996
CIP 0.8 2.7 ¥=1.267 (£0.005)C +0.008 (£0.005) 0.9998
DAN 0.7 24 y=4.010(£0.049C - 0.127 (£0.047) 0.9990
ENR 1.0 32 y=4.865 (£0.035)C — 0.040 (£0.033) 0.9995
SAR 0.8 2.6 y=3.169 (£0.019C +0.020 (£0.018) 0.9997
DIF 1.0 33 v=4.482 (£0.044)C — 0.052 (£0.043) 0.9991
0X0 09 30 v=0.476 (£0.006)C +0.028 (£0.006) 0.9990
FLU 1.2 4.0 v=0.270 (£0.004)C +0.002 (£0.004) 0.9990

Were v is analyte/.S peak area ratio and C is analyte/L.S. concentration ratio. The numbers in brackets are standard error of slope and intercept respectively obtained

in the linear regression.

The plasma samples were collected when the animals were on
medication with ENR. Because of this fact, all the samples show
similar concentration of ENR, ataround 1000 pg L™, except for
sample F (the animal probably was not treated with enrofloxacin
or do not eat fodder with drug). As can be observed in Fig. 5a.

4,0e4 7
3.0e4
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S 200 6
=
- 4
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A J\ 2
0,0 A
10 20 30
Time, min

Fig. 4. LC/ESI/MS chromatograms of plasma samples spiked with 200 pg L~
of each guinolone and 1000 pg L=" of 1S. Peaks: 1 =MAR; 2=CIP: 3=DAN;
4=ENR: 5=SAR: 6=DIF: 7=TOS (1.5.): §=0X0; 9=FLU.
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there are no significant differences in the results of ENR concen-
tration obtained using LC/UV and LC/MS techniques. In Fig. 5b,
the results illustrating the levels of CIP. the major metabolite of
ENR, are presented. Thanks to the high sensitivity of LC/MS
technique, it was also possible to detect the residues of very low
concentration, which could not be detected by LC/UV. Thus, a
presence of CIP could also be proved in samples A, B and G.
The presence or absence of CIP in the samples depends on the
metabolism of each particular pig but the concentration levels
of CIP. in the range between 20 and 80 pg L™, were found in
the plasma samples, excepting sample F (as has already been
explained above). In Fig. 5a. there are some samples that could
not be analyzed because there was not enough volume to be ana-
lyzed by LC/UV or LC/MS. These samples appear for Fig. 5 as
“no available sample”. The same is true in Fig. Sb. Differences in
measured concentrations can be caused by many factors, such as
different metabolization speed. different weight of animals and.,
consequently, different distribution volume, etc. Another factor
might be a different amount of ingested enrofloxacin because the
same food intake had not been ensured—only the concentration



Diserta¢ni prace Experimentalni ¢ast

28 A. Gareés eral. /). Chromategr: A 1137 (2006) 22-29
ENROFLOXACIN
1600 =
Ty (B) ©) D)
1200
]
o
400
0 -z z
0 6 24 33 0 6 24 33 24 33 0 6 24 33
1600 -
® () (G) (H)
=~ 1200
"
= 8004
@]
400 ==
4 g w202 % o
PESS Z_ 7z V_ Vo z 7
T r T r : : - ! :
0 5 24 33 0 6 24 33 0 6 24 33
(A) Ouv WS extraction time (hours)
CIPROFLOXACIN

(B) extraction time (hours)

Fig. 5. Concentration—time profile of (a) ENR and (b) CIP in plasma samples obtained from pig animals on medication with ENR. LOQ of CIP by LC/UV (---) and
LC/MS (___). N.S.: sample not available; N.D.: analyte not detected: <LOQ: under the limit of quantification.

of enrofloxacin in fodder was known (200 mg of enrofloxacin obtained by LC/UV and LC/MS were proven to be adequate.
per kg of fodder). The CIP/ENR ratio was also observed and Samples taken from pigs on medication with ENR were ana-

was measured at about 5.2%. lyzed. In those samples. when LC/MS was used, not only the
ENR. but also the CIP, as its major metabolite, was determined.
4. Conclusions The described method is able to quantify the ENR and CIP con-

centrations in real plasma samples after the administration in
In this work a LC method for determining and quantifying ~ therapeutic doses. The ESI/MS detection allows the determina-

a series of & quinolones in pig plasma is described. A sim- tion of CIP even in concentrations which could not be quantified
ple and rapid extraction and clean-up method was developed.  Using UV detection.

Strata X cartridges (polymeric phase) were found to be the best
choice for sample pre-treatment. The SPE clean-up procedure Acknowledgements
used for the plasma samples gave a very clean chromatogram

in which peaks of all 8 quinolones and internal standard were The financial support of DIGYCIT of the Spanish Govern-
well resolved. Two detectors (UV and MS) were used and the ment (Project BQU 2003-00348) is gratefully acknowledged.
obtained results were compared. The developed method was val- We also wish to acknowledge the plasma supplying and techni-

idated by LC/UV using the FDA guidelines. Quality parameters cal assistance of Mr. Joan Freixes (Cenavisa S.A.. Reus, Spain).
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Komentar k ¢lanku

Ve vyse predlozené praci je popsana rychla a citlivd metoda pro analytické stanoveni
osmi chinolonil v praseci plasm¢. Vyvinutd a validovand metoda byla néasledné pouzita

k stanoveni chinolonti v realnych vzorcich.

Cil prace

Cilem ptedkladané prace bylo vyvinout SPE a HPLC metodu vhodnou pro stanoveni
osmi chinolonti pfitomnych v prase¢i plasmé, pouzivanych ve veterinarni praxi
a kontrolovanych Regulacni komisi Evropské unie. Nasledn¢ vyvinutou metodu
validovat podle smérmic FDA pro validaci bioanalytickych metod. Vyvinutou
avalidovanou metodu aplikovat na stanoveni enrofloxacinu a jeho majoritniho

metabolitu ciprofloxacinu v realnych vzorcich prase¢i plasmy.

Komentar a diskuze k vysledkiim

Po ptedchozi pfedbéZzné studii byly v ramci vyvoje SPE metody porovnavany tfi druhy
polymernich sorbentii s cilem dosahnout co nejlepsi vytéZznosti spojené s vysokou
Cistotou vzorku, klicovou pro dosazeni nizkych detekénich limith. VSechny tii typy
sorbentll poskytovaly s vyjimkou danofloxacinu a enrofloxacinu vice jak 90%
vytéznosti. Nejlepsi vytéznost i RSD hodnoty byly dosazeny na naplni Strata X, jez byla
proto vybrdana do dalSich studii. Nicméné jelikoZ dosaZeny stupenn Cistoty nebyl

dostacujici, byl vyvinut a zatfazen jesté jeden Cistici (promyvaci) krok.

Pti vyvoji chromatografické separace byla vyvinuta gradientova eluce. Pro kvantifikaci
byla pouzita metoda vnitiniho standardu. Nasledné byla provedena validace metody,
véetn¢ stability pii 4 °C a freeze—thaws stability. Byly pouzity dva zptsoby detekce:
UV, respektive DAD, vyhodnoceny ve dvou vinovych délkach a MS s elektrosprejovou
ionizaci, pracujici v SIM moédu. Jak lze predpokladat, dosazené detekéni i1 kvantifikacni

limity byly pfi pouziti hmotnostni detekce fadové niZsi.

Jak bylo jiz zminovano, metoda byla nasledné pouzita ke stanoveni chinolonti v osmi
realnych vzorcich. Vzorky byly sbirdny od zvifat, které byly léceny enrofloxacinem.
Vysledky tykajici se koncentrace enroflaxacinu ziskané UV a MS detekci byly

srovnatelné. Znatelny rozdil byl zaznamenan pii stanoveni majoritniho metabolitu
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ciprofloxacinu, kde citlivost UV detektoru nebyla pro velmi nizké koncentrace

dostatecéna.

Vysledkem této studie je validovana SPE a HPLC metoda, vhodna pro stanoveni
plasmatickych Kkoncentraci osmi chinolonii pouZivanych ve veterinarni praxi.
Prace prinasi také srovnani UV a MS detekce. Prinos této prace lze shrnout
do dvou bodi. Prvnim znich je moZnost stanoveni v plasmé. JelikoZ nejsou
stanoveny Zadné limity pro obsah chinoloni v plasmé ¢i krvi, nejsou metody
pro stanoveni v télnich tekutinach, na rozdil od metod pro stanoveni v Zivo¢iSnych
produktech, obvyklé. Nicméné, je velmi dilezité mit takové metody k dispozici.
Na jejich podkladé lze totiz odhadnout koncentraci chemoterapeutika v mase,
ktera je jiz autoritou regulovana, piipadné odhadnout ¢as nutny k eliminaci
chemoterapeutika, s cilem vyrobit nezavadny produkt. Druhy piinos metody
spofiva v moZnosti kvantifikace ciprofloxacinu, majoritniho metabolitu
enrofloxacinu. Ciprofloxacin neni mozné metodou UV kvantifikovat, pri¢emz
limity proobsah enrofloxacinu zahrnuji sumu obsahi enrofloxacinu

s ciprofloxacinem.
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4.3. Using of HPLC coupled with coulometric
detector for the determination of biotin
in pharmaceuticals
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Abstract

The method for the determination of biotin by high performance liquid chromatography (HPLC) coupled with coulometric detector is presented
here. Chromatographic and detection conditions were tested. A LiChrospher 60RP-select B column (250 mm x 4 mm; 5 pm) and the mobile phase
containing 0.24 mol/L aqueous solution of acetic acid and acetonitrile in the ratio 85:15 (v/v) were found as the most suitable. The flow rate was
| mL/min and the injected volume of the sample was 20 pL. The hydrodynamic voltammogram of biotin was measured and according to obtained
data the detection parameters were set — channel I 600mV, channel I 900 mV, sensitivity 1 wA. The developed method has been validated. The
calibration curve is linear in the range 15-3600 ng/mL, correlation coefficient is 0.9998, limits of detection and quantification are 5 and 15 ng/mL,
respectively. Recovery of the spiked samples was 98.67% with R.5.D. 0.255% on average. The developed method has been successfully applied

for determination of biotin in pharmaceutical preparations.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Biotin, Coulometry; Electrochemical detection; HPLC: Pharmaceutical preparations

1. Introduction

In the last approximately 30 years, the connection of high
performance liquid chromatography and electrochemical detec-
tion (HPLC-ED}) has seen many improvements. Even though
questions of HPLC detectors have been widely discussed and
developed, electrochemical detection still has some interest-
ing advantages over other detectors used with HPLC. One
of the biggest advantages of electrochemical detection is its
high selectivity. This is caused by the property of an elec-
trochemical detector to respond only to substances showing
electrochemical activity. Seeing that many substances do not
readily react electrochemically, the electrochemical detector is

* Corresponding author. Tel.: +420 495 067 446; fax: +420 495 067 167.
E-mail address: radim.kucera@ faf.cuni.cz (R. Kutera).

0731-7085/% — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.10164.jpba.2007.08.010

employed to advantage when a complex matrix is analyzed. Fur-
thermore, electrochemically active compounds can be detected
with much higher sensitivity. Coulometry, a specialized form
of amperometry, based on an electrochemical principle, uses
measuring of total current as a function of time — that is,
the charge needed to the total chemical change of an analyte
measured in coulombs [1]. Many applications of the utiliza-
tion of coulometric detection have been described: application
in analytical food chemistry [2,3], determination of antioxi-
dants [4], determination of biogenic amines [5,6]. In addilion,
owing to the simple instrumentation the determination of bio-
genic amines was also carried out in vive [7]. A coulometric
detector has also been used for determination of illicit drugs
[8] and enantioseparations [9]. For its superior selectivity and
sensitivity, this technique is usually chosen when compounds
of interest are present only at trace concentrations in compar-
ison with other sample components. This is also the case in
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Fig. 1. Structural formula of biotin {a) and its UV-spectrum (b).

the determination of biotin in pharmaceuticals described in this
paper.

Biotin (Fig. 1a) 5-[(3aS.45.6aR)-2-oxohexahydrothieno[3.4-
dlimidazol-4-yl]pentanoic acid, also known as vitamin H or Bg,
is a water-soluble vitamin belonging to the B-complex. Itacts as
a colactor responsible for the carbon dioxide transfer in several
carboxylase enzymes. It is involved in the biosynthesis of fatty
acids, gluconeogenesis, energy production, the metabolism of
the branched-chain amino acids and the de nove synthesis of
purine nucleotides. Recent research indicates that biotin plays a
role in gene expression and that it may also act in DNA replica-
tion. A sufficient intake is necessary for healthy hair, skin, sweal
elands, nerve tissue, bone marrow and italso assists with muscle
pain [10,11].

The analytical techniques for biolin determination can be
divided into four main categories:

(1) Microbiological methods, based on growth of microorgan-
isms in presence of biolin, are very sensitive but they lack
specificity and they are very lime-consuming [12].
Biological techniques are based on the animal development
curve. These are used mainly for the determination of biotin
in food [12].

(3) Binding assays make use of formation of a specific avidin
(or streplavidin)=biotin complex [12].

(4) The last group of methods includes all physicochem-
ical methods such as spectrophotometry, polarography,
thin layer chromatography, gas chromatography, high
performance liquid chromatography and capillary zone
electrophoresis [12,13].

(2

HPLC was coupled with UV/VIS [14—17], fluorescence [12]
or MS detection [18,19]. There have also been some experi-
ments employing electrochemical detectors. The amperometric
detection ol biotin was published in 1986 bul the detection limit
was very similar to limils usually reached with UV detection
[20]. A voltammetric detector was also tested for determination
of biotin; the experiment was based on avidin—biolin inleraction
[21]. A coulometric detection was used for determination of two
B-group vitamins (pyridoxine and cyanocobalamin) [22].

In our paper, a very sensitive and advantageous analylical
method for determination of biotin in pharmaceutical prepa-
rations using HPLC coupled with a coulometric detector is

described. The defined daily dose of biotin is about 30 pg/day,
and thus its content is proportional in pharmaceuticals unlike
the amount of other water-soluble vitamins (e.g. vitamin C), in
which the content is much higher. This fact together with its non-
specilic UV-spectrum — maximum at 190nm (Fig. 1b) causes
problems when UV/VIS detection for determination of biotin is
used. Therefore, the employment of the coulometric detector is
more than suitable. A procedure for extraction of biotin from the
pharmaceuticals has been developed, conditions for chromatog-
raphy with regard to usage of coulometric detection have been
optimized and the method has been validated. This developed
method was consequently applied (o determine the amount of
biotin in some pharmaceuticals available on the Czech market.

2. Experimental
2.1. Reagents

All reagents were of analytical or gradient grade. Water was
purified in a Milli-Q system (Millipore). Acetonitrile. methanol,
propan-2-ol, formic acid and phosphoric acid were supplied by
Sigma-Aldrich. Citric acid, acetic acid, potassium phosphate
monobasic anhydrous and potassium phosphate dibasic anhy-
drous were obtained from Fluka. Sodium acetate trihydrate was
supplied by Lach-Ner. Biotin and placebo were oblained from
Zenliva, a.s. Prague, Czech Republic.

2.2. Materials

Pharmaceuticals or dietary supplements, which were inves-
tigated during the experiment, are commercially available in
pharmacics in the Czech Republic.

2.3. Instrumentation

Analyses were performed using an Esa Solvent Delivery
System (model 582) coupled with Coulochem® TII, Esa Inc.
(model 501 1A High Sensitivity Analytical Cell) working in an
oxidation mode. Column temperature was set o 35 °C. Chro-
matographic software CSW 1.7 was used for data collection
and processing. The following chromatographic columns were
used — Zorbax SB-Ag 150mm x 4.6 mm 3.5 pm (Agilent);
Symmetry CI18 150mm x 3.9mm 5 pum (Waters) Pathfinder
150 mm x 4.6 mm 3.5 pm (Shimadzu); BDS HYPERSIL C138
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100mm x 4.6 mm 3 pum (Thermo) and LiChrospher 60RP-

select B 250mm x 4 mm 5 pm (Merck).
2.4. Preparation of mobile phases and extraction buffer

Various mobile phases were tested during searching for the
oplimal separation and detection conditions. In general, aqueous
and organic parts were prepared separately and mixed together
in the desired ratio. Acetonitrile and methanol were used as
organic solvents. The following aqueous solutions were used
(in parentheses there is a way of its preparation): phosphate
bulfer 0.05mol/L (3.40 g of potassium phosphate monobasic
anhydrous were dissolved in 500 mL of water and then pH was
adjusted with phosphoric acid to 3.0; for testing of robustness
pH was also adjusted o 2.6 and 3.2), acetate buller 0.05 mol/L
(5.64 g of sodium acetate trihydrate were dissolved in 500 mL of
water and then pH was adjusted with formic acid to 3.0), solu-
tion of acetic acid 0.24 mol/L pH 3 (7.0 mL ol 98% acelic acid
were diluted to 500 mL with water), solution of phosphoric acid
0.003 mol/L pH 3 (0.09 mL was diluted to 500 mL with water),
solution of citric acid 0.001 mol/L pH 3 (0.096 g was dissolved
in 500 mL of water) and solution of formic acid 0.0015 mol/L pH
3(0.03 mL was diluted to 500 mL with water). All aqueous parts
were filtered through a 0.22 pm filter before being mixed with
an organic part. The following mobile phase was chosen as the
most convenient for a determination of biotin in pharmaceuti-
cals: 0.24 mol/L. aqueous solution of acetic acid and acetonitrile
in the ratio 85:15 (v/v) (7.0 mL of 98% acetic acid were diluted to
S00mL with water, 75 mL of acetonitrile were putinto a 500 mL
volumetric flask and it was filled up to the mark with acetic acid
solution). The low rate of the mobile phase 1 mL/min was con-
stant during all analyses. The extraction buffer was prepared by
dissolving 1.74 g of potassium phosphate dibasic in 100 mL of
water and adjusting pH to 8.0 with phosphoric acid [21]. The
use of this buffer was found as suitable because this buffer did
not influence coulometric detection.

2.5. Preparation of stock solution, standard solution and
solutions for linearity

Stock solution of biotin was prepared in the concentration of
600 pg/mL. The exactly weighed quantity ol the compound was
dissolved in water. Standard solution was prepared by diluting
the stock solution with water to the concentration of 2 pg/mL.
Linearity solutions were prepared in the following 12 concentra-
tion levels of 15, 30, 50, 100, 200, 400, 600, 1200, 1800, 2400,
3000 and 3600 ng/mL by diluting the stock solution with walter.

2.6. Preparation of samples

Fortified samples for accuracy and precision evaluation were
prepared as [ollows. Placebo was spiked with the stock solution
o the absolute concentration ol 2 wg/mL. this was considered
to be 100% of the average content of biotin in tablets. Samples
with an 80% and a 120% content of biotin were also prepared:
80% (1.6 pg/mL), 100% (2 pg/mL) and 120% (2.4 pg/mL).
These fortified samples and real samples underwent the fol-
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Fig. 2. The hydrodynamic voltammogram of biotin. Mobile phase:
acetonitrile—0.24 mol/L acetic acid 15:85 (v/v), low rate: 1 mL/min, guard cell
1000 mV, channel 1 0 mV, channel II from 100 to 900 mV, sensitivity 5 pA.

lowing procedure. Tablets were powdered and an appropriate
amount corresponding to 150 g of biotin in the sample (approx-
imately 0.4 g) were weighed into a volumetric flask. Then 1 mL
of acetonitrile and 10 mL of extraction buffer were added and
the sample was placed into an ultrasonic bath for 15 min. After
sonication the samples were centrifuged at 3600 rpm for 5 min.
Then 1 mL of supernatant was diluted with water to 10mL.
All solutions were filtered through a 0.22 pm filter before the
injection to the HPLC. The injected volume of all samples
was 20 pL.

2.7. Conditions of coulometric detection

The following potentials were set for testing of separation
conditions: guard cell 1000 mV, channel T 400mV, channel 11
750 mV, sensitivity 1 wA. The hydrodynamic voltammogram
of biotin was measured under the following polentials set (o
the cells: guard cell 1000 mV, channel I OmV, channel II from
100 to 900 mV, sensitivity 5 pA. Validation of the method and
determination of biotin in real samples was performed under the
following detection conditions: guard cell 1000 mV, channel 1
600 mV, channel II 900 mV, sensitivity 1 pA.

3. Results and discussion
3.1. Chromatography and coulometric detection

The optimization procedure was performed with regard
to the best possible separation as well as detection of biotin
among other water-soluble vitamins commonly present in
multivitamin preparations. The experiment started with Waters
Symmetry CI8 column. The mobile phase contained phos-
phate buffer and acetonitrile. The percentage of acetonitrile
decreased from 25% to 10%. but the separation was either
unsatisfactory or the retention times were too long. The
next tested column was Agilent Zorbax SB-Agq. Binary and
also ternary mobile phases were lested. Binary phases were
composed ol phosphate bulfer and acetonitrile (from 6% Lo
15%}). Ternary mobile phases contained methanol (methanol:
acetonitrile:phosphate  buffer—26:104:870) or propan-2-ol
(propan-2-ol:acetonitrile:phosphate  buffer—48:95:857  or
48:124:828). All mentioned ratios were v/v/v. None of the used
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1.00 Table 2a
Linearity parameters in the whole concentration range
Linearity parameter Biotin
0.75 Concentration range (ng/mL) 15-3600
£ Regression line y=11.380x+25.104
[=}
@ Slope (k) 11.380£0.071
~ .
< 9 IIIEEF'CEP[ (q) 25104 £11.711
E Residual sum of squares (s) 29.991
9 0.507 3 Correlation coefficient (£) 0.9998
= Limit of detection (ng/mL) 5
L3 Limit of quantification (ng/mL) 15
g
> 0251 2
Table 2b
1 Linearity parameters of curve of the working range
Linearity parameter Biotin
0.00 N
Concentration range (ng/mL) 15400
+ T T Regression line y=12.956x+5.974
0 5 10 Slope (k) 12956+ 0.188
) 5 Intercept {g) 159744+ 3.549
Time [min]
[min] Residual sum of squares () 6.189
Fig. 3. Chromatograms: placebo (1), standard of biotin (2), sample of Phar- Correlation coefficient (r) 0.9996
maceutical 3 (3). Column: LiChrospher 60RP-select B 250 mm x 4 mm 5 pm
(Merck), mobile phase: acetonitrile—0.24 mol/L acefic acid 15:85 (v/v), flow
rate: 1 mL/min, injected volume: 20 pL, guard cell: 1000 mV, channel I: 600 mV, Table 3a
channel II: 900 mV, sensitivity: 1 pA. Accuracy and precision data
Sample % Recavery (%) S.D. R.S.D. (%)
S . . T Spiked placebo 80 97.1 5.436 0.376
combinations provided satisfactory results. Similar results were piedp 100 084 2535 0.192
also obtained on BDS HYPERSIL C18. The fourth employed 120 100.5 4.431 0.197

column was Pathfinder, but the retention was too strong on this
sorbent, even with 40% of acetonitrile in the mobile phase.
A higher percentage of an organic solvent is not suitable for
coulometric detection. The last tested column was LiChrospher
60RP-select B. Tts combination with the mobile phase contain-
ing phosphate buffer and acetonitrile in the ratio 87:13 (v/v),
proved to be the best. When the separation conditions were
optimized, robustness was tested. Percentage of acetonitrile
(9%, 11% and 15%) and pH of phosphate buffer (2.6 and 3.2)
were lested. The results are tabled (Table 1). From these results,
it is obvious that the percenlage ol acetonitrile has a much
higher impact on retention time of biotin than pH of the aqueous
part.

Table 1

Influence of changes in composition of the mobile phase (the percentage of
acetonitrile and pH of phosphate buffer) on retention time of biotin, tailing
factor and theoretical plate number (V)

Conditions RT of biotin (min) ~ Tailing factor N

Percentage of acetonitrile

13% (standard condition) 11.2 1.172 9.954
9% 23.0 1.155 10,652
11% 15.8 1.175 10,204
15% 7.0 1.108 9411
pH of phosphate buffer
3.0 (standard condition) 11.22 1.172 9.954
2.6 11.23 1.119 10,135
32 11.21 1.141 6,844

As has already been mentioned, the composition of the
mobile phase influences not only separation but in case of
electrochemical detector also the sensitivity of detection. With
regard to this fact, various aqueous solutions were tested but pH
(3.0) and the percentage ol acetonitrile (13%) were kept con-
stant o preserve separation already developed. Excepl for the
phosphate buffer used in separation experiments, the follow-
ing aqueous solutions were tested to optimize the sensitivity of
the assay: acetate buffer, acetic acid solution, phosphoric acid
solution, citric acid solution and formic acid solution. The most
sensitive detection was observed using acetic acid solution. The
change of the aqueous part shifted the retention time of biotin
a little. Therefore, the percentage of acetonitrile was increased
to 15%. The separation of biotin from the other vitamins pos-
sibly present in multivitamin preparations was not influenced.
Under the chosen conditions other B-group vitamins had. due
to their positive charge, much shorter retention times than biotin
thus the determination of biotin was not interfered with. The
only exception was folic acid (possessing negative charge) but

Table 3b

Inter-day precision data

Pharmaceutical 1 Day 1 Day 2
Obtained amount (%) 91.16 92.84
S.D. 1.190

R.5.D. (%) 1.294
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Table 4

Quantification of biotin in pharmaceuticals

Sample Declared amount Determined amount Obtained amount (%) S.D. R.S5.D. (%)
Pharmaceutical 1 300 pg/tbl 273.48 pg/tbl 9l.16 0432 0.474
Pharmaceutical 2 75 pgftbl 73.49 pg/tbl 97.72 0.391 0.400
Pharmaceutical 3 150 pg/tbl 146.66 pg/thl 98.04 0.373 0.381
Pharmaceutical 4 322 neglg 335.52 pgle 103.90 0.426 0.410

its electrochemical properties (high oxidation rate at 600 mV)
provided its oxidation at the first channel and thereby its signal
was eliminated at the second channel.

‘When having these conditions developed. the hydrodynamic
voltammogram was measured to acquire working potentials of
the detection cells for the best possible sensitivity of the method.
The hydrodynamic voltammogram was measured from 100 to
900mV set to the channel IT (see Fig. 2). Even though the maxi-
mum of the voltammogram was not reached, the experiment was
finished, because long duration measuring above 900 mV, which
would be necessary for a validation, is not recommended on this
instrument. Seeing the behaviour of the hydrodynamic voltam-
mogram the following potentials were set on coulometric cells:
guard cell 1000 mV — the highest possible polential to eliminate
oxidizable compounds present in the mobile phase, channel 1
600mV — the highest possible polential o eliminate oxidizable
impurities in a sample bul not so high (o oxidize biotin yel,
channel IT 900 mV — the potential suitable to oxidation of biotin.
Fig. 3 shows coulometric chromatograms measured under the
optimal conditions.

3.2, Validation

Linearity, accuracy, precision and robustness were lested as
validation parameters. The calibration curve was constructed by
quadruple injection of 12 concentration levels of linearity solu-
tions. Table 2a summarizes linearity parameters in the whole
concentration range such as equation of regression line, slope,
intercept, residual sum of squares, correlation coefficient, limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ). The LOD
and LOQ were calculated as three and ten times a signal-lo-noise
ratio, respectively. Table 2b shows linearity parameters of the
curve of the working range from 15 to 400 ng/mL. Sensitivity of
200 nA was adjusted for trying to reach a lower detection limit.
Setting this sensitivity LOD of 0.25 ng/mL was reached. Accu-
racy was measured at three concentration levels (80%, 100%
and 120%) of spiked placebo samples. Every concentration level
was made in triplicale and every sample was injecled three times.
Using these samples, precision was tested too. Tahle 3a presents
accuracy and precision results. Precision was also proved on
real samples of Pharmaceutical 1. Inter-day precision data was
measured also using Pharmaceutical 1 and the obtained data is
tabled in Table 3b. Six samples of Pharmaceutical | were pre-
pared and each was injected in (riplicate (Table 4). Robustness
was tested during optimization of separation, see Section 3.1 and
Table 1.

3.3. Quantification of biotin in pharmaceutical
Jormulations

The proposed and validated method was applied to deter-
mine biotin in pharmaceutical preparations. Two samples of each
preparation were prepared and injected in triplicate. The results
are summarized in Table 4. As has been mentioned above, Phar-
maceutical | was also used to prove the precision. The obtained
results agree with the labeled amounts of biotin in particular
pharmaceutical preparations (Pharmaceutical 1 might be men-
tioned like the only exception, tablets contained only 91.2% of
declared amount). No interferences were found during analyses
of the pharmaceutical preparations. The results demonstrate the
ability of the proposed method for quantitative determination of
biolin in pharmaceuticals and dietary supplements.

4. Conclusion

A novel method for the determination of biotin using HPLC
coupled with a coulometric detector has been described in this
article. Such a type of detection had not been reported previ-
ously for the determination of biotin. The chromatographic and
detection conditions have been optimized for this purpose. The
developed method has been validated and very good linearity.
sensilivily, accuracy, precision and selectivity have been proven.
The validated method has been applied for determination of
biotin in pharmaceutical preparations.

Using this presented method much lower detection and
quantification limits were reached in comparison to previously
developed methods using UV and amperometric detection.
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Komentar k ¢lanku

Tato prace je zméfena na vyvoj a validaci analytické metody pro stanoveni biotinu
Vv I€kovych ptipravcich s vyuzitim kapalinové chromatografie spojené s coulometrickym
detektorem. Vyvinutd a validovana metoda byla nasledn¢ pouzita pro stanoveni biotinu

ve vybranych pfipravcich dostupnych na ¢eském trhu.

Cil prace

Cilem této prace bylo vyvinout vhodné chromatografické podminky pro separaci
biotinu v pfitomnosti ostatnich vitamind, které mohou byt obsazeny ve vitaminovych
ptipravcich a doplncich stravy. Soucasné s chromatografickymi podminkami vyvinout
optimalni podminky pro elektrochemickou detekci, a to jak slozeni mobilni faze tak
hodnoty potencidlli na jednotlivych celach. Nasledné vyvinutou metodu validovat,
a kone¢né vyvinutou a validovanou metodu aplikovat na stanoveni biotinu v 1ékovych

ptipravcich dostupnych na ¢eském trhu.

Komentar a diskuze k vysledkiim

JelikoZ byla vybrdna instrumentace s coulochemickym detektorem, procedura
optimalizace podminek nezahrnovala pouze volbu stacionarni a mobilni faze, ale bylo
také nutné vybrat vhodné podminky pro coulometrickou detekci. I vybér mobilni faze se
musel podfidit tomuto zplsobu detekce. JelikoZ sloZzeni mobilni faze ovliviiuje vedle
separace také citlivost, byly zkouSeny riizné vodné roztoky jako sloZky potencialni
mobilni faze. KdyZ byly zvoleny optimalni chromatografické podminky, byl naméten
tzv. hydrodynamicky voltamogram, ktery poskytuje informace o elektrochemickém
chovani dané latky. Podle vysledkli tohoto meéfeni byly nastaveny potencidly
na jednotlivych coulometrickych celach. Také bylo nutné zvolit vhodnou pracovni
citlivost detektoru. Nasledné byla metoda validovana, ¢imz byla prokazana jeji linearita,
selektivita, velmi dobré piesnost a spravnost. Validovana metoda byla poté aplikovana
na stanoveni obsahu biotinu ve Ctyfech vybranych pfipravcich obsahujici biotin.
Pro extrakci biotinu z matrice tablety, pfipadné z tabletoviny, byla pouzita metoda
s fosfatovym pufrem pH 8. Jeho pouziti bylo vhodné jak pro svou vysokou extrakéni

ucinnost tak pro svou inertnost vii¢i coulometrickému stanoveni.
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Vysledkem této publikované prace je citliva analytickd metoda pro stanoveni
biotinu v 1ékovych piipravcich, vyuZivajici kapalinovou chromatografii sprazenou
s coulometrickym detektorem. Definovana denni davka biotinu je pribliZzné pouze
30 pg/den. Této nizké davce je prizpusoben i jeho obsah v lékovych pFipravcich.
Na rozdil od ostatnich ve vodé rozpustnych vitamini, napf¥. vitaminu C, je obsah
biotinu v pripravcich ¥Fadové nizS§i. To spolu s nespecifickym UV spektrem
S jedinym maximem okolo 190 nm zpusobuje potiZze pi¥i jeho stanovovani UV
detekci. JelikoZ je ale molekula biotinu elektrochemicky aktivni a relativné snadno
podléha oxidaci, pouZitim coulometrického detektoru bylo dosaZeno mnohem

nizSiho detek¢éniho a kvantifikaéniho limitu.
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Tato disertacni prace je zaméfena do oblasti analytického hodnoceni biologicky
aktivnich latek s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie s diirazem

na selektivni a citlivou detekci pomoci hmotnostniho a coulometrického detektoru.

V teoretické ¢asti disertacni prace je nejvétsi pozornost vénovana vyznamu a postaveni
hmotnostni spektrometrie jako moderni analytické metody detekce. Dale je v teoretické
Casti piedlozen ptehled a aplikace elektrochemickych analytickych metod, s dirazem

na coulometricka méteni v pratokovych systémech.

Vysledky experimentalni prace jsou shrnuty a presentovany formou tii praci

publikovanych ve védeckych impaktovanych cCasopisech.

Ptehled dosazenych vysledku:

e Prvni publikovany ¢lanek se zabyva srovnanim ¢étyF chromatografickych
kolon pro jejich pouziti v bioanalytickych aplikacich. V dnesni dobé je na trhu
k dispozici velké mnozstvi chromatografickych kolon s riznymi sorbenty. Pro naSe
testovani byly vybrany dvé monolitické a dvé napliiové chromatografické kolony
s relativn€ novymi sorbenty. Pro méteni byly pouZity redlné smési biologicky aktivnich
latek. Kazda ze smési obsahovala parentni G¢innou latku, jeji pfirozené metabolity
a vhodny vnitini standard. Na zékladé chromatografickych parametrii (retenéni cas,
pocet teoretickych pater respektive vyskovy ekvivalent teoretického patra, rozliSeni
a symetrie piku) byly pro kazdou skupinu latek zvoleny nejleps$i chromatografické
podminky. Bylo také popsano chovani analytti s rozlicnou chemickou strukturou
na sorbentech s riznymi navazanymi fetézci, vCetné srovnani s deklaracemi vyrobci
0 jednotlivych kolondch. Pfinos nasi prdce mimo jiné spocival v testovani kolon
na smésich piibuznych latek, 1é¢ivo sredlnymi metabolity, ¢imz byla otestovana

i selektivita jednotlivych kolon, coz nebyva pravidlem pii prezentaci vlastnosti kolon.

e Vysledkem druhé publikace je rychla a citliva validovana SPE a HPLC
metoda pro analytické stanoveni plasmatickych koncentraci osmi chinoloni
pouzivanych ve veterinarni praxi. Vyvinutd a validovana metoda byla nésledné
pouzita k stanoveni chinolonl v redlnych vzorcich. Chinolony, stejn€ jako néktera dalsi
chemoterapeutika ¢i antibiotika, se ve veterindrni praxi nepouzivaji pouze k lécbé

konkrétnich onemocnéni, ale také k profylaktické terapii. Rezidua téchto latek se mohou
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nasledné¢ vyskytovat v produktech ziskanych z oSetfovanych zvitat a zpusobovat tak
alergické reakce ¢i bakteridlni rezistenci. Pfinosem této prace je mimo jiné moznost
detekce ciprofloxacinu, majoritniho metabolitu enrofloxacinu, ktery se k terapii rutinné
pouziva. Obvyklé UV metody nebyly pro stanoveni ciprofloxacinu dostatecné citlivé.

Pouziti hmotnostni spektrometrie tento problém vyftesilo.

o Tieti ¢lanek predklada citlivou analytickou metodu pro stanoveni biotinu
v lékovych pripravecich, vyuZivajici kapalinovou chromatografii spojenou
S coulometrickym detektorem. Vyvinutd a validovand metoda byla néasledné pouzita
pro stanoveni biotinu ve vybranych piipravcich. Biotin je ve vodé¢ rozpustny vitamin,
patiici do skupiny vitamini B. Ufastni se mnoha biochemickych procesi a jeho
dostateény pfijem je dulezity pro dobie fungujici nervovou tkan, potni zlazy
a pro zdravé vlasy, nehty, kiiZzi. Jeho definovana denni davka je pouze 30 pg/den a této
nizké davce je ptizpusoben i jeho obsah v Iékovych piipravcich. Nespecifické UV
spektrum a jeho nizky obsah v ptipravcich zpusobuje potize pfi jeho stanovovani UV
detekci. Diky coulometrické detekci, jejiz pouziti umoznila elektrochemicka aktivita
biotinu, bylo dosazeno mnohem nizS§iho detekéniho a kvantifikaéniho limitu

| v pfitomnosti ostatnich vitamind.
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This dissertation thesis is focused on the analytical evaluation of biologically active
compounds with the aid of High Performance Liquid Chromatography, especially

with selective and sensitive detection performed by mass and coulometric detector.

e In the theoretical part of this dissertation thesis, there is attention paid
to the importance and status of mass spectrometry as a tool of the modern analytical
method of the detection. In this dissertation thesis, there is also a view
of electrochemical methods and applications, focusing on coulometric measurements

in flow systems.

The results of the experimental work have been compiled and presented in three
articles published in scientific impact journals.

The list of reached results is following:

e The first article deals with a comparison of four chromatographic columns
for their use in bioanalytical studies. Numerous HPLC columns with different bonded
stationary phases are nowadays available, and producers continue to expand the range
of columns they offer. Four real mixtures of biologically active compounds were used
for the testing. Every mixture contained a parent active compound, its real metabolites
and proper internal standard. Measurements were performed on two monolithic and two
particle-packed columns with quite new stationary phases. On the basis
of chromatographic parameters (retention time, theoretical plate number, height
equivalent of theoretical plate (respectively), peak resolution and peak symmetry)
the best chromatographic conditions were chosen for each group of compounds.
The behaviour of the compounds with a different chemical structure, on sorbents
with various bonded chains was also described. The main benefit of our work was that
column properties were studied on the mixtures of related compounds - a drug with its
real metabolites - which is not usual when properties of columns are presented. Hence,

the selectivity of the columns was also tested.

e The result of the second paper is a fast and sensitive validated SPE
and HPLC method for analytical determination of plasmatic concentrations
of eight quinolones used in veterinary practise. This developed and validated method
has been consequently used for the determination of quinolones in real samples.
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Quinolones, as well as some other chemotherapeutics or antibiotics, are normally used
not only to treat diseases but also in the prophylactic treatment in the veterinary field.
The residues of the compounds are accumulated in animal tissue after administration
to livestock. Nevertheless, very low concentrations might be dangerous not only
for an individual but also for a big population. Individually, these substances may
provoke an allergic hypersensitive reaction. The promotion of bacteria resistance is
the next important impact for mankind. This work has enabled the determination
of ciprofloxacin, the major metabolite of enrofloxacin, which is routinely used
in therapy. Commonly used UV techniques were not sensitive enough for its
determination. This problem has been solved by the use of mass spectrometry.

e The third scientific article shows a sensitive analytical method
for the determination of biotin in pharmaceutical preparations using high
performance liquid chromatography coupled witha coulometric detector.
The developed and validated method was then  successfully applied
for the determination of biotin in chosen pharmaceutical preparations. Biotin is a water-
soluble vitamin belonging to the B-complex. It is involved in many biochemical
processes and a sufficient intake is necessary for healthy nerve tissue, sweat glands, hair
and skin. The defined daily dose of biotin is about 30 pg/day, and thus its content is
proportional in pharmaceuticals unlike the amount of other water-soluble vitamins
(e.g. vitamin C), in which the content is much higher. This fact together with its
nonspecific ~ UV-spectrum  causes  problems  when  UV/VIS  detection
for the determination of biotin is used. Due to the coulometric detection, which was
established thanks to electrochemical activity of biotin, much lower detection

and quantification limits were reached also in the presence of other vitamins.
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