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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Optimalizace vybranych parametri CE-MS metody pro
analyzu dopliikl stravy s obsahem boswellovych kyselin

Cilem této prace bylo optimalizovat vybrané parametry existujici CE-MS metody pro
analyzu boswellovych kyselin, hlavnich biologicky aktivnhich obsahovych latek rostlin
rodu Boswellia. Boswellové kyseliny, resp. extrakt z Boswellia serrata je oblibenym
|éCivem rostlinného pavodu s protizanétlivym a antirevmatickym ucinkem, vyskytujici
se na Ceském trhu v podobé doplfikl stravy, pro které je metoda vyvijena. Metoda dale
cili na pritomnost latek ze skupiny nesteroidnich antiflogistik (NSAID), jakozto
potencialnich adulterantd téchto doplhkd stravy, jelikoz se svym terapeutickym
ucinkem prekryvaji s boswellovymi kyselinami. Separace probihala v zakladnim
elektrolytu o sloZeni 40 mmol/L octan amonny (pH 8.5), methanol a acetonitril (5:1:4,
v/vlv). Kapilarni elektroforéza byla spojena s MS pomoci rozhrani s pfidavnou
kapalinou. Hmotnostni spektrometr byl vybaven iontovym zdrojem Agilent JetStream
a trojitym kvadrupodlem pro cilenou analyzu v médu ,selected reaction monitoring*
(SRM).

V této diplomové praci bylo optimalizovano nastaveni parametr( iontového zdroje za
pomoci planovani experimentd (DoE). DoE probéhl ve dvou fazich. Screening byl
proveden pomoci frakéniho faktorialniho designu, béhem kterého byly vybrany 4
parametry (napéti na ESI kapilafe, napéti na trysce /nozzle voltage/, napéti na
vysokotlaké a nizkotlaké nalevce), které mély nejsignifikantné&jSi vliv na ionizaci
analytl, jejichz nastaveni bylo dale optimalizovano pomoci centralniho kompozitniho
designu. V dalSim kroku byly porovnany dva postupy pro extrakci boswellovych kyselin
z doplikd stravy. Nasledné byly provedeny experimenty, jez mély za cil studovat vliv
dalSich faktor( ovliviiujicich opakovatelnost a citlivost metody s cilem dosahnout co
Optimalizovano bylo slozeni pfidavné kapaliny, jeji prutok, nebulizacni tlak, doba a
zpusob nastfiku vzorku. Finalni metodou byly analyzovany vybrané doplrky stravy
s obsahem extraktu z Boswellia serrata. Z vyslednych SRM zaznamu byl jasné patrny
kvantitativni rozdil v zastoupeni jednotlivych boswellovych kyselin v riznych doplricich
stravy ukazujici potencial této metody pro kontrolu jakosti t&chto produktd. Zadny
z adulterantll ze skupiny NSAID, jejichz SRM prechody byly zahrnuty v CE-MS
metodé, nebyly v analyzovanych doplficich stravy identifikovany.
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The aim of this work was to optimize the selected parameters of the existing CE-MS
method for the analysis of boswellic acids, the main biologically active substances
contained in plants of the genus Boswellia. Boswellic acids, or Boswellia serrata
extract, are a popular phytomedicines with anti-inflammatory and anti-rheumatic
effects, available on the Czech market in the form of dietary supplements, for which
the method is being developed. The method also targets the presence of substances
from the group of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) as potential
adulterants of these dietary supplements, as their therapeutical activity overlaps with
boswellic acids. The separation took place in a background electrolyte with a
composition of 40 mmol/L ammonium acetate (pH 8.5), methanol, and acetonitrile
(5:1:4, viviv). Capillary electrophoresis was coupled with MS using a sheath-liquid
interface. The mass spectrometer was equipped with an Agilent JetStream ion source
and a triple quadrupole for targeted analysis in the selected reaction monitoring (SRM)
mode.

In this diploma thesis, the ion source settings were optimized by means of design-of-
experiments (DoE). DoE was performed in two phases. The screening was carried out
using fractional factorial design, during which 4 parameters that had the most
significant effect on the ionization of analytes (ESI capillary voltage, nozzle voltage,
high-pressure, and low-pressure iFunnel voltage) were selected for subsequent
optimization. Optimization was done using a central composite design. In the next step,
two procedures for the extraction of boswellic acids from dietary supplements were
compared. Subsequently, experiments were carried out to study the influence of other
factors affecting the repeatability and sensitivity of the method in order to achieve the
lowest possible values of RSD of the corrected area while maintaining or increasing
sensitivity. The composition of the sheath-liquid, its flowrate, nebulization pressure, and
time and mode of sample injection were optimized. Selected dietary supplements
containing Boswellia serrata extract were analysed using the final method. From the
resulting SRM electropherograms, a quantitative difference in the proportion of
individual boswellic acids in different dietary supplements was clearly visible, showing
the potential of this method for the quality control of these products. None of the
adulterants from the NSAID group whose SRM transitions were included in the CE-MS
method were identified in the analysed dietary supplements.
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Abecedni seznam zkratek

ACN — acetonitril

AJS — Agilent Jet Stream

AKBA — 3-0O-Acetyl-11-keto-B-boswellova kyselina
APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku
AaBA — 3-O-acetyl-a-boswellova kyselina
ABBA — 3-O-acetyl-B-boswellova kyselina

BA — boswellové kyseliny

aBA — a-boswellova kyselina

BBA — B-boswellova kyselina

BGE — zakladni elektrolyt

CE - kapilarni elektroforéza

CEC - kapilarni elektrochromatografie

CGE - kapilarni gelova elektroforéza

CIEF — kapilarni izoelektricka fokusace

CITP — kapilarni izotachoforéza

CMC — kriticka micelarni koncentrace

COX - cyklooxygenaza

CZE - kapilarni zénova elektroforéza

DoE — design experiment

DS - doplniky stravy

EMV — napéti elektronového nasobice

EOF — elektroosmoticky/endoosmoticky tok
ESI — ionizace elektrosprejem

FASS — polem zesilené zakoncentrovani vzorku
FHP — napéti na vysokotlaké iontové nalevce
FLP — napéti na nizkotlaké iontové nalevce
GC - plynova chromatografie

GF — pratok susSiciho plynu

GT — teplota suSiciho plynu

HRMS — hmotnosti spektrometrie s vysokym rozliSenim
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IPA — isopropylalkohol (propan-2-ol)

KBA — 11-keto-B-boswellova kyselina

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
MALDI — matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
MEKC —micelarni elektrokineticka chromatografie
MeOH — methanol

MLR - vicenasobna linearni regrese

MS — hmotnosti spektrometrie

MSI — multisegmentovy nastfik vzorku

NACE - nevodna kapilarni elektroforéza

Noz — napéti na trysce

NSAID — nesteroidni antiflogistika

Ph. Eur. — Evropsky Iékopis

PVDF — polyvinylidenfluorid

Q-TOF — analyzator doby letu propojeny s kvadrupolovym analyzatorem
RSD - relativni smérodatna odchylka

SD — smérodatna odchylka

SFC — superkriticka fluidni chromatografie

SGF - prutok pfidavného plynu

SGT - teplota pfidavného plynu

SL — pfidavna kapalina

SRM - selektivni zaznam vybrané reakce

SV — napéti na ESI kapilare

TIC — celkovy iontovy proud

TLC — tenkovrstva chromatografie

TOF — analyzator doby letu

USP - Iékopis Spojenych stati americkych
UV-ViS — ultrafialovo-viditelnaly



1. Uvod

Kadidlo je surovina odpradavna pouzivana k nabozenskym a léebnym ucelim. V
pribéhu 20. stoleti se védecky zajem o tuto drogu soustfedil pfevazné na jeji
antiflogistické a antirevmatické ucinky. V dnesni dobé se vyzkum rozSifil o testovani
protinadorové a antimikrobialni aktivity, terapii astmatu, autoimunnich onemocnéni, ci
testovani antidiabetickych, neuro— a hepatoprotektivnich ucinkt [1] [2].

S rostouci oblibou rostlinnych doplikd stravy jakozto alternativy ke konvenénim
syntetickym IéCivim k samolécbé riznych onemocnéni je také potfebné kontrolovat
vice jejich kvalitu. Zvlasté kdyz zaroven narlsta pocet hlaSenych pfipadd adulteraci
téchto pfipravku. Rostlinné preparaty jsou zamérné pancovany z duvodu lepsiho a
okamzitého nastupu ucinku sugerovanym tvrzenimi vyrobcu [3]. K adulteracim jsou
nejCastéji pouzivana léCiva téchto skupin: inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (pouzivané
k terapii  erektilni  dysfunkce), anorektika a stimulanty, hypoglykemika,
antihypertenziva, a také steroidni a nesteroidni antiflogistika [3] [4]. Steroidni a
nesteroidni antiflogistika jsou levna a bohuzel vhodna k panCovani doplikl stravy
zamyslenych k |é€bé chronickych zanétlivych onemocnéni jako revmatoidni artritida
[5]. Mezi tyto rostlinné dopliky stravy patfi i pfipravky s obsahem extraktu z Boswellia
serrata. VySe zminéné adulteranty mohou mit ovSem i zavazné nezadouci ucinky
ohrozujici zdravi konzumentd pancCovanych pfipravkd. Je proto Zzadouci, aby
existovaly analytické metody schopné obsah potencialnich nedeklarovanych |éCiv
v téchto pfipravcich monitorovat. V literatufe byly téZ popsany pfipady, kdy pfipravky
s obsahem extraktu z Boswellia serrata neobsahovaly deklarovany obsah
boswellovych kyselin a panovalo podezfeni na panCovani jinymi druhy krom
deklarované Boswellia serrata [6]. Z tohoto duUvodu jsou potiebné také citlivé a
spolehlivé analytické metody pro stanoveni obsahu boswellovych kyselin v doplricich
stravy.
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2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace byla optimalizace nové metody pro analyzu extraktu
boswellovych kyselin v doplficich stravy za pouziti kapilarni elektroforézy
s hmotnostné spektrometrickou detekci. Cilovymi analyty bylo 6 boswellovych kyselin
a 13 léCiv ze skupiny nesteroidnich antiflogistik. Tato diplomova prace se zaméfila na
nasledujici cile:
a) Optimalizaci parametrli iontového zdroje pro zlepSeni ionizace analytl a
zvySeni citlivosti metody za pouZziti planovani experimentd (DoE).
b) Optimalizaci slozeni pfidavné kapaliny.
c) Optimalizaci davkovani vzorku a pfipadné dalSich faktor( za ucelem zvyseni
opakovatelnosti korigovanych ploch.
d) Predbézné analyzovat monokoponentni doplhky stravy s obsahem extraktu
Boswellia serrata.

11



3. Teoreticka cast

3.1. Boswellové kyseliny

Boswellové kyseliny (BA) jsou po fytochemické strance pentacyklické triterpeny
oleanového a ursanového typu. Sesti hlavnimi kyselinami jsou: a-boswellova kyselina
(aBA), B-boswellova kyselina (BBA), 3-O-acetyl-a-boswellova kyselina (AaBA), 3-O-
acetyl-B-boswellova kyselina (ABBA), 11-keto-B-boswellova kyselina (KBA) a 3-O-
acetyl-11-keto-boswellova kyselina (AKBA). Jsou soucasti kadidla — klejopryskyfice
prystici z poranénych tkani kef rodu Boswellia sp (kadidlovnik, Celed bfezulovité),
vyskytujicich se v Africe a Predni Indii. Mezi vyuzivané druhy patfi B. serrata, Roxb.
ex Colebr., B. sacra Plueck (Syn. B. carteri Birdw.), B. frereana Birdw [7]. V Evropském
Iékopisu (Ph. Eur.) je uvedena lékopisna droga Olibanum indicum [8] a v Americkém
Iékopisu (USP) jsou v €asti vénované dopliikim stravy monografie Boswellia serrata a
Boswellia serrata extract [9]. Klejopryskyfice se sklada cca z 3-8 % z tékavé silice, ze
60-70 % pryskyficného zakladu a 27-35 % gumové (ij. polysacharidoveé) casti,
skladajici se prfevazné z galaktozy, arabinézy a glukuronoveé kyseliny [2]. Konkrétni
slozeni a pomér zastoupenych slozek se liSi v zavislosti na konkrétnim druhu, misté
vyskytu a ro¢nim obdobi [1]. V kadidle se krom boswellovych kyselin vyskytuji dalSi
terpenoidy, napf. monoterpeny, diterpeny (incensol, incensol acetat), triterpeny (a-/B-
amyrin), tetracyklické triterpeny (3-oxo-tirukalova kyselina, 3-acetoxy-tirukalova
kyselina) a jiné pentacyklické triterpeny (lupeolova kyselina, acetyl-lupeolova kyselina)
[10] [1].

KBA

A .
HO™ "0 AaBA 07 “OH ABBA 07 OH  AKBA
Obrézek 1 Chemické struktury 6 hlavnich boswellovych kyselin. (nahore zleva) aBA — a-boswellova kyselina;, BA
— B-boswellova kyselina; KBA — 11-keto--boswellova kyselina; AaBA — 3-O-acetyl-a-boswellova kyselina; ABBA —
3-0O-acetyl-B-boswellova kyselina; AKBA — 3-O-acetyl-11-keto-boswellova kyselina.
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Za protizanétlivou aktivitu boswellovych kyselin zfejmé stoji vice mechanismu u&inku.
Byl pozorovan snizeny vznik reaktivnich forem kysliku a dusiku a zaroven zvyseni
aktivity antioxidaénich enzym(O jako glutathion peroxidazy, katalazy, a
superoxiddismutazy. Snizuji buné€nou signalizaci snizenim tvorby cytokinl, migraci
bunék imunitniho systému a tvorbu prozanétlivych molekul jako jsou leukotrieny
inhibici enzymu 5-lipoxygenaza a prostaglandiny inhibici enzymu mikrosomalni
prostaglandin E2-synthasy-1 [11]. Zaroven také tlumi aktivaci komplementu. Tyto a
dalSi mechanismy uc€inku se podili na komplexni antiflogistické aktivité boswellovych
kyselin [1]. Nadéjna je u boswellovych kyselin a klejopryskyficnych extraktl takeé
cytotoxicita vic¢i nadorovym burfikam, pozorovana nejen in vitro, nybrz dokonce in vivo.
Studovany byly napf. nadory prostaty, slinivky, prsou, jater, plic i moCového méchyre
znadord solidnich a leukémie a mnohoCetny myelom z nadord krevnich.
Molekularnich cild je podobné jako u antiflogistické aktivity vice. Krom zanétu, ktery
hraje v kancerogenezi velkou roli, zasahuji boswellové napfiklad do transdukce
signalu typické pro nadorové buriky a transkripénich faktort, bunééného cyklu, di
indukce apoptozy [1]. Bylo také provedeno nékolik klinickych studii zaméfenych
prevazné na nadory mozku, ve kterych boswellové kyseliny vyrazné zmensily mozkovy
edém. Dale byly provedeny Kklinické studie imunologickych patologii jako jsou
revmatoidni artritida, osteoartroza, bronchialni astma, psoriaza, roztrousena skleroza,
ulcerézni kolitida a Crohnova choroba. Studovan byl také analgeticky ucinek [1].
Z boswellovych maiji dle dostupnych poznatki nejvétsi biologickou aktivitu AKBA, KBA
a BBA[2].

Boswellové kyseliny maji velky potencial pro vyuziti v mediciné zaloZzené na dikazech
a je tedy Zadouci, aby existovaly pfesné a citlivé analytické metody pro kontrolu kvality
doplfiku stravy, jez je obsahuji. V tomto roce byl publikovan pfehledovy ¢lanek, ve
kterém jsou shrnuty dosavadni separacni metody pro analyzu boswellovych kyselin
[11]. Do souCasné doby byly vyvinuty primarné chromatografické metody analyzy
boswellovych kyselin a silice kadidla [11]. Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC) je také metodou uvedenou v Ph. Eur. a USP pro stanoveni obsahu KBA a
AKBA [8], [9]. UV detekce je vhodna pro boswellové kyseliny s keto-skupinou, ktera
ma charakter chromoforu. Pro vSechny zakladni boswellové kyseliny je ale vhodnéjsi
MS detekce, ktera je univerzalngjsi a takeé citlivéjSi. Pro svou rychlost a dostupnost
jsou vyuzivany i metody planarni chromatografie, tj. chromatografie na tenké vrstvé
(TLC) a vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie (HPTLC), jejichz nevyhodou je
ovSem nizsi selektivita. Popsany byly i metody plynové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou detekci (GC-MS), které byly pouzity zejména v archeologickém
vyzkumu. V jednom pfipadé byla popsana superkriticka fluidni chromatografie (SFC)
[11]. Z elektromigracnich metod byla k analyze boswellovych kyselin vyuzita pouze
kapilarni  elektrochromatografie (CEC) [12]. Jednim zproblém0 analyzy
pentacyklickych triterpenu je podobny az stejny pomér hmoty a naboje (m/z) u téchto
latek, coz muze Cinit potize v selektivité jak v kapilarnich elektromigraénich metodach,
tak v hmotnostni spektrometrii [13]. Pfehled zakladnich fyzikalné-chemickych
vlastnosti BA je uveden v tabulce 1.
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Isomerni struktury oBA/BBA a AaBA/ABBA maji stejnou molekulovou i
monoizotopickou hmotnost. Prosty MS detektor je tedy nedokaze rozliSit na zakladé
hmoty. Pfi MS" jsou detekovany u obou isomerl stejné produktové ionty. Tyto latky je
tedy tfeba nejprve rozdélit separaéni metodou pfedchazejici MS detekci. Rozdilné
hodnoty logP umozniuji kompletni separaci v kapalinové chromatografii na reverznich
fazich. Stejné hodnoty pKa a molekulové hmotnosti téchto isomert implikuje, ze v
kapilarnich elektromigracnich metodach budou mit velmi podobnou, ne-li stejnou
elektroforetickou pohyblivost.

Tabulka 1 Prehled vybranych fyzikalné-chemickych vlastnosti boswellovych kyselin

aBA BBA AaBA ABBA KBA AKBA
Molekulova 456,71 | 456,71 498,74 498,74 470,68 512,72
hmotnost
Monoizotopicka | 456,36 | 456,36 | 498,37 498,37 470,34 512,35
molekulova
hmotnost
pKa 4,50 4,50 4,32 4,32 4,46 4,28
+0.70 +0.70 +0.70 +0.70 +0.70 +0.70
logP 8.9 9.1 9.8 9.9 6.6 7.4
+0.4 +0.4 +0.4 +0.4 +0.4 +0.4

3.2. Nesteroidni antiflogistika

Nesteroidni antiflogistika (NSAID) jsou Siroce vyuzivana skupina IéCiv. Jejich
mechanismus ucinku je snizeni hladin mediatort zanétu — prostaglandind — inhibici
enzyml COX-1 a COX-2 (cyklooxygenaza-1 a -2) zodpovédnych za jejich syntézu.
Krom skvélého protizanétlivého a analgetického u€inku mohou mit ovSem i zavazné
nezadouci uc€inky, jako vznik nebo zhorSeni viedovych onemocnéni zaludku,
nezadouci kozni reakce, akutni €i chronické renalni insuficience, poskozeni jater,
zvyseni rizika krvaceni apod [14]. Existuje u nich také riziko Iékovych interakci. Pojem
NSAID zahrnuje strukturné rozmanitou skupinu latek. Tato prace je zaméfena na
optimalizaci metody pro nasledujici latky: diklofenak, indometacin, meloxikam,
piroxikam, karprofen, ketoprofen, ibuprofen, kyselina tiaprofenova, flurbiprofen,
kyselina niflumova, fenylbutazon, sulindak a kyselina salicylova. Struktury téchto
analytli jsou zobrazeny v kapitole 8.1.

K detekci latek ze skupiny nesteroidnich antiflogistik byly v minulosti pouzity kapilarni
elektromigracni metody, [15], [16] vCetné Kkapilarni elektroforézy spojenou
s hmotnostni detekci [17]. Ke kontrole adulterant( v tradiénich rostlinnych pfipravcich
byla v minulosti pouZita hlavné kapalinova chromatografie propojena s hmotnostni
spektrometrii  [3]. Kapilarni elektromigratni metody propojené s hmotnostni
spektrometrii byly za timto uc€elem pouzity take, ovSsem podstatné méné [3]. Adulterace
nesteroidnimi antiflogistiky byly hlageny v Cin&, Singapuru, Pakistanu, Indii a Jizni
Africe [4].
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3.3.  Principy pouzitych metod

3.3.1. Kapilarni elektromigracni metody

Kapilarni elektromigracni metody jsou metody schopné rozdélit analyty na zakladé
jejich rozdilné elektroforetické pohyblivosti v elektrickém poli. Elektroforeticka
pohyblivost je dana prfedevSim pomérem naboje, velikosti Castice a charakterem
prostfedi. Malé, vicenasobné nabité Castice maji vySSi pohyblivost nez velké Castice
s malym nabojem. Kromé charakteru iontl ovliviiuje pohyblivost také viskozita daného
prostfedi. Elektroforetickou mobilitu ye Ize vyjadfit pomoci nasledujici rovnice 1, kde q
je celistvy naboj iontu, n je viskozita prostfedi a r je polomér iontu.

q

'ue:6><7t><n><r

Rovnice 1

3.3.2. Instrumentace

Rozdilné maédy kapilarnich elektromigracnich metod se muzou liit svou instrumentaci.
Pristrojové vybaveni potfebné pro kapilarni zonovou elektroforézu (CZE) — standartni
mod kapilarnich elektromigracnich metod — se sklada z nasledujicich €asti: zdroj
vysokého napéti, platinové elektrody, vhodny detekéni systém, termostatovany prostor
pro kazetu se separacni kapilarou, autosampler, detektor a osobni pocitac [18].

Pro separaci se nejCastéji vyuzivaji kfemenné kapilary potazené polyimidovym obalem
s Uzkym vnitfnim prdmérem pohybujicim se okolo 10—-100 um. Celkova délka kapilary
obycejné nepfesahuje 100 cm [18]. Kapilara je ponofena na obou koncich (vstupni a
vystupni) do nadobek s roztokem zakladniho elektrolytu (BGE), ktery je typicky tvofen
tlumivym roztokem o vhodném pH. Kromé kfemennych kapilar mohou byt pouzity také
kapilary z jinych materiala jako je sklo Ci teflon [18].

Elektrické pole, které je zodpovédné za samotnou migraci iontl je generovano zdrojem
stejnosmérného vysokého napéti s rozsahem do 30 kV, jehoz polaritu lze pfepinat.
Elektrody jsou spole¢né s koncem kapilary ponofeny do nadobek se zakladnim
elektrolytem.

Pro vyhodnoceni analyz je soucasti systému detektor. Detekce mlze probihat bud na
konci kapilary, Ci pobliz Casti kapilary ponofené do vystupni nadobky — v takovém
pfipadé mluvime o efektivni délce kapilary, tj. délka kapilary od mista davkovani
k detektoru.
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3.3.3. Prubéh separace v CZE

Kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis — CZE) je nejjednodussi
mod kapilarnich elektromigracnich metod. Zakladni princip separace v kapilarni
zonoveé elektroforéze je pohyb iontd smérem k elektrodé opacného naboje, tedy
k opaénym koncum kapilary. Kladné nabité kationty migruji smérem ke katodg,
zatimco zaporné nabité anionty smérem k anodé rychlosti v dané jejich
elektroforetickou pohyblivosti e a intenzitou elektrického pole E (rovnice 2). Intenzita
elektrického pole je podil napéti viozeného na kapilaru U a celkové délky kapilary L
v cm dle rovnice 3.

V =U, XE

Rovnice 2

=<

Rovnice 3

Kfemenna kapilara, ve které separace probiha, je na vnitfni sténé tvofena volnymi
silanolovymi skupinami, které jsou za zvySeného pH zaporné nabité. Kladné nabité
kationty elektrolytu jsou pfitahovany zaporné nabitymi silanolovymi skupinami kapilary.
Dochazi ktvorbé elektrické dvojvrstvy, jez je tvofena fixni vrstvou kationtl
koncentrovanych u stény kapilary a difuzni vrstvou vzdalengjsich kationtl. Po viozeni
elektrického pole jsou kationty difuzni vrstvy pfitahovany ke katodé a diky své solvataci
s sebou tahnou ve stejném sméru i cely objem kapaliny v kapilafe [19]. Tomuto jevu
se fika elektroosmoticky tok (EOF — electroosmotic flow, nékdy také endoosmotic
flow). Vznik EOF je znazornén na obrazku 2. Diky EOF je mozné najednou analyzovat
anionty i kationty, nebot pohyblivost EOF muze byt fadové vysSi nez pohyblivost
aniontd migrujicich v opaéném sméru [18]. Vysledna rychlost migrace je tedy souctem
vektoru rychlosti jednotlivych analytd a EOF (viz obrazek 3). Neutralni molekuly bez
naboje nejsou separovany a jsou unaseny rychlosti EOF. Rychlost EOF Ize popsat
rovnici 4, kde ¢ je permitivita média (BGE), ¢ je elektrokineticky (zeta) potencial, E
intenzita elektrického pole (viz rovnice 3) a n je viskozita BGE. Velikost a smér EOF je
treba kontrolovat. EOF je nejvice ovlivnén pH, koncentraci elektrolytu a viskozitou
separacniho média. Takeé jej Ize ovlivnit organickymi aditivy ¢i modifikaci stény kapilary
pomoci které Ize obratit i jeho smér [18]. Nékteré mody kapilarnich elektromigracnich
metod naopak vyzaduji minimalni EOF, ¢i jeho uplnou absenci [19].

exX ¢

Vgor = ( ) X E

Rovnice 4
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elektroosmoticky tok
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+ -
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+ 4 + = [ Y it B, a }Fixm’vrstva
vnitfni povrch kapilary

Obrézek 2 Znazornéni elektroosmotického toku v kfemenné kapilare. Na vnitfni sténé kapilary je koncentrovany
negativni naboj volnych silanolovych skupin, ktery je astecné kompenzovan fixni a difuzni vrstvou kationtd
obsaZenych v BGE. Po vioZeni elektrického pole dochazi k pohybu kationtu difuzni vrstvy a nasledné i celého
objemu kapaliny v kapilafe smérem ke katodé. Prevzato z [19]
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A: v (EOF):

B: v (elektroforeticka):

°|=>

a
g

<=|g

C: v (celkova) = v (elektroforeticka) + v (EOF):

 —

Obrézek 3 Poradi migrace iont( v kapilarnich elektromigracnich metodach za pfitomnosti EOF smérujiciho ke
katodé (katodicky EOF). Rychlost pohybu neutralni molekuly (znazornéna Sedou barvou) je shodna s rychlosti EOF.
Prevzato a upraveno z [19].
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DalSi vyhodou EOF je uzky rychlostni profil, dany pohybem celého objemu kapilary,
generovaného u stény separacni kapilary na rozdil od kapalinové chromatografie, kde
laminarni proudéni mobilni faze vyvolava tlakovy gradient a diky tfecim silam u stény
kolony ma parabolicky rychlostni profil. Vysledné piky v kapilarnich elektromigracnich
metodach jsou tedy obecné uzSi a metody tak dosahuji vysokych separacCnich
ucinnosti (pocet teoretickych pater, N> 105-108) [18].

Jednou z vyhod CZE je velmi mala spotfeba vzorku, ktera se pohybuje Ffadové
v nanolitrech. Vzorek mize byt davkovan do kapilary nékolika zpUsoby. Prvnim
zpusobem je metoda hydrodynamického davkovani, kdy je vzorek davkovan za
pomoci rozdilu tlaku. Tento rozdil muze vzniknout bud zvy$enim tlaku v nadobce se
vzorkem, nebo snizenim tlaku ve vystupni nadobce. Objem vzorku pfi jedné analyze
zavisi na tlakovém gradientu, vnitinim priméru kapilary, dobé nastfiku, celkové délce
kapilary a viskozity BGE [18]. Zvlastni typ hydrodynamického davkovani je vyuziti
hydrostatického tlaku a kapilarnich jeva — tzv. sifonového efektu — pfi rozdilu ve vySce
hladiny vzorku v nadobce na vstupnim konci kapilary oproti hladiné BGE v nadobce
na druhém konci kapilary. Druhym zplsobem davkovani vzorku je elektrokinetické
davkovani, kdy je na kapilaru aplikovano napéti, které je nizsi nez separacni napéti.
Princip davkovani je zde stejny jako princip migrace analytd. Diky EOF jsou
nadavkovany i neutralni ¢astice a anionty. Nékdy je pouzivana technika polem zesilené
zakoncentrovani (FASS, z anglického field amplified sample stacking). Tento efekt
vznika v pfipadé, Ze rozpoustédlo vzorku ma mnohem mensi vodivost nez BGE.
V takovém pfipadé je lokalni intenzita elektrického pole vysSi v porovnani s okolnim
BGE a dle rovnice 2 se elektroforeticka rychlost analytl zvySuje. V momenté, kdy
analyty dorazi do vice vodivé zony BGE se lokalni intenzita elektrického pole plasobici
na analyty skokoveé snizi a analyty se zakoncentruji na rozhrani téchto dvou zo6n [18],
[20].

Z diivodu nizsi opakovatelnosti migracnich ¢ast se v kapilarni elektroforéze nékdy
pouziva hodnota A/t, tedy plocha piku korigovana migraénim Casem. Timto se
normalizuji rozdily v rychlosti migrace, a tedy i odezvy detektoru.

3.3.4. Princip ostatnich kapilarnich elektromigracnich metod

Kapilarni elektrochromatografie (Capillary electrochromatography — CEC) je metoda
kombinujici mechanismus CZE a HPLC. Separace probiha v kapilafe (vétSinou o
SirSim priméru oproti CZE) naplnéné stacionarni fazi — sorbentem, jehoz chemické
slozeni je podobné jako u (RP-)HPLC kolony. Za pritok zakladniho elektrolytu
separacnim systémem je zodpovédny EOF. Separace v CEC je zajiSténa dvéma
mechanismy. Prvnim je rozdélovani mezi mobilni fazi BGE a stacionarni fazi
analogicky jako je tomu u RP-HPLC. Druhym muze byt separace na zakladé rozdilné
elektroforetické mobility analytd. Jde tedy o hybridni metodu, kde se mechanismy
separace doplnuji a Ize separovat i neutralni analyty; pro pohyb BGE sorbentem je
vyuzit EOF zesileny diky stacionarni fazi s volnymi silanolovymi skupinami [18].
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Micelarni elektrokineticka chromatografie (micellar electrokinetic chromatography —
MEKQC) je elektromigracni metoda u které jsou v BGE pfitomny povrchové aktivni latky,
napf. dodecylsiran sodny (SDS) o koncentraci, pfi které vznikaji utvary zvané micely
(tzv. kriticka micelarni koncentrace — CMC). Vnégjsi povrch micely je tvofen hydrofilni
nabitou casti surfaktantu (maji tak vlastni elektroforetickou pohyblivost), zatimco
hydrofobni ¢ast sméfuje koncentricky dovnitf micely. Micely tvofi pseudostacionarni
fazi a k mechanismu separace podle elektroforetické pohyblivosti se pfidava i
mechanismus rozdélovani na zakladé néhoz Ize rozseparovat i neutralni analyty. Tato
metoda tedy kombinuje elektromigraci s mechanismem separace analogickym
kapalinové chromatografii s obracenymi fazemi [18].

|zotachoforéza (Capillary Isotachophoresis — CITP) je zalozena na davkovani vzorku
mezi dva elektrolyty s riznou elektroforetickou mobilitou. Prvni elektrolyt se nazyva
vedouci elektrolyt a ma vyssi elektroforetickou mobilitu nez kterykoliv z analytd,
separacniho proudu dojde k rozdéleni iontu dle jejich pohyblivosti. Tato metoda mize
rozseparovat bud jen kationty, nebo anionty; nelze separovat ionty obou znamének,
jak je tomu u CZE ¢i jinych technik. V prubéhu separace dochazi za vhodné zvolenych
podminek k zakoncentrovani vzorku [18].

Kapilarni gelova elektroforéza (Capillary gel electrophoresis — CGE) je obdobou starsi
planarni gelové elektroforézy pouzivané k separaci biomakromolekul, jako jsou
nukleové kyseliny, €i proteiny. V CGE, analyty migruji skrze 3D gelovou strukturu, ktera
se chova jako molekulové sito a analyty jsou tak rozdélované na zakladé velikosti.
MenSi molekuly migruji skrze kapilaru napinénou gelem rychleji nez molekuly s vétsi
velikosti [18].

Kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary Isoelectric focusing - CIEF)
slouzi k separaci amfoternich sloucenin, typicky proteini a peptidd. Jedna se o
slouceniny, které maiji izoelektricky bod (pl). Pokud je amfoterni molekula v prostredi,
jehoz pH odpovida jeji pl hodnoté, tak je kladny a zaporny naboj v rovhovaze a dana
molekula tak nemlze migrovat. Pfi fokusaci se tvofi uvnitf separacni kapilary pH
gradient diky pfitomnosti amfolytd. Amfoterni analyty migruji do zény kapilary, kde pH
odpovida jejich pl a dojde k zakoncentrovani (fokusaci) analytu v jeho zéné. Po
ukonceni fokusace, ktera je doprovazena poklesem proudu na konstantni hodnotu je
nutno rozseparované amfoterni slou¢eniny mobilizovat, a to bud hydrodynamicky nebo
elektrokineticky, aby byla umoznéna jejich detekce [18].

3.3.5. Detektory v kapilarni elektroforéze

UV-ViS spektrofotometricka detekce patfi k nejoblibenéjSim metodam detekce
organickych molekul v separacnich metodach — v€etné kapilarni elektroforézy — diky
relativné dobré citlivosti, linearité detekce a Sirokému spektru organickych molekul,
které UV-ViS zafeni absorbuji [18]. Pfi UV-ViS spektrometrii se vyuziva jevu absorpce
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elektromagnetického vinéni v oblasti 200—800 nm za excitace valencnich elektron(
molekuly na vy$Si energetické hladiny. U molekul, které obsahuji chromofory (skupiny
atomu, které jsou charakteristické absorpci v oblasti 200-800 nm) dochazi
k pfechodim elektrond z 1 vazebnych, na antivazebné 1™ orbitaly. PFitomnost
chromoforll je typicka pro aromatické a heterocyklické molekuly a slouceniny
obsahujici sytém konjugovanych nasobnych vazeb. V oblasti pod 200 nm absorbuji
elektromagnetické zafeni atomy s jednoduchou ¢ vazbou za pfechodu elektronli ze o
vazebného orbitalu na 0* antivazebny orbital. Elektrony atomud s volnymi elektronovymi
pary v nevazebnych orbitalech n pfechazeji budto na o* nebo 1 antivazebné orbitaly
(n—TT* jsou energeticky méné narocné€) [21]. Pfi prichodu zafeni roztokem vzorku
dojde k jeho Castecné absorpci; intenzita vystupujiciho zareni je pak nizSi nez intenzita
zareni vstupujiciho. Rovnici 5 Ize vyjadfit transmitanci (T), neboli pomér intenzity
zareni po pruchodu vzorkem (/) a plivodni intenzity (lo) v procentech.

T I
= IO
Rovnice 5
A=1 !
= log—
97
Rovnice 6
A=eXcXxl
Rovnice 7

Mira absorpce analytem se nazyva absorbance a Ize ji vyjadfit jako zaporny dekadicky
logaritmus hodnoty transmitance podle rovnice 6. Absorbance je v urCitém rozmezi
linearni funkci koncentrace absorbujicich latek dle Lambert-Beerova zakona (rovnice
7) kde je absorbance A zavisla na molarni koncentraci absorbujici latky ¢ (molxI"),
jejich charakteristického molarniho absorpéniho koeficientu € (Ixmol-'xcm™) a tloustce
vrstvy s absorbujicimi latkami (cm). Pfi UV-ViS je rozsah detekovatelnych vinovych
délek od 200 do 800 nm, coz zahrnuje oblast viditeIného svétla a UV oblast. UrcCité
latky maji charakteristické absorp&ni spektrum a je tak mozné pfi UV-ViS detekci ziskat
informace jak nejen kvantitativni, ale i kvalitativni. Pro uspéSnou detekci je tfeba
vyuzivat BGE, ktery neabsorbuje zafeni pfi stejnych vinovych délkach jako analyt.
Vyhoda UV-ViS detekce pfi kapilarni elektroforéze je, Ze k detekci dochazi v samotné
separacni kapilare. Detekéni okno se vytvofi odstranénim polyimidového obalu. Pro
analyty, které neabsorbuji elektromagnetické zafeni v dostupnych vinovych délkach je
mozné vyuzit elektrolyt, ktery obsahuje komponenty, které zareni absorbuiji. Jde o tzv.
nepiimou UV-ViS detekci. Prichod analytu detekénim oknem se na elektroferogramu
zobrazi jako pokles absorbance.

DalSi moznosti detekce jsou napfiklad velmi citlivé a selektivni fluorimetrické detektory
vyuzivajici napf. laser k excitaci molekul analytu, nebo univerzalni vodivostni
detektory, méfici zmény vodivosti zény latek prochazejicich detektorem. Spolu s UV-
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ViS detekci je Ize s vyhodou zapojit pfed jiny detektor fungujici na jiném principu (napf.
MS).

Hmotnostni spektrometrie (MS) je technika s Sirokou Skalou analytického vyuZiti.
Samotny princip je zaloZzen na zjistovani poméru hmotnosti detekovanych Castic a
jejich elementarniho naboje. Vystup hmotnostni spektrometrie je hmotnostni spektrum.
Na ose x tohoto spektra je pomér m/z, zatimco na ose y je obyCejné relativni odezva
vztaZena na iont s nejvétsi intenzitou signalu pfi detekci [19]. V analyze organickych
slouCenin se obycCejné analyzuji tzv. molekulové ionty, Ci jejich fragmenty (tvrdé
ionizacni techniky) nebo protonované/deprotonované molekuly (mékké ionizacni
techniky), tj. ionty, které nepodIéhaji pfi ionizaci hned fragmentaci.

Hmotnostni spektrometry mohou mit riznou instrumentalni konfiguraci, V principu se
v8echny hmotnostni spektrometry skladaji z iontového zdroje zodpovédného za
ionizaci ¢astic, iontové optiky k usmérnéni proudu iontll ze zdroje do analyzatoru, ktery
rozliSuje analyzované cCastice na zakladé poméru jejich m/z a detektoru, ktery
zaznamenava proud iontd rozdélenych dle poméru m/z. Jako detektor se pouzivaji
nejCastéji elektronové nasobice [19]. Soucasti instrumentace je také pocitac, spolu se
softwarem pro ovladani MS, analyzu dat a popfipadé také jejich porovnavani s
knihovnami existujicich hmotnostnich spekter. Aby doslo k rozdéleni ¢astic na zakladé
jejich m/z je uvnitf pristroje potfebné vakuum, kvili vylou€eni nechténych kolizi iontu
analytu se vzduchem. Proto jsou soucasti vybaveni k MS také zafizeni schopné
generovat vakuum — napfiklad turbomolekularni pumpy.

Vzorek muze byt davkovan nékolika metodami. Napfiklad pfimo pomoci
rezervoarového systému urCeného pro té€kavé, pfimo plynné latky a latky s nizkym
bodem varu. Pevné vzorky Ize davkovat pomoci sondy, nebo desorpci z desticky. Pro
kapalné latky se vyuziva pfima infuze s kontrolovanym pratokem [19]. U pfimého
davkovani je ovdem potfebna Cistota analytu ve vzorku, jinak maze dojit ke zkresleni
detekce. Hmotnostni spektrometrii proto dobfe doplfiuji separacni metody — napf.
HPLC, GC, SFC a také CZE. Prislusna separa¢ni metoda separuje jednotlivé analyty
a pripadné i slozky matrice vzorku. Diky separaci lze pomoci MS ve spojeni se
separaCnimi technikami analyzovat i pomérné komplexni smési bez vyrazného vlivu
na selektivitu a spravnost metody v porovnani s pfimym davkovanim. To je dllezité
hlavné v pfipadech, kdy je pomér m/z dvou analytl stejny a nejde je tak rozlisit pomoci
MS detekce, zatimco Ize tyto dva analyty oddélit jinou separa¢ni metodou.

lontové zdroje v hmotnostni spektrometrii I1ze klasifikovat dle toho, zdali jde o tzv.
mékke, Ci tvrdé ionizacni techniky, tj. podle toho, jak intenzivné béhem nich dochazi
k fragmentaci molekul analytd. Dle jiného déleni Ize rozliSit ionizacni techniky
v plynném skupenstvi a desorpcCni ionizacni techniky a zda pro ionizaci vyzaduji
vakuum, &i je mozné pracovat za atmosférického tlaku [19]. Pokud jsou pfi analyze
sledovany kationty, mluvime o pozitivnim mdodu ionizace, zatimco u aniontl zase o
negativnim maodu ionizace. Pro potfeby této prace budou detailnéji popsany iontové
zdroje pouzivané v propojeni s kapilarnimi elektromigracnimi metodami.
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lonizace elektrosprejem (ESI) umoziuje ionizaci za atmosférického tlaku bez
zasadnich zmén ve struktufe analytu. Patfi totizZ mezi mékké ionizacni techniky, kdy se
shaze zachovava struktura molekul. Je to tedy oblibena ionizacni technika pro analyzu
velkych i malych molekul v kapilarni elektroforéze i v kapalinové chromatografii.
Principem tvorby elektrospreje je tvorba iontd pomoci aplikovaného napéti na
sprejovaci kapilaru, postupné odpareni rozpoustédla a tvorba spreje, tzv. Taylorova
kuZelu [20]. Rozpous$tédlo se dale odpafuje a povrchové naboje se ve zmensujici se
kapénce koncentruji do doby, nez repulzni sily téchto naboju prekonaji soudrzné sily
kapének (tzv. Rayleigho Ilimit) a dochazi ktzv. ,coulombické explozi‘. Timto
mechanismem se kapénky rozpadaji a zmensuji do doby, nez nepfejde samotny iont
do plynné faze. lont v plynné fazi je pak transportovan transferovou kapilarou (i jejich
svazkem) do analyzatoru hmotnostniho spektrometru. K tzv. iontové optice mize byt
dale pfipojen systém dvou iontovych nalevek (technologie iFunnel spole€nosti Agilent).
[22], [23]. Ty umoznuji vysoké prutoky plynu (které mohou napomahat ionizaci) a
zaroven usmériuji proud iontd do iontové optiky, coz vede ke zlepSeni citlivosti
detekce. Rychlost proudéni kapaliny v ESI je oby€ejné v fadech pl/min, v praxi se
ovSem pouziva i tzv. nanoESI s pratokem v fadu nl/min Mezi dalSi ionizacni techniky
vyuzitelné pfi spojeni CE-MS analyze patfi chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCIl) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Matrici asistovana
desorpce/ionizace laserem (MALDI) je pak off-line ioniza¢ni technika, které predchazi
preparativni CE separace a nanaseni separovanych analytd na tzv. MALDI destiCky.

V CE-MS jsou vyuzivané hlavné analyzatory typu kvadrupdlu a analyzatory typu doby
letu. Kvadrupdlové analyzatory funguji na principu oscilujiciho stfidavého a
stejnosmérného napéti mezi Ctyfmi (Ci vice) kovovymi tyCemi pfi urcitém viozeném
napéti. Tento proces propusti podél celé délky kvadrupdlu pouze ionty s uritym m/z.
Napéti na ty€ich kvadrupdlu se postupné méni a tim propousti v pribéhu
pfednastaveného cCasového intervalu ionty sriznou m/z. Nepropusténé ionty
dopadnou na ty€e kvadrupolu. Kvadrupolové analyzatory maji jednotkoveé rozliseni a
dovedou tak rozlisit hmotu v fadu jednoho protonu. Grafické znazornéni jednoduchého
kvadrupdlového analyzatoru je na obrazku 4. Kvadrupoélové analyzatory je mozné
zapojit v sekvenci tfi kvadrupdll za sebou, tzv. trojity kvadrupdl (QqQ) pro MS/MS
(MS?) méd detekce. Prvni kvadrupdl separuje prekurzorové ionty, tedy protonované
nebo deprotonované molekuly dle zvolené polarity ionizace. Ve druhém kvadrupélu
(kolizni cela) dochazi k fragmentaci téchto prekurzorovych iontl (napf. kolizi s plynem,
Ci elektrony) a tfeti kvadrupdl analyzuje dcefiné neboli produktové ionty. Tento méd
detekce zvany SRM (selected reaction monitoring) se hodi pro kvantitativni analyzu a
ovéreni identity analyzovanych latek. Schéma MS/MS je znazornéno na obrazku 5.
Analyzatory doby letu (TOF — time-of-flight) separuji ionty na zakladé rozdilné m/z pfi
pruletu trubici za predpokladu, Ze je jim udélena stejna kineticka energie. Rychlost
iontu v je dana jeho hmotnosti m a udélenou kinetickou energii Ex dle rovnice 8. Cim
mensi pomér m/z iont ma, tim vétSi ma rychlost a dorazi dfive k detektoru. TOF
analyzatoru muze byt predfazen kvadrupdlovy analyzator, ve kterém jsou
fragmentovany prekurzorové ionty jejichz produktové ionty pokracuji do navazujiciho
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TOF analyzatoru. lontovy zdroj v CE-MS muze byt bud ESI, nebo MALDI pfi off-line
spojeni.

2 X E
m

v =

Rovnice 8

MS je vSestranny analyticky nastroj charakteristicky svou citlivosti a vysokou
selektivitou. Jednoznacnou vyhodou je moznost kvalitativni i kvantitativni analyzy.
Poskytuje udaje o molekulové hmotnosti, elementarnim slozeni analytd, a dokonce i o
izotopovém zastoupeni jednotlivych prvku. Je ovSem tfeba zminit i nevyhody. Vyuziti
MS muze brzdit jeho cena, technicka a prostorova naro¢nost a potfeba kvalifikovaného
operatora.
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Obrézek 4 Grafické znazornéni kvadrupolového analyzatoru. Prevzato z [19]
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Obrazek 5 Schématické zobrazeni MS/MS detekce. Prevzato z [19]
3.3.6. Specifika spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni

spektrometrii

Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, propojeni MS a separacni techniky jako je
napf. CE je velmi vyhodné, protoze vzajemné pokryvaji své slabiny. Analyty, které neni
mozno separovat v CE mulze rozliSit MS na zakladé jejich molekulové hmotnosti, a
naopak latky se stejnou hmotnosti, ale rozdilnou strukturou je mozné separovat
pomoci CE. Vyhodny je také iontovy charakter analytl v CE i MS, coz usnadnuje vyvoj
metody. Hlavni vyhodou CE oproti LC je fakt, ze CE vyzaduje mnohem mensSi objemy
vzorku [24]. Propojeni téchto dvou metod je ovSem technicky naro¢né. Mezi hlavni
problémy patfi fakt, ze CE a iontovy zdroj MS tvofi dva samostatné elektrické obvody
a je tedy nutné propojit je tak, aby vznikl systém dvou elektrickych &lankd s tfemi
elektrodami, z nichz jedna bude sdilena CE i MS ¢&asti [18], [20]. Prvni elektroda
vtomto systému nalezi CE a je spolu se sdilenou elektrodou zodpovédna za
elektroforetickou separaci a migraci iontd. Druha elektroda je sdilena CE i MS
systémem a umozriuje toto propojeni a koriguje nesrovnalosti mezi systémy popsané
v dalSim odstavci. Treti elektroda nalezi MS a Fidi vstup iontl z iontového zdroje do
analyzatoru.

Dalsi problém CE-MS propojeni je fadové nizsi pratok CE kapilarou. V ESI systémech
spojenych s LC se prutok systémem nutny k vytvofeni stabilniho elektrospreje
pohybuje v fadech pl/min (poté co je Cast prutoku oddélena do dopadu), zatimco
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prutok kapilarou v CE je fadové v nl/min. Obdobna nesrovnalost je také v
hodnoté elektrického proudu, ktery muze byt v CE systému az o tfi rady vétsi (WA) nez
v MS (nA) [18].

Je také tfeba vzit v potaz, Ze MS detekce omezuje kompatibilitu standartnich
zakladnich elektrolytd v CE. V CE-MS je Zzadouci pouzivat t€kavé pufry organickych
kyselin a zasad a vyhnout se netékavym anorganickym iontim, nap¥. boritanim a
fosfore€nantm, které se ovSem s oblibou pouZzivaji v tradiéni CE s UV detektorem. To
plati i pro jiné médy nez CZE, napf. pro MEKC, kde vétSina micelarnich systému neni
tékava.

Technicky existuji tfi razné pfistupy propojeni CE-MS: (i) rozhrani s pfidavnou
kapalinou, (ii) rozhrani kapalné spojky a (iii) rozhrani bez pfidavné kapaliny. V8echny
typy rozhrani maji vice variant popsanych dale.

U rozhrani s pfidavnou kapalinou se proud kapaliny v kapilafe misi s pfidavnou
kapalinou (tzv. sheath liquid — SL), ktera ma dvé hlavni funkce. Prvni funkci SL je
uzavieni obvodu v CE systému, druhou funkci je vytvofeni proudu kapaliny, ktery bude
schopny stabilné generovat elektrosprej, hlavné u komponentd konstruovanych
primarné pro LC-MS. Také zlepSuje ionizaci analyta [20].

Pfidavna kapalina se vétSinou sklada z organické a vodné slozky. Vodna slozka muze
tvofit 20-80 % SL [20]. Organicka sloZka je tvofena s vodou misitelnymi té€kavymi
rozpous$tédly, typicky methanolem (MeOH) nebo propan-2-olem (isopropylalkoholem
— IPA). Pfimési o nizké koncentraci v SL mlze pak byt budto kyselina, ¢i baze. Kyselé
pfimési usnadriuji ionizaci analytl v pozitivnim ESI* modu a zasadité pFimési
usnadriuji ionizaci analytll v ESI- médu. DalSi pridavné latky do SL jsou elektrolyty,
které zlepSuiji stabilitu ESI proudu. Tyto pfidavné slozky by mély byt pfedevsim tékave
a negativné neinterferovat s ionizaci a detekci, pouZivaji se napf. kyselina mravenci,
octova & amoniak a jejich soli. Nevyhodou rozhrani s pfidavnou kapalinou je
predevsim fakt, Ze proud pfidavné kapaliny z principu vzorek fedi a sniZuje se tak
citlivost detekce.

NejbéznéjSi a komercné dostupnou konfiguraci tohoto rozhrani je tzv. koaxialni typ,
ktery se sklada ze tfi koncentricky usporadanych trubic se snizujicim pridmérem
(obrazek 6). Vnitfni trubice je samotna separacni kapilara pfivadéjici smés
elektroforeticky separovanych analytd a zakladniho elektrolytu. Prostfedni trubici —
kovovou ESI kapilarou — protéka pfidavna kapalina, ktera je vodiva a je tedy funkéné
spoleCnou elektrodou CE-ESI-MS obvodu. Vnéjsi trubice pfivadi nebulizaéni plyn,
ktery umoznuje tvorbu elektrospreje. Tyto trubice by mély pro optimalni elektrosprej
tvofit samy Spicku kuzele (jehly), v némz je separacni kapilara o méné nez 1 mm
vysunuta z vnitini trubice. SL je do systému pfivadéna hydraulicky pomoci pumpy; jeji
prutok se pohybuje v fadu 1-10 pl/min, tedy standardni hodnoty pro tvorbu stabilniho
elektrospreje. U iontového zdroje typu Agilent JetStream (technicka modifikace ESI) je
navic pfivadén zahfaty pridavny plyn (sheath gas), napfiklad N2, ktery zlepSuje tvar
Taylorova kuzelu pomoci teplotniho gradientu (obrazek 7) [25].
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V pribé&hu vyvoje metody se optimalizuji tyto parametry: sloZeni SL, pritok SL, ESI
napéti a nastaveni iontové optiky MS, teplota a tlak suSiciho a pfidavného plynu a
nebulizaéni tlak.

CE capillary CE sprayer tip Nebulizing gas

Sheath solvent

Obrazek 6 Schéma koaxialniho rozhrani s pfidavnou kapalinou pro spojeni CE-MS. Vnitini — separacni kfemennou
kapilarou (CE capillary) proudi BGE spolu s analyty. Druha trubice — kovovéa ESI kapilara pfivadi pfidavnou kapalinu
(sheath solvent), ktera se misi s analytem a BGE. Zaroven je vnéjsi trubici do rozhrani pfivadén nebulizacni plyn
(nebulizing gas), ktery pomaha generovat elektrosprej. Obrazek prevzaty z [23].

Nebulizing gas

The super-heated sheath gas collimates
the nebulizer spray and creates higher

ion density in front of the capillary Resistive sampling

capillary

Obrazek 7 Schéma iontového zdroje Agilent JetStream (AJS). Oproti béznému ESI zdroji tato technicka varianta
iontového zdroje vyuZiva horky pridavny plyn (sheath gas), aby usmérnila tvar elektrospreje pomoci teplotniho
gradientu pro vétsi hustotu ionti pfed hexaboralni kapilarou, kterou vstupuji ionty do MS (resistive sampling
capillary). Prevzato z [25].
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DalSi typ rozhrani, ktery se vyclefiuje, a¢ funguje na podobném principu, je rozhrani
kapalné spojky (liquid junction interface). V ném je pfidavna kapalina pfivadéna do
cely, ve které se misi s obsahem kapilary. Takto smichana kapalina je pak pfivadéna
kovovou ESI jehlou do iontové zdroje, kde vznika elektrosprej. Nevyhodou je, zZe
dochazi k vétSimu zfedéni a snizeni citlivosti nez u rozhrani s pfidavnou kapalinou.

Historicky prvni rozhrani propojujici kapilarni elektroforézu s hmotnosti spektrometrii
se formalné fadi mezi rozhrani bez pfidavné kapaliny. Takova rozhrani jsou ovSem
obycCejné experimentalni a maji vice moznych podob [20]. Jejich vyhodou byva vétsi
V8echna technicka feSeni tohoto typu maji vSak sva individualni uskali. Rozhrani bez
pfidavné kapaliny zajistuji elektricky kontakt napfiklad vodivym potahem kapilary,
kovovym dratem vloZzenym dovnitf separacni kapilary nebo vyuZzitim kapilar s porézni
sténou a externi elektrodou [24]. V souCasné dobé je komeréné dostupné rozhrani
s porézni nanosprejovou Spickou — CESI 8000 firmy AB SCIEX [26].

AV
|

/

Obrézek 8 Rozhrani bez pfidavné kapaliny CESI 8000 firmy AB SCIEX. Kovova ESI jehla (ESI metal needle) je
pripojena na zdroj vysokého napéti v CE systému (HV), do ni je vloZena separacni kapilara (capillary). Do dutiny
kovové ESI jehly je privadéna staticka vodiva kapalina (static conductive liquid), Sprejovaci konec separaéni
kapilary je porézni (porous tip; naleptanim kyselinou fluorovodikovou), aby umoznil pohyb iontu a elektronii mezi
separacni kapilarou a celou se statickou vodivou kapalinou a zajistil tak elektricky kontakt bez pohybu kapaliny. [20]
Obrazek je prevzat z [26].

3.3.7. Experimentalni design

3.3.7.1. Obecna charakteristika

Experimentalni design (Design of experiments, DoE) je chemometricky pfistup k
ziskani co nejlepsich dat o chemickém systému za vyuziti co nejméné zdroju k ziskani
téchto dat (Cas, vzorky atd.) [27]. V analytické chemii a instrumentalni analyze jej Ize
vyuzit pro optimalizaci metod napf. pro nastaveni instrumentalnich parametrti analyzy,
maximalizaci vytéznosti extrakénich postupul, nebo pro nalezeni vhodného slozeni
zakladniho elektrolytu v kapilarnich elektromigracnich metodach, ¢i mobilni faze
v chromatografickych systémech.
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U optimalizace analytickych metod se bézné pouziva univariantni pfistup, kde se méni
jedna proménna a zkouma se jeji vliv na odezvu systému, tento pfistup muze byt
ovSem zdlouhavy a neprakticky, s narustajicim poctem zkoumanych faktort také velmi
rychle stoupa pocet experimentu, a navic nemusi byt patrné vztahy mezi proménnymi,
které se navzajem ovliviiuji [27]. Experimentalni design vyuziva pfistup multivariantni,
kde se pomoci konstrukce statistického predikEniho modelu zkouma efekt jednotlivych
faktord na odezvu systému vymezeném tzv. experimentalni doménou/prostorem.
Tento pfistup bere ohled na vliv vdech zkoumanych faktoru, ale zaroven také jejich
interakci a dovede predpovédét odezvu v bodech, které nebyly soucasti experimentu
[27].

Pfi planovani experimentalniho designu je nejprve nutné urcit cile, podminky a stanovit
uroven rizika provedeni DoE. Cile designu, tzv. kritické atributy metody jako napf.
rozlieni, &i citlivost jsou v designu definované jako odezvy. Podminky — kritické
parametry metody jsou pak samotné faktory, které jsou v experimentalnim designu
proménné [28].

DalSim krokem je vybér samotného designu. Designy se déli na screeningové a
optimaliza¢ni. Screeningové designy slouzi k identifikaci faktor(, které maji zasadni
vliv na odezvu systému, lze je pouzit k zuzeni vybéru faktord k optimalizaci
z kvantitativniho hlediska, respektive k ziskani kvalitativni informace o nékterém
z faktorll — zdali ma na odezvu kliCovy (signifikantni) vliv, &i nikoli. Optimalizacni
designy pak slouzi k nalezeni optima, ve kterém vybrany bod poskytuje nejlepsi
zadanou odezvu, ktera ma obyCejné kvantitativni charakter. Neékolik druhd
screeningovych i optimalizacnich designu je popsano v dalSich kapitolach. Designy
vétdinou probihaji na nékolika urovnich hodnot proménnych. Tyto hodnoty jsou dle
typu designu vsazeny do experimentalni matice, ktera pak vytvari podobu jednotlivych
bodu, které budou tvofit samotny experiment. Pofadi téchto experimentld je ovSem
randomizovano, aby se pfedeslo zaménéni systematické chyby ¢i nahodnym driftim
za hodnotu odezvy [27], coz by mohlo negativné ovlivnit zavéry vyvozené z predeslych
experimentd. Je velmi vyhodné zahrnout do experimentu také replikaty nejméné
jednoho bodu, aby nedoslo ke Spatné interpretaci odezvy jakozZto vlastnosti daného
bodu, i kdyZ by ve skuteCnosti Slo jen o nahodnou chybu. Replikaty Casto byvaji
ve stfednich hodnotach zkoumanych faktor(, napf. u plné faktorialniho, €i centralné
kompozitniho designu. Po probéhnuti samotného méfeni experimentu nasleduje
statistické vyhodnoceni, vétSinou pomoci vicenasobné linearni regrese (multiple linear
regression — MLR).

Optimum je v experimentalnim designu nalezeno obyc¢ejné pomoci softwaru, nebo jej
Ize nalézt i manualné, nejsnaze pomoci vizualniho vyhodnocovani grafu odezvy —
vrstevnicového grafu (tzv. contour plot), nebo pomoci prostorového zobrazeni odezvy
(response surface plot). Nutno poznamenat, Ze optimum neni imperativné shodné
s maximem, €i optimem pro jednu odezvu, je Casto nutné najit kompromis pro vSechny
odezvy, na néz mohou mit kombinace faktord razny vliv [27].
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Nalezeny optimalni bod je nakonec nutné validovat spusténim systému za
optimalizovanych podminek, vyhodnocenim opakovatelnosti tohoto bodu a ovérenim
miry shody mezi predikovanymi a experimentalné zjisténymi hodnotami odezev.

3.3.7.2. Screeningové experimentalni designy

Screening je obycCejné predkrok optimalizaéniho designu v pfipadé, Ze je nutné omezit
pocet faktory, o kterych neni znamo, zdali maji zasadni vliv na odezvu &i ne, popfipadé
je-li potfeba snizit jejich mnozstvi na ty nejvyznamnéjSi. Screeningové modely
vyuzivaji obycCejné linearni model, ktery je jednodussi nez modely nelinearni (napf.
kvadraticky) vyuzivané u optimalizanich designu [27].

V pIné faktorialnim designu se studuje vliv kombinace vSech faktori na odezvu.
Odezva je v tomto typu designu linearni funkci vSech faktort a jejich hodnot. Pocet
bodu v experimentu pIné faktorialniho designu o dvou Urovnich je roven 2%, kde 2 je
pocet urovni a k poCet sledovanych faktort. Z tohoto vztahu vyplyva, Ze s mnozstvim
faktorll pocet bodl v experimentu exponencialné roste. Proto je nékdy lepSi uplatnit
frakéni faktorialni design, kde jsou kombinace nékterych faktord vynechany. PIné
faktorialni design muze byt pouzit i pro optimalizaci, nicméné je v ném potfeba mensi
pocCet faktor( a alesponi tfi studované urovné proménnych.

Plackett-Burmantv design je druhym typickym designem pro screeningové
experimenty. Oproti pIné faktorialnimu designu je vyhodny z divodu, Ze Ize najednou
prozkoumat i vétSi mnozstvi faktor( relativné malym pocétem experimentalnich bodd.
[27]. Na rozdil od pIné faktorialniho designu Plackett-Burman(v design nedovede
prozkoumat vzajemné interakce faktord, avSak to ve screeningu neni vzdy nutné.
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Obrazek 9 Grafické znazornéni piné faktorialniho designu trech faktor(l X1-X3 o tfech urovnich; -1,0,1. Prevzato z

27]

3.3.7.3. OptimalizaCni experimentalni designy

Pro optimalizaéni designy je charakteristicky jejich kvantitativni charakter. Casty je u
nich kvadraticky model, jakozto nejjednodusdsi polynomicka funkce. Diky
kvadratickému modelu je mozné vliv faktor( vyjadfit prostorové (tzv. surface response
design) To je nékdy vyhodné, protoze lze zkonstruovat 3D model a nalézt v ném
opticky tzv. ,sweet-spot”, ve kterém jsou podminky nejvyhodné&jsi pro cely experiment.
Optimaliza¢ni designy vétSinou vyzaduji alespon tfi arovné hodnot proménnych.

Centralni kompozitni design je typicky optimalizani design vychazejici z faktorialniho
designu o dvou urovnich. Krom typickych centralnich bodu lezicich v drovni 0 maze
zahrnovat i tzv. ,star-points®o urovnich a a -a lezici v extrémnich podminkach. Tim se
rozSifi rozsah experimentalni matice [28]. Tento typ designu je efektivni, relativné
jednoduchy a hojné vyuzivany zpusob optimalizace chemickych systému.

U Box-Behnkenova designu je typické stfidavé zafixovani bodd matice na urovni 0.
Tento design tak ovSem nezkouma extrémni podminky, ve kterych jsou urovné pro tfi-
faktorovy design napf. +1, +1, +1. To je problematické v pfipadé, kdy hypotetické
optimum lezi pravé v téchto extrémech [27], [28]. Jeho vyhodou je na druhou stranu
mensi pocet bodl v experimentalnim planu oproti centralné kompozitnimu designu.

Dalsimi typy optimalizaénich designu jsou napfiklad Doehlertiv design, nebo smésny
design.
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- 1 tvoricimi osu designu. Prevzato z [29]
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4. Experimentalni Cast

4.1. Pouzité pfistroje a pomucky

CE-MS experimenty byly provedeny s kapilarné elektroforetickym systémem Agilent
CE 7100, ktery byl spojen s hmotnostnim spektrometrem Agilent 6495B s AJS
iontovym zdrojem a trojitym kvadrupolem (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Vlastni propojeni CE a MS bylo realizovano pomoci rozhrani s pfidavnou
kapalinou. Pratok pfidavné kapaliny zajiStovala kvartérni pumpa Agilent 1260 Infinity
s délicem pratoku v poméru 1:100. Cely systém byl ovladan a ziskana data
vyhodnocena softwarovym balickem MassHunter (Data acquisition verze B.09.00;
Qualitative Analysis verze B.07.00).

K separaci byly pouzity kiemenné kapilary potazené polyimidovou vrstvou (~20 um)
s vnitfnim pramérem 50+3 pm a vné&jSim pramérem 363+10 pm (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA). Kapilary byly zkracovany na patficnou délku 76 cm
fezaCkou s diamantovym kotouc¢em Shortix (Restek, Bellefonte, PA, USA, vyrobeno
spole¢nosti SGT-Middelburg, Middelburg, Nizozemsko). Jejich konce byly zbaveny
polyimidového obalu pfistrojem Window Maker (MicroSolv Technology, Leland, NC,
USA).

Vzorky byly extrahovany v ultrazvukové lazni Bandelin Sonorex (BANDELIN
electronic, Berlin, Némecko). Hodnota pH roztoku BGE byla upravovana pomoci pH
metru Sentron 1400 s pH elektrotodou MicroFET (Sentron, Leek, Nizozemsko).
Zdrojem ultra Cisté vody byl systém Mili-Q IQ 7000 (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA). Kfiltraci roztoku byly pouzity stfikackové filtry Labstore
s membranou z polyvinylidenfluoridu (PVDF) s velikosti port 0,22 um. K filtraci BGE
se pouzivaly filtry s primérem membrany 25 mm, k filtraci extrakt( s primérem 13 mm
(oboje Altium International, Praha, Ceska republika).

Software MODDE Pro v.13 (Sartorius Stedim Data Analytics AB, Svédsko) byl pouzit
pro optimalizaci nastaveni parametrd iontového zdroje pomoci DoE. Data
z univariantni optimalizace dalSich faktord byla vyhodnocovana v programu Excel
2024 balicku Microsoft 365 pro firmy (Microsoft, Redmond, WA, USA). Program
Graphpad Prism verze 10.3.0.507 byl pouzit k editaci elektroferogramd z plvodnich
.csv dat (GraphPad Software, Boston, MA, USA).
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4.2. Pouzité chemikalie

K pfipravé BGE byly pouzity tyto chemikalie:
e Octan amonny Lichropur™, Supelco: Cistota: 299.0 %;
e Roztok amoniaku 25 % Lichropur™, Supelco;

e Methanol Optima™ LC/MS Grade, Fisher Chemical™, Cistota: 299.0 %;
e Acetonitril Optima™ LC/MS Grade, Fisher Chemical™, Cistota: 299.0 %

Pro pfipravu SL byl pouzit 2-propanol LiChrosolv®, Supelco, Cistota: 299.9 %

4.2.1. Standardy boswellovych kyselin

Standardy izolovanych boswellovych kyselin byly zakoupeny od spoleCnosti
Chemfaces (Wu-chan, Cina) a Phytolab (Vestenbergsgreuth, Némecko)

a-boswellova kyselina

- Chemfaces: katalogové Cislo: CFN98704, Sarze: CFS202201, Cistota 298 %,
- Phytolab: katalogové Cislo: 89585, Sarze: 12513, Cistota: 98 %

B-boswellova kyselina

- Chemfaces: katalogové Cislo: CFN90221, Sarze: CFS202201, Cistota: >98 %
- Phytolab: katalogové Cislo: 89454, Sarze: 22107, Cistota: 99 %

3-O-acetyl-a-boswellova kyselina

- Chemfaces: katalogové Cislo: CFN90529, Sarze: CFS202201, Cistota: >98 %
- Phytolab: katalogové Cislo: 89555, Sarze: 16395, Cistota: 99 %

3-0O-acetyl-B-boswellova kyselina

- Chemfaces: katalogové Cislo: CFN90530, Sarze: CFS202201, Cistota: >98 %
- Phytolab: katalogové Cislo: 89152, Sarze: 24226, Cistota: 97 %

11-keto-B-boswellova kyselina

- Chemfaces: katalogové Cislo: CFN90152, Sarze: CFS202202, Cistota: >98 %
- Phytolab: katalogové Cislo: 89169, Sarze: 22424, Cistota: 98 %

3-0O-acetyl-11-keto-B-boswellova kyselina

- Chemfaces: katalogové Cislo: CFN90531, Sarze: CFS202201, Cistota: >98 %
- Phytolab: katalogové Cislo: 89153, Sarze:17229, Cistota: 99 %

Boswellia serrata extrakt USP referenéni standard (1 g), katalogové €islo: 1076250,
Sarze: F1J024, Cistota: odpovida pozadavkim USP. Vyrobce: USP, Rockville, MD,
USA
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4.2.2. Standardy nesteroidnich antiflogistik

Sodna sul diklofenaku, Supelco, katalogové Cislo: PHR1144, Sarze: LRAD3320,
Cistota: 99.7 %

Flurbiprofen, Supelco; katalogové Cislo: PHR1499, Sarze: LRAD1896, Cistota: 99.7 %

Indometacin, Sigma-Aldrich; katalogové Cislo: 18280, Sarze: BCBKO0293L,
Cistota: 299 % (TLC)

Ketoprofen, Sigma-Aldrich: katalogové Cislo: K2012, Sarze: SLBF8959V,
Cistota: 100.1 %

Sulindac, Sigma-Aldrich: katalogove Cislo: S4429, Sarze: MKCJ6559, Cistota: 101.3 %
Karprofen, Supelco: katalogoveé Cislo: PHR1452, Sarze: LRAB3052, Cistota: 99.7 %

Fenylbutazon, Supelco: katalogové Cislo: PHR2607, Sarze: LRAC6190,
Cistota: 99.9 %

Kyselina niflumova, Sigma-Aldrich: katalogové cCislo: N0630, Sarze: BCCD9366,
Cistota: 99.9 %

Piroxikam, Sigma-Aldrich: katalogové Cislo: P0847, Sarze: SLBS7980, Cistota: 99,7 %
Meloxikam, Supelco: katalogové Cislo: PHR1799, SarZze: LRAC3164, Cistota: 99.9 %

Kyselina tiaprofenova CRS, Evropsky Iékopisny standard: katalogové Ccislo:
EPT1410900, Sarze: 1.3 + 1.2

Kyselina salicylova, Sigma-Aldrich: katalogové Cislo: 247588, Sarze: 10630EA,
Cistota: 99,4 %

Ibuprofen, Supelco: katalogové Cislo: PHR1004
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4.2.3. Doplnky stravy s boswellovymi kyselinami

L2Arthr.Boswell“, 180 tbl., deklarovany obsah: 450 mg 65 % standardizovaného extraktu
Boswellia serrata v jedné tableté (davkovani — 3xdenné 1 tbl., obsah v denni davce
1050 mg), pavod: Nutricius s.r.o., Praha, Cesky republika, $arze: 2AB384022.

~owanson Boswellia serrata extract”, 60 kapsli, deklarovany obsah: 125 mg extraktu
Boswellia serrata ,5-LOXIN® standardizovany na 30 % AKBA (davka — 1 kapsle
denné), plvod: Swanson health products, Fargo, ND, USA, nakoupeno pfes
internetovy obchod: Naturawit.cz, Sarze: 252403

.Boswellia Extract, 120 kapsli, deklarovany obsah: 250 mg extraktu
standardizovaného na 85 % boswellovych kyselin (davka — 1 kapsle denné), pavod:
HealthyHey Foods, Bombai, Indie, Sarze: BEBSE2022010122

.Boswellia extrakt®, 40 tbl., deklarovany obsah: Boswellia serrata extrakt 450 mg ve 3
tabletach. (150 mg v jedné tableté, davkovani — 3xdenné 1 tbl.), pavod: ELIT-PHARM,
Dnépropetrovk, Ukrajina, dovozce do CR: TML, a.s., $arze: 01102022

4.3. Pfiprava roztoku

4.3.1. Zakladni elektrolyt (BGE)

Zakladni elektrolyt se sklada z 50% roztoku 40 mM octanu amonného (vodna slozka)
a 50 % prfedem pfipravené smési methanolu a acetonitrilu v poméru MeOH: ACN 1:4
(organicka slozka). Pfi pripravé 200 ml roztoku zakladniho elektrolytu se navazi 308
mg octanu amonného do kadinky a rozpusti se v cca 50 ml ultraCisté vody. 1 ml 25%
amoniaku se v malé kadince zfedi na 10 ml. Za stalého michani magnetickym
michadlem se po kapkach pfidava zfedény amoniak do konec¢ného pH 8,5. Tento
roztok se kvantitativné pfevede do 100 ml odmérné banky, doplni vodou po rysku a
protfepe. V 250 ml uzaviratelné sklenéné nadobé smisime roztok octanového pufru a
pfedem pfipravené organické slozky v poméru 1:1 a promisi se. Roztok zakladniho
elektrolytu se skladuje v lednici. Pfed spusténim analyzy se elektrolyt prefiltruje pres
stfikackovy PVDF filtr o praméru filtrani membrany 25 mm a velikosti p6ra 0,22 uym
do 2 ml vialek a necha se odplynit po dobu 5 minut v ultrazvukové lazni.

4.3.2. Zasobni roztoky NSAID standardu

Navazime potfebné mnozstvi nesteroidnich antiflogistik do 10 ml sklenéné vialky a
rozpustime v potfebném mnozstvi methanolu. Koncentrace zasobnich roztokU jsou: 2
mg/ml (pro ibuprofen, k. tiaprofenovou, ketoprofen a flurbiprofen), 1 mg/ml (pro
sulindak, karprofen, indometacin a diklofenak) a 0,2 mg/ml (pro meloxikam,
fenylbutazon, k. salicylovou, piroxikam a k. niflumovou).
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4.3.3. Zasobni roztoky BA standardd a extraktu

Navazi se cca 0,5 mg standardd jednotlivych boswellovych kyselin do 10 ml sklenéné
vialky a rozpusti se v potfebném mnozstvi methanolu na koncentraci 100 ug/ml.
Analogicky se postupuije pfi pfipravé standardniho USP extraktu boswellovych kyselin,
s tim rozdilem, Ze se navazuje cca 5 mg extraktu a rozpousti se na koncentraci 1
mg/ml. Po rozpusténi standardu se vialka uzavfe a roztok se promicha na vortexové
michacce.

4.3.4. Pracovni roztoky boswellovych kyselin

Mikropipetou se odebere potfebné mnozstvi zasobniho roztoku standardu
boswellovych kyselin, v 10 ml vialce se doplni methanolem na pozZadovanou
koncentraci a promicha se na vortexové michacce.

4.3.5. Pracovni roztoky nesteroidnich antiflogistik

Mikropipetou se odebere potfebné mnozstvi zasobniho roztoku standardd
nesteroidniho antiflogistika, v 10 ml vialce se doplni methanolem na pozadovanou
koncentraci a promicha se na vortexové michacce.

4.3.6. Extrakce analytu z dopliku stravy
ExtrakCni postup A1:

Postupuje se dle formy doplfiku stravy. Je-li doplnék stravy v tableté, tableta se rozdrti
a rozetre v Cisté, sucheé trence, v pfipadé tobolky se tobolka otevre a jeji obsah vysype
na hodinové skli¢ko. (I) Takto zpracovaného prachu se navazi na analytickych vahach
do 10 ml uzaviratelné vialky 50 mg. Pokud je doplnék stravy ve formé jemného prachu,
navazi se pfimo. (ll) K prachu se pfidaji 2 ml methanolu, (lll) vialka se uzavie a obsah
se extrahuje po dobu 30 minut v ultrazvukoveé lazni. (IV) Mikropipetou se obsah vialky
v€etné zakalu prevede do predchystané injekéni stfikacky s nasazenym
stfikackovym filtrem s PVDF membranou o priméru 13 mm a velikosti poru 0,22 um a
prefiltruje se do 5 ml odmérné banky. Skfikacka s filtrem se nékolikrat proplachne
methanolem a tento methanol se také prefiltruje do odmérné bariky. (V) Odmérna
barika s extraktem se doplini po rysku methanolem a promicha. (VI) Z odmérné barky
se odebere mikropipetou 1 ml extraktu a pfevede do Cisté 5 ml odmérné barky, ktera
se doplni methanolem po rysku. Vysledna koncentrace roztoku extraktu je 2 mg/ml.

Extrakéni postup A2:

V alternativnim postupu A se navazi v kroku (I) 10 mg praskového doplriku stravy a
v kroku (ll) se extrahuje v 0,4 ml methanolu. Misto 5 ml odmérnych banék v kroku (IV)
se pouzivaji 1 ml odmérné bariky. Koncentrace tohoto roztoku extraktu je 10 mg/ml.
Extrakt se dale jiz nefedi.

37



Extrakéni postup B:

() Do 2 ml mikrozkumavek typu eppendorf se navazi 10 mg praskovaného dopliku
stravy (viz postup A). (ll) K prachu se pfida 1 ml methanolu a (lll) extrahuje se
v ultrazvukové lazni 10 minut. (IV) Mikrozkumavka s extraktem se poté centrifuguje po
dobu 5 minut pfi 4300 g. (V) Supernatant se odebere mikropipetou a prefiltruje
stfikackou s nasazenym stfikackovym filtrem do 5 ml odmérné banky. K sedimentu na
dné mikrozkumavky se pfida dalSi 1 ml MeOH a kroky (lll) az (V) se jesté dvakrat
opakuji. (VI) V poslednim opakovani se odebere spolu se supernatantem i sediment a
prefiltruje se do odmérné bariky, ktera se posléze doplni methanolem po rysku.
Vysledna koncentrace roztoku extraktu je 2 mg/ml.

4.3.7. Roztok 1M amoniaku ke kondicionaci kapilary

Do 5 ml odmérné barky z tmavého skla se pomoci mikropipety pfida 0,78 ml 25%
vodného roztoku amoniaku. Do banky se doplni voda po rysku a roztok se promicha.

4.4. Parametry méreni

Pro elektroforetickou separaci byla pouZivana kfemenna Kkapilara potazena
polyimidem s vnitinim pramérem 50 pm, vné&jSim prdmérem 375 um a efektivni (v CE-
MS efektivni=celkova) délkou 76 cm.

Pfed prvnim pouzitim a na zaCatku kazdého dne byla kapilara kondiciovana po dobu
600 s vodnym roztokem 1M amoniaku, 600 s vodou a 600 s BGE v tomto poradi pfi
tlaku 1000 mbar.

Pfed kazdym individualnim nastfikem vzorku byla kapilara proplachnuta BGE po dobu
240 s. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 50 mbar nejprve po dobu 6 s, po
optimalizaci doby nastfiku 12 s. Po vzorku byl do kapilary nadavkovana predélovaci
zona BGE po dobu 2 s pfi tlaku 50 mbar. Separace probihala pod napétim +27 kV.
Generovany proud dosahoval v praiméru hodnot kolem 11-12 pA. EOF migroval ve
sméru ke katodé. Kapilara byla termostatovana na teplotu 25 °C.

Na konci dne byla kapilara proplachnuta po dobu 600 s BGE a posléze 600 s vodou
pfi tlaku 1000 mbar.

Parametry AJS iontového zdroje byly pro prvni experimenty nastaveny na tyto hodnoty:
teplota suSiciho plynu 120 °C, proud suSiciho plynu 11 I/min, tlak nebulizéru - 12 psi,
teplota pfidavného plynu 110 °C, proud pfidavného plynu 4 I/min, napéti na ESI
kapilafe -2000 V, napéti na trysce -1250 V. Tyto parametry byly v ramci této prace
optimalizovany experimentalnim designem. Po optimalizaci parametrd iontového
zdroje se dale pracovalo za téchto podminek: napéti na ESI kapilafe -3750 V, napéti
na trysce -2000 V. Napéti vysokotlaké iontové nalevky hmotnostniho spektrometru bylo
nastaveno na -150 V a po optimalizaci na -199 V, napéti nizkotlaké iontové nalevky
mélo hodnotu -60 V a po optimalizaci -112 V. Detekce probihala v negativhim maodu.
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Skenovaci doba jednoho SRM pfechodu byla 20 ms. Pfidané napéti elektronového
zesilovace (AEMV) bylo 0 V.

DalSim parametrem iontového zdroje byl tlak nebulizéru, ktery mél pavodné hodnotu
12 psi a po univariantni optimalizaci se dale pracovalo pfi 6 psi. Pfidavnou kapalinou
byl roztok isopropylalkohol: voda v poméru 75:25 (v/v), ktery byl posléze optimalizovan
na pomér 50:50 (v/v). Pratok SL byl pldvodné nastaven na 0,4 ml/min, pozdéji byl
optimalizovan na prutok 0,6 ml/min. SL pumpovana kvartérni pumpou byla rozdélena
splitterem v poméru 1:100, tzn Ze skuteCny pritok byl 4 uyl/min, resp. 6 pl/min.
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4.5. Hodnoceni metody

Plocha piku korigovana migraénim ¢asem

At = 4
/t= -
Rovnice 9
A — plocha piku
t,, — migracni ¢as [min]
Pomér signalu k Sumu
S 5y 2H
N h
Rovnice 10
H — vy$ka piku
h — rozsah Sumu zakladni linie
Smérodatna odchylka
n—1
Rovnice 11
X; — hodnota jednotlivého mérfeni
X — pramér namérenych hodnot
N — celkovy pocet namérenych hodnot
x
Relativni smérodatna odchylka
SD
RSD =100 X —
X
Rovnice 12

SD — smérodatna odchylka (viz rovnice 11)

X — primér naméfenych hodnot
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5. Vysledky a diskuse

5.1. PocCateCni podminky metody

Tato prace navazuje na vychozi metodu vyvijenou a prezentovanou D. Kosolapovem
na 13. Postgradualni konferenci na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy [30]. Pro
pocCate¢ni experimenty bylo pFfevzato nastaveni parametrl iontového zdroje (viz
kapitola 4.4), slozeni BGE a SRM pfechody, jejichz kompletni seznam je v pfiloze v
kapitole 8.2, a slozeni pfidavné kapaliny (isopropylalkohol: H20 — 75:25).

Jelikoz Mgr. Kosolapov pozoroval kratkou zivotnost separacnich kapilar, bylo nutné
provést experimenty mapujici vliv sloZzeni pfidavné kapaliny na lamavost kapilar.
Polyimidovy obal mlze v prostfedi amoniaku podléhat aminolyze a pfi dlouhodobém
pouzivani muze v prostfedi organickych rozpoustédel bobtnat, coz muize vést
k ucpavani kapilary, nebo ke zlomeni kfemenné kapilary uvnitf kovové ESI kapilary
v dusledku ztraty ohebnosti a tim padem mensi pevnosti v tahu [31]. Je mozné, Ze
vysoka teplota a tlak pfidavného plynu v Agilent JetStream iontovém zdroji mohou
degradaci kapilar urychlovat [32]. Tyto jevy se obyCejné projevi jako nestability
v proudovém zaznamu. Bylo pfipraveno 7 roztokl do nichz byly vlozeny malé, cca 5
cm dlouhé kusy kiemenné kapilary. Tyto roztoky byly: Cisty isopropropanol; 50 %
isopropylalkohol v ultraCisté vodé; 50 % roztok methanolu v ultradisté vodé a jeho ffi
smési s pfidavkem amoniaku (1%NHs, 0,1% NHs a 0,01% NHs). Experiment byl
vyhodnocen po tydnu. Ve vSech roztocich s amoniakem doslo k nabobtnani obalu
kapilary, zfejmé jako dusledek aminolyzy polyimidu. Nejvice nabobtnaly obal byl u
kapilary ponofené v 1% NHs, cozZ bylo jasné pozorovatelné i okem. Na zakladé téchto
vysledkl nebylo pokraCovano s pfidavkem NH3s do pfidavné kapaliny.

Béhem vyvoje metody byla také testovana nevodna elektroforéza (non-aqueous
capillary electrophoresis — NACE), kde BGE obsahuje pouze organické slozky. (napf.
methanol, acetonitril, octan amonny). V tomto pokusu ovSem nedoS$lo k separaci
boswellovych kyselin od EOF.

V ramci diplomové prace J. Pouskové byla testovana i MEKC-MS vyuzivajici tékavé
micely tvofené perfluorooktanovou kyselinou. Béhem téchto experimentli ovSem
nedoSlo k detekci aBA a BBA. Jelikoz je perflurooktanova kyselina persistujici
organicky polutant, nebylo z environmentalnich divodi mozné timto smérem ve vyoji
metody pokracovat [33].

5.2. Optimalizace nastaveni iontového zdroje pomoci DoE

Nastaveni jednotlivych parametrli iontového zdroje bylo optimalizovano pomoci DoE
s cilem lépe porozumét vlivu téchto parametrd na ionizaci jednotlivych analytl a
zaroven pripadné zlepsit citlivost metody pro tyto analyty. Studované faktory byly
jednotlivé parametry nastaveni iontového zdroje, u kterych lze pfedpokladat vliv na
miru ionizace analytl: teplota (gas temperature — GT) a pritok susiciho plynu (gas
flow — GF), teplota (sheath gas temperature — SGT) a prutok pfidavného plynu (sheath
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gas flow — SGF), napéti na ESI kapilafe (sprayer voltage — SV), napéti na trysce
(nozzle voltage — Noz), napéti na vysokotlaké iontové nalevce (iFunnel voltage high
pressure — FHP) a napéti na nizkotlaké iontové nalevce (iFunnel voltage low pressure
— FLP). Rozmezi teploty a pritoku suSiciho a pfidavného plynu bylo potfeba vybrat
tak, aby se predeslo riziku lamani separacni kapilary v CE-ESI nebulizéru [31], [32].
Screening i optimalizace byly provedeny pouze pro kvantitativni prechody
boswellovych kyselin a nesteroidnich antiflogistik. Dohromady se tedy studovalo
nastaveni parametr(l iontového zdroje pro 17 analytd. Jako odezvy byly vybrany
intenzita signalu, tj. plocha korigovana migracnim ¢asem a pomeér signalu k Sumu;
celkem tedy 32 odezev. Pro screening i optimalizaci byly pouzity smésné roztoky
standardu boswellovych kyselin od spole¢nosti Chemfaces o koncentraci 100 pg/ml a
nesteroidnich antiflogistik o koncentracich 10 pg/ml.

5.2.1. Screening

Pro screening byl vybran frakéni faktorialni design experimentu o dvou urovnich,
model designu byl linearni. Experiment byl navrhnut pomoci softwaru MODDE Pro.
Matici experimentu tvofilo 16 rdznych experimentd s proménlivymi hodnotami
zkoumanych faktorli, a jednoho ftriplikatu o stejnych hodnotach uprostfed rozsahu
testovanych parametri pro ovéfeni opakovatelnosti analyzy. Celkem bylo v prabéhu
screeningoveho designu provedeno 19 analyz. -

Zkoumanymi faktory a jejich rozsah byly:
1. Teplota susiciho plynu (80-200 °C)

. Teplota pfidavného plynu (80-170 °C)
. Pratok pfidavného plynu (4-8 I/min)

. Pratok susiciho plynu (11-20 I/min)

. Napéti na trysce (0-2000 V)

. Napéti na ESI kapilafe (1000-4500 V)

. Napéti na vysokotlaké iontové nalevce (10-210 V)

0 N O O b~ W N

. Napéti na nizkotlaké iontové nalevce (10-210 V)

Aby byla eliminovana moznost systematické chyby, pofadi experimenti bylo
randomizovano. Konkrétni nastaveni experimenti vcetné jejich poradi je uvedeno
v tabulce 2.
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Tabulka 2 Souhrn experimentt pro screening pomoci frakéniho faktorialniho designu.

_ :‘Z:Zfa T Pratok | Napéti | Napéti | Napéti  na | Napéti na | Pritok
Cislo. S oridavacho | Pidavného na |na ESI|vysokotiaké | nizkotlaké | susicino
experimentu ovnu | blyna (o) | PR trysce | kapilafe | iontové iontové | plynu
= (ifmin) ™ | nalevce (V) |nalevce | (I/min)
N1 6 80 80 4 0 1000 10 10 11
N2 12 200 80 4 0 1000 210 210 20
N3 2 80 170 4 0 4500 10 210 20
N4 10 200 170 4 0 4500 210 10 11
N5 13 80 80 8 0 4500 210 210 11
N6 3 200 80 8 0 4500 10 10 20
N7 5 80 170 8 0 1000 210 10 20
N8 19 200 170 8 0 1000 10 210 11
N9 9 80 80 4 2000 | 4500 210 10 20
N10 1 200 80 4 2000 |4500 10 210 11
N11 7 80 170 4 2000 | 1000 210 210 11
N12 15 200 170 4 2000 | 1000 10 10 20
N13 18 80 80 8 2000 | 1000 10 210 20
N14 17 200 80 8 2000 | 1000 210 10 11
N15 14 80 170 8 2000 |4500 10 10 11
N16 11 200 170 8 2000 |4500 210 210 20
N17 16 140 125 6 1000 |2750 110 110 15,5
N18 8 140 125 6 1000 | 2750 110 110 15,5
N19 4 140 125 6 1000 | 2750 110 110 15,5

VétsSinu odezev bylo nutno v programu MODDE Pro logaritmicky transformovat pro
zvySeni hodnot R2 (koeficient determinace) a Q2 (koeficient predikovatelnosti)
s vyjimkou odezev S/N pro kyselinu niflumovou a karprofen. Vysledky screeningu
ukazaly, které faktory zasadné ovlivriuji intenzitu signalu pro vétSinu analytd. Faktory
s nejvétSim vlivem na model byly: napéti na trysce, napéti na ESI kapilafe, napéti na
vysokotlaké iontové nalevce, napéti na nizkotlaké iontové nalevce (viz obrazek 11 a
obrazek 12). Faktor ,priatok suSiciho plynu“ mél vzdy s rostouci hodnotou negativni vliv
na odezvu s vyjimkou S/N flurbiprofenu a diklofenaku. a byl tak pro pozdéjsi
optimalizaci stanoven na hodnotu 11 I/min. Zbyvajici faktory (prutok a teplota
pfidavného plynu, teplota susiciho plynu) mély proménlivy, avSak povétsinou nizky vliv
na studované odezvy A/t a S/N i na kvalitu modelu. Odstranénim faktorl s malym
vlivem na model dochazelo ke zlepSeni R2 a Q2 a tim padem zlepSeni predikéniho
modelu.

43



0.5 [ ey

05- . SGT
1 [ sGr

0'4__ . Moz

0.3 B

03 . FHP
) j Fre

0.1 [ K

':l -

01

0.2 1

0.3

Aregftime 511.4-259.0~ 1
Area/time 497.2-> 55,0~
Area/time 4684-=3581.2~ 1
Area/time 455.2-= 3771~ 1

Obrazek 11 Souhrn hodnot koeficientt (95 % interval spolehlivosti) pro odezvy A/t boswellovych kyselin. GT — teplota
susiciho plynu, SGT — teplota pfidavného plynu, SGF — pritok pridavného plynu, Noz — napéti na trysce, SV —
napéti na ESI kapilare, FHP — napéti na vysokotlaké iontové nélevce, FLP — napéti na nizkotlaké iontové nalevce,
GF — prutok susiciho plynu. Hodnoty koeficient( faktort >0 na ose y zvySuji odezvu, zatimco koeficienty faktort <0
odezvu sniZuji.
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Obrazek 12 Souhrn hodnot koeficient( (95 % interval spolehlivosti) pro odezvy A/t NSAID. GT — teplota suSiciho
plynu, SGT — teplota pridavného plynu, SGF — pritok pridavného plynu, Noz — napéti na trysce, SV — napéti na
ESI kapilare, FHP — napéti na vysokotlaké iontové nalevce, FLP — napéti na nizkotlaké iontové nalevce, GF — priitok
susiciho plynu. Hodnoty koeficient( faktort >0 na ose y zvySuji odezvu, zatimco koeficienty faktort <0 odezvu
snizuji.

Vliv jednotlivych faktor( na koeficienty odezvy S/N sledovanych latek je v kapitole 8.3.

Na obrazku 13 je zobrazen 4D vrstevnicovy graf, ze kterého Ize vycist, Ze se zménou
hodnoty pratoku a teploty pfidavného plynu neni ovlivnéna odezva A/t pro AKBA
zatimco vliv napéti na ESI kapilafe a napéti na trysce maji vliv na intenzitu signalu
vyjadfenou jako A/t. Jelikoz Ize podobné zavéry vyvodit i pro dalSi odezvy, nejsou jiz
dale v této praci podrobnéji prezentovany. Jinymi slovy, tyto 4D vrstevnicové grafy
ilustruji analogické trendy jako jiz prezentované grafy s hodnotami koeficientl (viz
obrazek 11 a obrazek 12).
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Obrézek 13 4D vrstevnicovy graf odezvy korigované plochy pro AKBA. Zobrazenymi faktory jsou pratok pridavného plynu
(nahore), napéti ESI jehly (vpravo), napéti na trysce na ose X (dole), teplota pritoku pfidavného plynu na ose Y (vlevo).
Konstantni faktory a jejich hodnoty v tomto grafu jsou nasledujici: teplota susiciho plynu = 140 °C; napéti nizkotlaké iontové
nalevky =110 V, napéti vysokotlaké iontové nalevky = 110 V; pritok suSiciho plynu = 15,5 I/min.
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5.2.2. Optimalizace

Pro optimalizaci byl pouzit centralné kompozitni design o nulté a dvou dalSich
urovnich. Faktory, které ve screeningu nejvice ovliviiovaly odezvy korigované plochy
a pomér signalu k Sumu byly Noz, SV, FLP a FHP. Rozsah urovni téchto faktort pro
optimalizaci byl nasleduijici:

1. Napéti na trysce (500-2000 V)

2. Napéti na ESI kapilafe (1000-4500 V)

3. Napéti na vysokotlaké iontové nalevce (80-210 V)
4. Napéti na nizkotlaké iontové nalevce (10-210 V)

Faktory s malym vlivem na odezvy byly nastaveny na konstantni hodnoty: Teplota
susiciho plynu — 120 °C, prutok susSiciho plynu — 11 I/min, teplota pfidavného plynu —
110 °C, prutok pfidavného plynu — 4 I/min.

Experimentalni plan pro optimalizaci zahrnoval 25 analyz, z toho 3 tvofily triplikat
stfednich hodnot proménnych (viz tabulka 3). Pofadi jednotlivych experimentl bylo
randomizovano jako v pfedchozim pfipadé.
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Tabulka 3 Souhrn experimentt pro optimalizaci pomoci centralné kompozitniho designu

- o o Napéti na Napé'ti .

Clslo_ Pofadi Napéti na Nap_etlv na ESI vysokotlaké na n|zk’otlake

experimentu trysce (V) |kapilare (V) iontové nalevce (V) |o’ntove
nalevce (V)

N1 6 500 1000 80 10

N2 20 2000 1000 80 10

N3 24 500 4500 80 10

N4 22 2000 4500 80 10

N5 21 500 1000 210 10

N6 14 2000 1000 210 10

N7 3 500 4500 210 10

N8 17 2000 4500 210 10

N9 1 500 1000 80 210

N10 7 2000 1000 80 210

N11 8 500 4500 80 210

N12 27 2000 4500 80 210

N13 23 500 1000 210 210

N14 12 2000 1000 210 210

N15 25 500 4500 210 210

N16 19 2000 4500 210 210

N17 5 500 2750 145 110

N18 13 2000 2750 145 110

N19 11 1250 1000 145 110

N20 18 1250 4500 145 110

N21 15 1250 2750 80 110

N22 4 1250 2750 210 110

N23 26 1250 2750 145 10

N24 9 1250 2750 145 210

N25 16 1250 2750 145 110

N26 2 1250 2750 145 110

N27 10 1250 2750 145 110

Obdobné jako pfi screeningu, vétSina odezev byla logaritmicky transformovana pro
ZlepSeni hodnot R2 a Q2 predik¢niho modelu, s vyjimkou diklofenaku, niflumoveé
kyseliny a ketoprofenu, u nichz byly hodnoty R2 a Q2 uspokojivé i bez transformace.
Vliv proménnych je u analyzovanych latek variabilni, obyCejné je vSak vliv samotnych
faktord na odezvu (A/t, S/N) vySSi nez zavislost interakce vlivu riznych dvou faktord
navzajem. Vzhledem k tomu, Ze jde o analyzu Siroké skupiny latek s velmi rozdilnymi
chemickymi strukturami, faktory jejichz zména ma nejvétsi efekt na odezvu jsou pro
riizné latky jiné. Faktory mohou mit také rozdilny vliv na odezvu A/t a S/N u jedné latky.
Pro A/t muze byt dllezity jeden faktor, zatimco u S/N nema velky vyznam a dulezity je
jiny.

Porovnani vlivu faktor na odezvu A/t pro boswellové kyseliny a nesteroidni
antiflogistika je na obrazku 14 a obrazku 15. Porovnani vlivu faktort na odezvu S/N je
pak v kapitole 8.4. Obecné |ze pro odezvu A/t konstatovat, ze FLP ma témér vzdy
relativné nejvétsi vliv a to u 9 latek (KBA, ao/BBA, indometacin, fenylbutazon,
diklofenak, ibuprofen, ketoprofen, flurbiprofen, kyselina salicylova). Rostouci hodnota
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FLP ma pozitivni vliv na odezvu u 12 latek, negativné ovliviiuje odezvu jen u
piroxikamu, diklofenaku, karprofenu, ibuprofenu a kyseliny salicylové.

SV je nejvlivnéjsi faktor pro AKBA, Aa/ABBA, meloxikam, piroxikam, Kkyselinu
niflumovou a kys. tiaprofenovou. Se zvySujici se hodnotou Noz témérf vzdy dochazi ke
zvyseni odezvy. Se zvySujicim se SV a Noz se snizuje odezva pouze u kyseliny
salicylové a fenylbutazonu. SV a FLP ovSem obecné pfi stoupajici hodnoté nastaveni
zvySuji odezvu jen v urcitém intervalu, pak se opét odezva s rostouci hodnotou snizuje
(napf. vrstevnicovy graf na obrazku 16). FHP ma v porovnani s ostatnimi faktory
obyc€ejné mensi vliv na intenzitu odezvy, u vétSiny latek se se zvysujici se hodnotou
FHP zveda i hodnota odezvy. U tfi slouCenin (Aa/ABBA, piroxikam a kyselina
niflumova) se odezva pfi zvySovani hodnoty FHP od urcité hodnoty sniZzovala. Pro
ibuprofen byla intenzita odezvy se zvySujici hodnotou FHP ve vztahu nepfimé uméry,
tj. dochazelo ke snizeni odezvy A/t. Pro AKBA nemélo nastaveni FHP témér zadny vliv.
Odezvy Alt Ize obecné rozdélit do Ctyr trendu, které jsou popsané ve vrstevnicovych
grafech v kapitole 8.6.

Pro S/N plati obdobné jako u A/t, ze FLP ma nejvyraznéjsi vliv, nicméné vliv dalSich
faktoru je vice variabilni nez pro A/t. Nelze tedy zobecnit trendy do nékolika skupin,
jako u odezev pro A/t. Odezva S/N pro diklofenak byla z dalSi optimalizace odstranéna
pro nizkou shodu s modelem, a protoze odezvy nékterych jeho experimentalnich bod
byly softwarem Modde vyhodnoceny jako odlehlé hodnoty. Na obrazku 16 a obrazku
17 jsou vrstevnicové grafy pro odezvu A/t a S/N u Aa/ABBA. Odezva A/t v grafu na
obrazku 16 se zvétSuje s rostoucim FLP a SV jen v urc€itém intervalu. Noz musi byt
nastaven na nejvys$si hodnotu (2000 V) pro dosazeni nejvysSi odezvy, zatimco FHP
zvySuje odezvu jiz od stfednich hodnot (145 V). V grafu na obrazku 17 pro odezvu S/N
vSechny rostouci faktory zvySuji odezvu jen do urcitého bodu, poté se zvySujici se
hodnotou faktorl odezva opét klesa. Odezva S/N pro Aa/ABBA by tak méla optimum
v prostfednich hodnotach pro Noz a FHP a cca ve 2/3 nastaveni pro FLP a SV.
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Obrézek 14 Souhrn hodnot koeficientt (95 % interval spolehlivosti) pro odezvy A/t boswellovych kyselin. GT — teplota
susiciho plynu, SGT — teplota pridavného plynu, SGF — pritok pfidavného plynu, Noz — napéti na trysce, SV —
napéti na ESI kapilare, FHP — napéti na vysokotlaké iontové nélevce, FLP — napéti na nizkotlaké iontové nalevce,
GF — prutok susiciho plynu. Hodnoty koeficient( faktor( >0 na ose y zvySuji odezvu, zatimco koeficienty faktort <0
odezvu snizuji
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Obrézek 15 Souhrn hodnot koeficientti (95 % interval spolehlivosti) pro odezvy A/t NSAID. GT — teplota suSiciho
plynu, SGT — teplota pfidavného plynu, SGF — pratok pridavného plynu, Noz — napéti na trysce, SV — napéti na
ESI kapilare, FHP — napéti na vysokotlaké iontové nalevce, FLP — napéti na nizkotlaké iontové nalevce, GF — pritok
susiciho plynu. Hodnoty koeficientl faktord >0 na ose y zvySuji odezvu, zatimco koeficienty faktort <0 odezvu
snizuji.
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Obrazek 16 Vrstevnicovy graf pro odezvu A/t u Aa/ABBA. Na ose y — napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkozlaké iontové nalevce (FLP),nahore ve tfech trovnich

— napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech drovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva se zvétsuje s rostoucim Noz. FHP, FLP a SV zvétsuji odezvu jen
v urcitém intervalu.
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Obrézek 17 Virstevnicovy graf pro odezvu S/N u Aa/ABBA. Na ose y — napéti na ESI kapilare (SV), na ose x — napéti na nizkozlaké iontové nalevce (FLP), nahore ve tfech urovnich
— napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech trovnich — napéti na trysce (Noz). VSechny rostouci faktory zvysuji odezvu jen v urcitém intervalu, poté se
zvysujicimi se faktory odezva klesa.
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V kapitole 8.7 je souhrn pozadavku pro nalezeni optimalniho nastaveni parametrl
iontového zdroje tak, aby byla maximalizovana jak odezva A/t, tak i odezva S/N. Timto
nastavenim iontového zdroje by mélo byt nalezeno kompromisni optimum pro vSechny
analyty. Zadané hodnoty pro minimalni pozadovanou a cilovou pozadovanou odezvu
byly zvoleny vizualnim vyhodnocenim vrstevnicovych grafu v softwaru Modde.

Diky variabilité vliva faktorl mezi A/t a S/N a Sirokém spektru optimalizovanych latek
neni zcela mozné zvolit robustni nastaveni, ve kterém by vSechny latky
v rozmezi nastaveni optimalizaCniho nastroje programu MODDE poskytovaly
pozadovanou odezvu (obycCejné co nejvyssi) pro oba parametry bez urcitého rizika
selhani. Optimalizacni nastroj navrhl 20 optim, z nichZ nalezené optimum 9 je shrnuto
v tabulce 4. Vysledné nastaveni je tedy kompromisem, ktery ma za cil poskytnout
uspokojivou odezvu i pfes to, Ze nastaveni neni pro nékteré latky optimalni.

Tabulka 4 Finalni hodnoty parametrt iontového zdroje po optimalizaci.

Faktor jednotka | Navrzené nastaveni Skute€né
optimalizacnim nastaveni
nastrojem

Napéti na ESI|V 3766,51 3750

kapilare

Napéti na trysce \% 1988,83 2000

Napéti na Vv 199,303 199

vysokotlaké

iontové nalevce

Napéti na Vv 112,412 112

nizkotlaké iontové

nalevce

Prutok I/min - 11

suSiciho plynu

Teplota °C - 120

suSiciho plynu

Prutok I/min - 4

pfidavného plynu

Teplota °C - 110

pfidavného plynu
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Tabulka 5 Namérené hodnoty pfi optimalnim nastaveni (zelené sloupce) v porovnani s hodnotami predikovanymi
softwarem MODDE. (modré sloupce). Ve Zlutych sloupcich je pomér namérené/predikované, ukazujici miru shody
mezi navrhovanymi optimalnimi podminkami a skute¢né naméfenymi hodnotami (n=9).

Pomér
Namérené Predikované | namérené/predikované
Alt (RSD) SIN(RSD) |At  |[SIN |Aft SIN

AKBA 687 (9,8%) |107357%) |20 |67 799  |16%
Aa/ABBA 1493 (9,9 %) |431(252%) 2191 |72 g9, |60 %
KBA 1668 (9,6 %) |598 (35,1 %) |2°°7 |82 |63%  |70%
o/BBA 299 (11,7 %) |165486%) |°2° |80 |579,  |o19
Meloxikam 8671 (8.4 %) |5405 (39,4 %) | 10144 |12981 |g50,  [439,
Piroxikam 5290 (4.5%) |2384 (19,7 %) |°01% |8195 11050, |38
Indometacin  |317 (127 %) | 1121 (49,6 %) |***  |%?? |70% |48 %
Sulindak 387 (112%) |388(268%) |22 |17 |749,  |279
Fenylbutazon | 16750 (3,6 %) |5135 (20,0 %) | 12310 3321 140909, [1559
Diklofenak 1977 (10,2 %) |548 (24,7 %) |23%% |. 83% |-

K. niflumova | 45082 (11,0 %) | 4462 (24,7 %) | 49830 6862 19009, |65
Karprofen 2180 (17,3 %) | 1347 (20,0 %) |39°8 |4%80 5509, |31
K. tiaprofenova |81 (8,0 %) 241392%) |20 |%* l100% 103 %
Ibuprofen 161 (71%)  |155(26,1%) | % (199 |1209% |97 %
Ketoprofen  |176 (91 %) 286 31,1%) |°°° |?*®  ls5% |17 %
Flurbiprofen 197 (8.3%) 330307 %) 1222 |32 |goo  |o7 %
K. salicylova  |6480 (7,0%) 1925 (16,3%) |2>° 191 1909 |89 %

Nastaveni iontového zdroje navrzené optimalizacnim nastrojem bylo tfeba v nékterych
pfipadech upravit tak, aby bylo technicky nastavitelné. Napfiklad napéti na ESI
kapilafe 3766,5 V nelze softwarové nastavit, proto byla zvolena nejblizSi mozna
hodnota, tj. 3750 V (viz tabulka 4).

Odchylky mezi predikovanou hodnotou odezev a naméfenymi daty s optimalnim
nastavenim iontového zdroje jsou shrnuty v tabulce 5. Jak je z vysledkl patrné, tak
shoda pro A/t vrozmezi + 20 % byla dosazena u 10 analytd, coz je uspokojivy
vysledek. U zbylych analytu je mira shody mezi predikci a naméfenymi daty nizSi a
pohybuje se mezi 55-79 %.
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Opakovatelnost odezvy A/t (n = 9) byla v rozmezi 4-17 %, s tim, Ze vétSina analytl
vykazovala RSD okolo 10 %. Ztohoto vysledku je patrné, Ze je tfeba zlepSit
opakovatelnost metody, jak bude diskutovano v dalSi ¢asti této prace.

Pro odezvu S/N je mira shody predikované odezvy v optimu s naméfenymi daty
vyrazné niz8i. Pouze pro 6 analytu se liSi vrozmezi + 20 %, zatimco pro zbylé
slouCeniny byla vyrazné nizSi (16 % pro AKBA) nebo vyrazné vyssSi (napf. 155 %
fenylbutazon). To souvisi i s faktem, ze tato odezva je vyrazné méné opakovatelna. To
se ukazalo jak pfi analyze triplikatu v ramci centralniho kompozitniho designu, tak i pfi
analyze s optimalnim nastavenim iontového zdroje, kdy se RSD pro odezvu S/N
pohybuje v rozmezi od 16 % do 50 %. Z tohoto divodu je také predikéni sila modelu
pro S/N nizsi. Retrospektivné by pfi dalSi optimalizaci bylo vhodné&jsi pracovat jen
s odezvou A/t
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Obréazek 18 TIC zdznam smeési boswellovych kyselin a nesteroidnich antiflogistik pfi nastaveni iontového zdroje
optimalizovaného pomoci centralné kompozitniho designu (optimum 9). Oznaceni pikd: 1 —ibuprofen, 2 — karprofen, 3
- sulindak, 4- indometacin, 5 — ketoprofen, 6 — flurbiprofen, 7 — fenylbutazon, 8 — diklofenak, 9 — piroxikam, 10 — k.
tiaprofenova, 11 -meloxikam, 12 — niflumova kyselina, 13 — k. salicylova, 14 a 15— a/BBA, 16 — KBA, 17 a 18 - Aa/ABBA,
19-AKBA.
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5.3. Vybér extrakéniho postupu pro extrakci boswellovych kyselin
z doplAku stravy.

Byly zvazovany dva postupy extrakce boswellovych kyselin, které byly inspirovany
existujicimi extrak&nimi metodami v literatufe a miniaturizovany pro potfeby této prace
[34], [35]. Tyto postupy jsou uvedené v kapitole 4.3.6. Obéma postupy, A1 i B byly
pripraveny 3 vzorky. Kazdy vzorek byl analyzovan v triplikatu. K vybéru extrakcniho
postupu byl pouzit doplnék stravy Arthr.boswell spolecnosti Nutricius s deklarovanym
obsahem 65 % extraktu v 350 mg kadidlovniku pilovitého v jedné tableté.

Tabulka 6 Srovnani vysledk( extrakénich postupd. U kazdého postupu je uveden primér hodnot korigovana plochy

piku (At) ¢i pomér signalu k sumu (S/N) ze tfi vzorkt o tfech opakovanich pro vSechny boswellové kyseliny; dale
jejich smérodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné odchylky. (RSD)

Postup A1 |AKBA |Aa/ABBA |[KBA |o/BBA
Alt 526,928 |1226,530 |489,433 (422,607
SD 35,098 149,714 |23,550 |74,876
RSD 7% 12 % 5% 18 %
SIN 188,433 | 389,267 |203,067 318,411
SDsN 53,685 84,886  |72,421 |98,583
RSDsN 28% |22 % 36% |31%
PostupB |AKBA |Aa/ABBA |KBA | a/BBA
Alt 513,871 |1157,338 |502,260 |437,394
SD 31,621 145563 |38,495 |67,747
RSD 6 % 13 % 8 % 15 %
SIN 194,144 424,711 |309,044 | 319,300
SDsN 36,460 |122,665 [70,807 |118,851
RSDsN 19%  [29% 23% (37 %

Na zakladé vysledku (tabulka 6 a obrazek 19) lze konstatovat, ze oba extrakéni
postupy poskytuji velmi podobné vysledky jak z hlediska vyslednych korigovanych
ploch, tak i pfesnosti. Pro extrakci boswellovych kyselin z doplriku stravy byl nakonec
vybran postup A1, kvuli snadné manualni proveditelnosti a mensi Casové narocnosti.
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Obréazek 19 Grafické srovnani extrakénich postupt pro prumeéry korigovanych ploch boswellovych kyselin. Extrakéni
postup A1 je zobrazen modre, postup B oranzové. Na ose y je hodnota korigované plochy. Chybové usecky vyjadruji
smérodatnou odchylku.

54. Optimalizace dalSich parametrt pro zlep$eni opakovatelnosti
metody

5.4.1. Optimalizace slozeni pridavné kapaliny

Pomér organické a vodné faze v pfidavné kapaliné ma velky vliv na ionizaci analytd.
Dosavadni sloZeni SL bylo 75:25 (v/v) isopropylalkohol: ultraCista voda. Tento pomér
poskytoval dobrou odezvu a dobrou citlivost detekce. DalSi pokusy ovSem ukazaly, ze
tento pomér neni pro nesteroidni antiflogistika vhodny z hlediska opakovatelnosti.
Tento experiment zkoumal vliv tfi riznych poméra IPA a H20; pavodni 75:25 (v/v),
60'40 (v/v) a vyvéieny pomér 50'50 (v/v) Experiment byI spuétén % sekvenci od
nebot se posuzovala pfedevsim opakovatelnost analyzy. K experimentu byly vyu2|ty
standardy nesteroidnich antiflogistik o koncentracich: 10 pg/ml (pro karprofen,
flurbiprofen, ibuprofen, indometacin, ketoprofen, sulindak, k. tiaprofenovou), 2 ug/ml
(pro diklofenak), 0,8 pg/ml (pro meloxikam a piroxikam) a 0,2 pg/ml (pro k. niflumovou,
fenylbutazon a k. salicylovou).

Intenzita signalu je u latek: ketoprofen, ibuprofen, kyselina tiaprofenova, flurbiprofen,
diklofenak, sulindak a indometacin nejlepsi pfi poméru 60:40 (v/v), ktery je nasledovan
pomérem 50:50 (v/v). U sulindaku a indometacinu je abundance signalu vyssi pfi
poméru 75:25 (v/v) nez pfi 50:50 (v/v).
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Piroxikam, meloxikam, kyselina salicylova, fenylbutazon a kyselina niflumova mély
nejlepsi abundanci signalu pfi poméru 50:50 (v/v). Abundance signalu karprofenu byla
nejlepSi pfi poméru 75:25 (v/v) a zhorSovala se s klesajicim mnozstvim
isopropylalkoholu v SL. U v8ech analytl zlepSoval vyrovnany pomér isopropylalkoholu
a vody opakovatelnost vyjadfenou jako RSD, s vyjimkou kyseliny salicylové a
fenylbutazonu (rozdil 1-2 % ve prospéch poméru 60:40 (V/V). pro dalSi méfeni byla
tedy vybrana pfidavna kapalina skladajici se z 50:50 poméru isopropylalkoholu: H20
(tabulka 7 a obrazek 20).

Tabulka 7 Souhrnné srovnani vlivu pridavné kapaliny o sloZzeni IPA: H20 ve tfech riznych pomérech na korigovanou
plochu a opakovatelnost.

Pramér A/t SD RSD

75:25 |60:40 |50:50 |75:25 |60:40 |50:50 |75:25 |60:40 |50:50
Karprofen 1740 1553 1139 260 372 125 15,0% 123,9% |11,0%
Diklofenak 206 269 261 43 64 26 20,8 % |24,0% [ 10,1 %
Flurbiprofen 93 116 103 21 30 6 22,8% | 26,0 % |5,6 %
Ibuprofen 68 76 74 15 19 8 21,8% [25,4% |10,4 %
Indometacin 179 185 139 33 67 12 18,5 % |36,2% | 8,8 %
Ketoprofen 83 105 94 13 29 7 15,4% [28,1% |7,1%
Meloxikam 301 557 560 100 173 55 33,3% (31,2% |9,8%
nifumos 799|731 |1014 |es |74 |74 [81% |101%]7.3%
Fenylbutazon 164 217 256 19 12 18 11,9% |5,7% |6,9%
Piroxikam 170 315 323 64 120 27 37,4% |38,0% |8,4%
A 81 132|181 |7 7 p | e e
Sulindak 204 214 165 40 93 13 19,7 % |43,2% [ 7,6 %
toprofenovs |39 |52 |42 |9 10 |4 e | 1965 | Bk
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T|aprofenova

Obrazek 20 Porovnani korigovanych ploch A/t a opakovatelnosti odezvy NSAID pfi rizném sloZeni pfidavné kapaliny. Na ose y je hodnota A/t, chybové usecky vyjadiuji RSD
(n=6).
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5.4.2. Optimalizace nebulizacniho tlaku

Tlak nebuliza¢niho plynu ma vliv na tvorbu elektrospreje a ionizaci analytl, proto byly
provedeny experimenty s cilem zjistit optimalni hodnotu nebulizaniho tlaku, ktery byl
pred témito experimenty nastaven na 12 psi.

Rozsah testovanych nebuliza¢nich tlakd byl 12 psi — 6 psi klesajici vzdy po 2 psi,
zkoumal se tedy vliv na &tyfech rdznych urovnich. Kazda z hodnot byla analyzovana
v replikatu Sesti analyz (n=6). Byly pouzity roztoky standard( nesteroidnich antiflogistik
o koncentracich: 10 pg/ml (pro karprofen, flurbiprofen, ibuprofen, indometacin,
ketoprofen, sulindak, k. tiaprofenovou), 2 pg/ml (pro diklofenak), 0,8 pg/ml (pro
meloxikam a piroxikam) a 0,2 pg/ml (pro k. niflumovou, fenylbutazon a k. salicylovou)
a roztok Boswellia serrata USP extraktu o koncentraci 360 ug/mil.

Pfi snizovani nebuliza¢niho tlaku nedoslo ani k zasadnimu zlepSeni opakovatelnosti
vyjadiené jako RSD, ani k zasadni zméné abundance signalu (viz tabulka 8). Ze
zaznamu je patrna korelace mezi snizovanim nebulizaéniho tlaku a zpomaleni
migracniho ¢asu, coZz ma za nasledek zvySeni rozliSeni mezi jednotlivymi analyty, viz
elektroferogramy na obrazku 21. Tento pozorovany efekt Ize zdlvodnit snizenim
hydrodynamického toku BGE v separaéni kapilafe (v anglosaské literature
oznacovaném jako ,suction effect’) se snizujicim se nebulizacnim tlakem [36]. Pro
dalSi praci bylo proto pokracovano s nebulizaénim tlakem 6 psi.

W —1eps
3

— 8 psi

counts

11000 — 6 psi

o~

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
migracni ¢as (min)

Obrazek 21 Vliv nebulizacniho tlaku na separaci. Zobrazeny jsou TIC zaznamy.
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Tabulka 8 Srovnani A/t a RSD u riznych hodnot nebulizaéniho tlaku.

Alt RSD

6 psi 8 psi 10psi |12psi |6psi |8 psi |10 psi 12 psi
Karprofen 1118 1134 1089 1128 11,0% (4,0% |8,6% 11,6 %
Diklofenak 202 205 208 223 91% [|7,5% |6,6% 55%
Flurbiprofen 88 82 83 88 13,2% [6,8% 8,7% 7,5%
Ibuprofen 66 58 53 61 6,4% |11,0% |9,7% 11,5%
Indometacin 171 123 122 133 13,3% |8,1% |[11,0% 13,6 %
Ketoprofen 85 70 74 84 10,6 % [8,5% 11,1% 8,6 %
Meloxikam 299 433 496 467 45% (12,4% [10,4% 12,4 %
Kyselina niflumova 427 451 532 851 10,9% [14,2% |5,4% 11,7 %
Fenylbutazon 109 140 169 220 8,2% |14,1% |6,1% 8,4%
Piroxikam 187 211 256 250 8,3% |8,7% |7,8% 14,8 %
Kyselina salicylova 59 90 120 148 10,3% [4,0% |6,3% 9,8 %
Sulindak 202 164 159 143 10,8% (6,2% [9,6% 15,9 %
Kyselina tiaprofenova | 40 38 38 39 6,7 % 7,5% 7,4 % 7,7 %
KBA 324 230 206 202 6,4% |45% |6,7% 10,2%
Aa/ABBA 140 110 126 150 11,4% (7,5% |3,9% 9,3%
a/BBA 95 68 75 84 59% |6,8% |56% 11,8 %
AKBA 62 51 50 52 11,9% [14,2% |8,0% 6,0 %

5.4.3. Optimalizace doby nastfiku vzorku

Doba nastfiku je velmi dulezity parametr ovliviiujici citlivost metody. S delSi dobou
nastfiku se do kapilary totiz dostane vétSi mnozstvi analytl. Pokud je ovéem doba
nastfiku pfilis dlouha, nemusi se stihnout jednotlivé analyty dostateCné separovat.
Pdavodni doba nastfiku 6 s byla postupné zdvojnasobovana az do hodnoty 48 s.
Vysledna experimentalni sekvence se skladala z analyz s dobou davkovani vzorku 6
s, 12's, 24 s a 48 s. Kazda z téchto hodnot byla v sekvenci spusténa 6x (n=6). Byly
pouzity roztoky standardd nesteroidnich antiflogistik o koncentracich: 0,5 pg/ml (pro
karprofen, flurbiprofen, ibuprofen, indometacin, ketoprofen, sulindak, k. tiaprofenovou),
0,1 ug/ml (pro diklofenak), 0,04 ug/ml (pro meloxikam a piroxikam) a 0,001 ug/ml (pro
k. niflumovou, fenylbutazon a k. salicylovou) a roztok Boswellia serrata USP extraktu
o koncentraci 500 ug/ml.

Vysledky ukazuji, Ze rostouci doba nastfiku, resp. mnozstvi davkovaného vzorku
zhorsSuje separaci, zaroven se také zkracuje migracni ¢as, protoze ¢im déle je vzorek
davkovan, tim vétSi ¢ast kapilary zaplfiuje. RSD pramér A/t obecné pfi zvySovani
Casu klesa, citlivost naopak roste. Tento jev Ize pfedpokladat, protoze je davkovano
vétSi mnozstvi vzorku, je také zaroven mozné, ze navic dochazi k zakoncentrovani
principem FASS. PFi davkovani po dobu 48 s ovSem dochazi k deformaci proudového
zaznamu, protoZze nezanedbatelny pfispévek malo vodivého rozpoustédla ze vzorku
(methanol) zplsobuje lokalni zménu vodivosti ve vétSim objemu kapilary, a to muze
mit negativni vliv na kvalitu separace vyjadfenou jako ucinnost a rozliSeni.
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Pro dalSi experimenty byla vybrana doba nastfiku 12 s jakozto kompromis mezi
citlivosti, opakovatelnosti nastfiku a rozliSenim separace analytu.

Sy

— 24 s

counts

i[SDO

— 125

—6s

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
migracni ¢as (min)

Obrazek 22 Srovnani TIC zaznamu pfi zvySujici se dobé nastiiku. Pri davkovani po dobu 48 s je jasné vidét
negativni viiv délky doby nastfiku na separaci analytu.
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Tabulka 9 Srovnani pramért A/t a RSD pfi riznych dobach nastriku vzorku

Alt RSD
6s 12 s 24s 48 s 6s 12 s 24s 48 s
Karprofen 80 158 463 991 20,5% |2,1% 6,8 % 3,1%
Diklofenak 16 32 77 192 10,0% |8,1% 3,8 % 1,4 %
Flurbiprofen 7 15 38 84 22,1% |13,6% |5,6% 1,9%
Ibuprofen 6 12 28 52 12,6% |18,8% |2,6% 8,4 %
Indometacin 14 27 60 138 26,0% |12,2% |5,6% 10,2 %
Ketoprofen 7 14 34 75 16,3% |23,6% |10,4% |[11,5%
Meloxikam 15 29 123 218 20,8% |6,9% 4,1 % 4,0 %
Kyselina niflumova | 36 65 249 537 47,3% |5,9% 8,2% 6,4 %
Fenylbutazon 6 10 43 57 40,8% |4,9% 7,7 % 8,3 %
Piroxikam 11 25 81 129 30,2% [2,17% 6,6 % 6,9 %
Kyselina salicylova 2 5 24 56 16,1% |2,2% 13,2% |4,5%
Sulindak 18 32 87 159 20,1% |9,1% 8,1% 6,9 %
Kyselina tiaprofenova | 3 7 15 36 21,5% |5,6% 3,8 % 1,7%
KBA 237 373 733 1229 5,8 % 8,6 % 1,5% 9,2%
Aa/ABBA 60 26 250 491 8,1% 15,8% |11,17% |0,4%
a/BBA 40 72 184 339 71% [136% [6,0% |6,0%
AKBA 45 84 198 358 2,1% 3,8% 2,8% 3,1%
5.4.4. Optimalizace prutoku pfidavné kapaliny pfi ionizaci

Jak bylo uvedeno v kapitole 3.3.6. dalSi velmi dulezity parametr ovliviujici ionizaci pfi
pouziti rozhrani s pfidavnou tekutinou je rychlost pratoku pfidavné kapaliny. Byl
testovan pratok v rozsahu od 0,4 ml/min do 1 ml/min s pravidelnymi pfirtstky po 0,2
ml/min. Experiment tedy tvofily 4 nastaveni prutoku, kazdé po Sesti opakovanich (n=6).
Pouzité vzorky byly boswellia serrata USP extrakt o koncentraci 1 mg/ml a roztoky
standardd nesteroidnich antiflogistik o koncentracich: 10 pg/ml (pro karprofen,
flurbiprofen, ibuprofen, indometacin, ketoprofen, sulindak, k. tiaprofenovou), 2 ug/ml
(pro diklofenak), 0,8 pg/ml (pro meloxikam a piroxikam) a 0,2 pg/ml (pro k. niflumovou,
fenylbutazon a k. salicylovou).

Vysledky ukazaly variabilitu vlivu tohoto parametru pro rdzné analyty. Trendem ovSem
bylo snizovani citlivosti s rostoucim pratokem, coz je pravdépodobné zpusobeno vétsi
mirou nafedéni analytd migrujicich ze separacni kapilary pfidavnou kapalinou [37].
ostatnimi nastavenimi u 10 latek ze 17 (zvyraznéno zelenou barvou v tabulce 10).
Analogicky bylo pfi pratoku 0,8 ml/min dosazeno nejlepSich hodnot RSD u 6 sloucenin.
U krajnich testovanych hodnot, tedy pfi 0,4 ml/min a 1 ml/min bylo RSD nejnizSi jen u
jednoho analytu. Se zvysujicim prutokem se také marginalné snizuje migracni c¢as.
V ramci snahy o co nejlepSi opakovatelnost byl pro dalSi experimenty vybran pratok
0,6 ml/min, protoze mirny pokles v citlivosti metody byl vyhodnocen jako
akceptovatelny (viz tabulka 10 a obrazek 23 a obrazek 24).
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Obrézek 23 Srovnani SRM zaznamd kvantitativniho pfechodu AKBA s rozdilnym pritokem pfidavné kapaliny
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Obrazek 24 Srovnani SRM zaznam( kvantitativniho pfechodu kyseliny tiaprofenové s rozdilnym pritokem pridavné
kapaliny
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Tabulka 10 Srovndni A/t a RSD u riiznych priitok( SL. Zluté buriky v A/t sloupcich indikuji u kterého pritoku byla nejvy$si

Alt RSD

0,4 0,6 0,8 1 0,4 0,6 0,8 1

mi/min |ml/min | mli/min | ml/min|mli/min | ml/min |ml/min | ml/min
Karprofen 1861 1598 1577 1195 [13,2% [8,0% 11,5% |9,4%
Diklofenak 314 303 295 249 15,0% 9,1 % 13,7% |10,8 %
Flurbiprofen 153 148 134 119 135% [|11,9% (14,6% |11,9%
Ibuprofen 122 111 97 88 18,7 % 10,9 % 8,7% 12,4 %
Indometacin 242 237 211 171 11,8% |9,7% 12,6% |18,0%
Ketoprofen 147 147 130 118 10,56% |6,6% 11,6% |9,2%
Meloxikam 417 414 452 251 11,2% |4,2% 13,3% |8,8%
Kyselina niflumova | 333 406 299 331 10,7% |12,1% |6,6% 6,3 %
Fenylbutazon 141 130 144 85 13,0% |7,9% 5,6 % 9,3%
Piroxikam 292 313 310 192 14,0 % 2,9% 19,6 % 7,7 %
Kyselina salicylova | 57 60 61 62 9,4 % 10,9% |7,1% 10,9 %
Sulindak 351 356 315 276 172% |12,1% [10,0% |12,7%
oes 04 |65 |63 |sa |117% |FEEGNN124% [153%
KBA 646 602 579 468 145% |158% [12,2% |16,3%
Aa/ABBA 243 251 251 215 9,2% 15,1% |9,2% 15,4 %
a/BBA 170 231 236 204 17,7% 19,2% 10,9% |15,4%
AKBA 111 100 99 80 8,1 % 12,4% [14,2% [(17,0%

5.5. Multisegmentova analyza

Jako jedno z moznych feSeni pro zlepSeni opakovatelnosti metody mezi jednotlivymi
s hmotnosti
s multisegmentovym nastifikem (MSI-CE-MS). Inspiraci pro tyto experimenty byla
pfedchozi prace Azab a kolektivu [32].

nastriky

byla

otestovana

kapilarni

elektroforéza

detekci

V tomto experimentu byl testovan multisegmentovy nastfik s cilem zjistit, zdali je lepSi
opakovatelnost metody mezi replikaty jednoho vzorku s konvenénim davkovanim,
nebo nékolikanasobnym davkovanim vzorku v ramci jedné multisegmentové analyzy.
Experiment spocival v nastfiku tfech segmentl vzorku po dobu 12 s za pfedem
optimalizovanych podminek. Proménnou zde byl Cas potfebny pro nadavkovani
zakladniho elektrolytu pro oddéleni jednotlivych segmentd vzorku. V prvnim pokusu
s davkovanim zény BGE po dobu 24 s mezi segmenty vzorku zdaleka nedoslo
k separaci jednotlivych segmentd. V druhém pokusu proto byla prodlouzena doba
nastfiku zakladniho elektrolytu v rozmezi 36 s—84 s narasty po 12 s. Vysledky tohoto
pokusu ukazaly, Zze je Zzadouci jeSté dalSi prodlouzeni zony BGE mezi jednotlivymi
segmenty vzorku. Nasledné byla zona BGE davkovana po dobu 72 s, 84 s, 102 s,
120s, 140 s, 160 s a 180 s. Pro experimenty byl nejprve pouzit roztok Boswellia serrata
USP extraktu o koncentraci 100 pg/ml.
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Pfijatelné rozliSeni mezi jednotlivymi vzorky bylo dosazeno az pfi nadavkovani zony
BGE po dobu 120 s (viz obrazek 25 a pfislusny TIC zaznam). Se zvétSujicimi zénami
oddélujiciho BGE ov§em dochazi ke s$tépeni pikd prvniho segmentu analytd vzorku
viz SRM zaznam Aa/ABBA na obrazku 26.

— 180 s
— 160 s

A Mo, st = - 1203
— 102 s

— 84 s
M -7
SRR,

R, W

e )

0 5 10 15 20
migracni ¢as (min)

Obrazek 25 Srovnani TIC zaznamu boswellovych kyselin multisegmentové analyzy s nastiikem oddélujici zony
zakladniho elektrolytu po dobu v rozmezi od 72 s po 180 s.
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Obrazek 26 Srovnani SRM zaznamu kyselin acetyl-alfa/acetyl-beta-boswellovych s nastfikem oddélujici zény
zakladniho elektrolytu po dobu v rozmezi od 72 s po 180 s.
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Tabulka 11 Srovnani multisegmentové analyzy pro AaBA/ABBA. A/t je primérna hodnota pro tfi piky v jednom
multisegmentovém experimentu.

V jedné analyze
Aa/AbBA Alt SD RSD
72s |Nastfik1 [135 11 7,9%
Nastiik 2 | 119 12 10,1%
Nastfik 3 | 126 7 5,5 %
84 s |[Nastfik 1 [130 6 4,8 %
Nastfik 2 | 128 6 4,8%
Nastrik 3 | 141 5 3,4 %
102 s |Nastfik 1 | 186 22 12,0%
Nastfik 2 | 180 21 11,7 %
Nastiik 3 | 194 33 17,0 %
120 s | Nastfik 1 | 202 16 7,9 %
Nastiik 2 | 195 23 11,6 %
Nastiik 3 | 181 16 9,0 %
140 s | Nastfik 1 | 161 36 22,2%
Nastiik 2 | 157 25 16,1 %
Nastrik 3 | 160 28 17,2%
160 s | Nastrik 1 | 151 15 10,3 %
Nastiik 2 | 153 18 12 %
Nastfik 3 | 141 24 17 %
180 s | Nastfik 1 |142 40 28 %
Nastfik 2 | 141 37 26 %
Nastiik 3 | 145 39 27 %

K zasadnimu zlepSeni opakovatelnosti timto zpusobem analyzy nedoslo. Naopak se
se zvySujici se délkou davkovani BGE mezi segmenty vzorku opakovatelnost
zhorSuje. To je pravdépodobné zplsobeno pfiliSnym naplnénim kapilary, pficemz
elektroforeticky systém neni schopny spolehlivé a opakovatelné separovat analyty,
protoZze pro prvni a druhy segment vzorku je snizena celkova doba separace. U
kratSich zén BGE s pfijatelnou opakovatelnosti SRM zaznamu je zase zhorS$ena
celkova separace vSech analytll na zaznamu celkového proudu iontd a mohlo by tak
dojit k pfekryvu izobarickych iontu, které MS nedovede rozliSit. K Uplné separaci
jednotlivych vzork(l dochazelo az od 140-160 s davkovani zony BGE. Vzhledem
k mnozstvi sledovanych analytd neni mozné metodu pouzit, protoze i pfi velmi dlouhé
zéné BGE by se nesteroidni antiflogistika jednoho nastfiku dostavala do MS spolu
se zonou dalSiho nastfiku. V metodé je tedy ve vysledku dale pouzivany klasicky
singularni nastrik vzorku do kapilary.
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5.6. Pilotni analyza doplikul stravy obsahujici boswellové kyseliny

Metodou vyvijenou a optimalizovanou v této praci byly pfedbézné analyzovany tfi
doplnky stravy s obsahem boswellovych kyselin. Dva z téchto doplriku stravy byly
dostupné skrze obchodniky prodavaijici tyto dopliiky v Ceské republice pres internet,
z nichz jeden byl vyrabén na Ukrajiné a druhy v USA. Treti doplnék pochazi z Indie.
Doplnky stravy byly analyzovany pfi nastaveni iontového zdroje optimalizovaného
pomoci DoE (viz optimalizace), dobé nastfiku vzorku po dobu 12 s pfi 50 mbar,
nebulizaénim tlaku 6 psi. Pfidavna kapalina byla tvofena smési isopropylalkoholu a
ultacisté vody v poméru 50:50 (v/v). Pratok SL byl nastaven na 0,6 ml/min. Sledovany
byly SRM pfechody boswellovych kyselin, a kvantitativni i kvalitativni pfechody
nesteroidnich antiflogistik. Vzorky byly extrahovany extrakénim postupem A2 (viz
kapitola 4.3.6).

HealthyHey
2000;
§ 1
15007 3ﬂ
w :
= 2
§1000-
500
] 4
L4
5 10 15 20 25 30

migracni ¢as (min)

Obrazek 27 SRM zaznam vSech prechodt (viz priloha 8.2) u doplriku stravy spolecnosti HealthyHey. Oznaceni
pika: 1—AKBA; 2 — Aa/ABBA; 3 — KBA; 4 — a/BBA
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ELIT-PHARM

5....10....15....20....25....30

migraéni éas (min)

Obrazek 28 SRM zaznam vSech prechodut (viz pfiloha 8.2) u doplriku stravy spoleénosti ELIT-PHARM. Oznaceni
pikt: 1—AKBA; 2 — Aa/ABBA; 3 — KBA; 4 — a/BBA
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Swanson
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Obrazek 29 SRM zaznam vSech prechod (viz priloha 8.2) u doplriku stravy spolec¢nosti Swanson. Oznaceni piki:
1—AKBA; 2 - Aa/ABBA; 3 — KBA; 4 — a/BBA

V zadném doplriku stravy nebyly detekovany nedeklarované pfidavky nesteroidnich
antiflogistik zahrnuté ve vyvinuté metodé. AvSak doplnék stravy spole¢nosti ELIT-
PHARM obsahoval pouze velmi malé mnozZstvi boswellovych kyselin v porovnani
s pfipravkem spole¢nosti HeathyHey. Vezmeme-li v uvahu rozdilné davkovani
pfipravku ELIT-PHARM, kdy se uZivaji 3 tablety denné&, v porovnani s jednou tabletou
denné u pripravku spole¢nosti HeathyHey, i tak se celkovy obsah boswelovych kyselin
vztazenych na denni davku jevi v pfipravku ELIT-PHARM jako nizSi. Tyto pfedbézné
zavéry by ale bylo potfeba ovéfit az bude metoda plné validovana. Pfipravek firmy
Swanson obsahoval také malé mnozstvi boswellovych kyselin s vyjimkou AKBA, které
obsahoval cca 40x vic nez zbylych boswellovych kyselin, coz se da ocekavat
vzhledem k tomu, Ze tento pfipravek je dle dat vyrobce standardizovan na 30 % AKBA.
Tyto pilotni data ukazuji potencial nové vyvinuté metody pro kontrolu jakosti doplnki
stravy s obsahem extraktu Boswelia serrata. A to jak z pohledu poméru riznych forem
boswelovych kyselin, tak i z hlediska pfidavku nedeklarovanych slozek jako jsou tfeba
NSAID.
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6. Zaver

V této diplomové praci je popsana optimalizace vybranych parametrt pro novou CE-
MS metodu umoznujici souCasnou separaci boswellovych kyselin a potencialnich
adulterantt ze skupiny NSAID. Jedna se o prvni takovou metodu. Dosud nebyly
boswellové kyseliny pomoci CE (s vyjimkou CEC) separovany.

Nastaveni parametrt iontového zdroje bylo optimalizovano pomoci DoE. Sledované
faktory byly napéti na ESI kapilafe, napéti na trysce, napéti vysokotlaké a nizkotlaké
iontové nalevky (iontova optika), prutok a teplota suSiciho plynu a teplota a prutok
pridavného plynu. Optimalizovanymi odezvami byly: (1) korigovana plocha; (2) pomér
signalu k Sumu.

Screening byl proveden frakénim faktorialnim designem a ukazal, Ze nejvice
signifikantnimi faktory byly: napéti na ESI kapilafe, napéti na trysce a napéti nizkotlaké
a vysokotlaké iontové nalevky. Tyto faktory byly nasledné optimalizovany pomoci
centralné kompozitniho designu a bylo nalezeno kompromisni optimalni nastaveni
parametru iontového zdroje pro vSech 32 odezev. Kone¢na nastaveni iontového zdroje
pro analyzu v negativnim médu jsou: napéti na ESI kapilafe: 3750 V; napéti na trysce:
2000 V; napéti vysokotlaké iontové nalevky: 199 V; napéti nizkotlaké iontové nalevky:
112 V; pratok suSiciho plynu: 11 I/min; teplota suSiciho plynu: 120 °C; pratok
pfidavného plynu: 4 I/min; teplota pfidavného plynu: 110 °C.

Mezi testovanymi extrakCnimi postupy nebyl pozorovan zasadni rozdil, a tak byl
vybran postup A z didvodu snadnéjSiho provedeni.

Dale byl vybran optimalni pomér sloZeni pfridavné kapaliny, ktery je 50 %
isopropylalkoholu v ultracisté vodé. Optimalni pritok pfidavné kapaliny byl stanoven
na 0,6 ml/min. Byla testovana doba nastfiku v rozsahu od 6 do 48 s. Vybrana byla
nakonec doba nastfiku 12 s. Tyto experimenty vedly ke zlepSeni opakovatelnosti
metody. Tlak nebulizéru byl zménén z 12 psi na 6 psi, coz vedlo ke zlepSeni rozliSeni.

Byla otestovana metoda multisegmentové analyzy, pfi které ov8em nedoslo ke
ZlepSeni parametri hodnoceni metody, zvlasté opakovatelnosti. Proto dale tento
metodologicky pfistup nebyl pouzivan.

Byla provedena pilotni analyza tfi doplikd stravy s deklarovanym obsahem
boswellovych Kkyselin. Adulterace vybranymi nesteroidnimi antiflogistiky nebyla
zjisténa. V pfistich analyzach by bylo vhodné provadét také ,full-scan analyzu, aby
mohly byt detekovany i jiné hypotetické adulterace. Zajimavé by bylo pfevedeni
stavajici metody na hmotnostni analyzator Q-TOF, pouzivany k hmotnostni
spektrometrii s vysokém rozlisenim (HRMS). CE-Q-TOF analyza by totiz méla odhalit
vice typU adulteraci; pfipadné i dalSi slozky, které se v extraktu Boswellia serrata
mohou pfirozené nachazet.

72



V budoucnu bude tfeba metodu validovat vetné stanoveni matricovych efektd,
spravnosti a pfesnosti metody. Jelikoz je stale potfeba zlepSit opakovatelnost metody,
je nutné do metody zahrnout izotopicky znacené vnitini standardy nesteroidnich
antiflogistik. lzotopicky znacené vnitini standardy boswellovych kyselin nejsou
komercné dostupné.

Metoda by mohla byt rozSifena o steroidni protizanétliva léCiva, ktera jsou strukturné
podobna boswellovym kyselinam a jejich pfitomnost jako adulteranti v rostlinnych
pfipravcich byla detekovana [3], [4], [5].

Dal$i zmoznych cest a cild budouciho vyvoje metody je kompletni separace
boswellovych kyselin, nebot sou¢asna metoda neni schopna separovat pary aBA/BBA
a AaBA/ABBA. Kromé toho tyto dopliky stravy mohou obsahovat i jiné terpenické
struktury, které by vylepSena selektivita metody mohla umoznit detekovat.

Na zavér by také mély byt zvazeny moznosti analyzy polykompozitnich doplriku stravy
se substraty jako napf. chondroitin-sulfat, i glukosamin-sulfat, které se casto vyskytuji
v dopliicich stravy cilici na pohybovy aparat a deklarujici zaroven urcity obsah
boswellovych kyselin.
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8. Priloha

8.1. Chemickeé struktury nesteroidnich antiflogistik monitorovanych
v této praci
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8.2. Seznam SRM prechodu pro jednotlivé analyty
Charakter Prekurzorovy | Produktovy Produktovy | Kolizni Kolizni
prekurzorového | iont [m/z] iont iont energie energie
iontu (kvantitativni | (kvalitativni | (kvantitativni | (kvalitativni
prechod) prechod) prechod) prechod)
[m/z] [m/z] [eV] [eV]
AKBA [M-HJ 551,4 59 - 20 -
AaBA, ABBA [M-HJ 497,2 59 - 20 -
KBA [M-H] 469,4 391,2 - 45 -
aBA, BBA [M-H] 4552 377,1 - 40 -
Meloxikam [M-H] 350 286 146 10 20
Piroxikam [M-HJ 330 266 146 10 20
Indometacin [M-CO2-HJ 312 158 270 20 10
Sulindak [M-CO2-HJ 311 263,1 296 30 20
Fenylbutazon [M-H] 307,1 279,2 131,2 20 20
Diklofenak [M-HJ 294 228 214,2 10 20
K. niflumova [M-H] 281 237 217 20 20
Karprofen [M-HJ 272 228 226 10 20
K. tiaprofenova | [M-CO2-HJ 215 1851 110 30 20
Ibuprofen [M-H] 205 161,1 - 2 -
Ketoprofen [M-C3H4O-H] 197 92,1 77 30 30
Flurbiprofen [M-C3H4O-H] 187 141 139 30 30
K. salicylova [M-HJ 137 93,2 - 16 -

Seznam SRM piechodu a koliznich energii potfebnych pro fragmentaci daného pfechodu [eV].
Analyty, u kterych nebyl identifikovan spolehlivy kvalitativni pfechod maji v daném fadku pomi¢ku.
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8.3. Souhrny hodnot koeficientd pro odezvy S/N analytl ve
screeningovém experimentu
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Souhrn hodnot koeficientl (95 % interval spolehlivosti) pro odezvy S/N BA (nahofe) a NSAID (dole) .
GT - teplota suSiciho plynu, SGT — teplota pfidavného plynu, SGF — pritok pfidavného plynu, Noz —
napéti na trysce, SV — napéti na ESI kapilafe, FHP — napéti na vysokotlaké iontové nalevce, FLP —
napéti na nizkotlaké iontové nalevce, GF — prutok susiciho plynu. Hodnoty koeficientl faktord >0 na
ose y zvysuji odezvu, zatimco koeficienty faktord <0 odezvu snizuji.
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8.4. Souhrny hodnot koeficientd pro odezvy S/N analyt(
v optimalizaCnim experimentu
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Souhrn hodnot koeficientl (95 % interval spolehlivosti) pro odezvy S/N BA (nahofe) a NSAID (dole).
GT - teplota suSiciho plynu, SGT — teplota pfidavného plynu, SGF — pritok pfidavného plynu, Noz —
napéti na trysce, SV — napéti na ESI kapilafe, FHP — napéti na vysokotlaké iontové nalevce, FLP —
napéti na nizkotlaké iontové nalevce, GF — prutok susiciho plynu. Hodnoty koeficientl faktord >0 na
ose y zvysuji odezvu, zatimco koeficienty faktord <0 odezvu snizuji.
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8.5. Hodnoty Q2 a R2 u optimalizacniho experimentu pomoci
centralniho kompozitniho designu

Q2 R2

AKBA A/t 0,969 0,985
AKBA S/N 0,706 0,889
Aa/ABBA A/t 0,962 0,99

Aa/ABBA S/N 0,852 0,957
KBA A/t 0,935 0,985
KBA S/N 0,913 0,96

a/BBA At 0,968 0,991
o/BBA S/N 0,686 0,881
Meloxikam A/t 0,934 0,98

Meloxikam S/N 0,84 0,946
Piroxikam A/T 0,966 0,991
Piroxikam S/N 0,892 0,955
Indometacin A/t 0,976 0,993
Indometacin S/N 0,946 0,979
Sulindak A/t 0,914 0,975
Sulindak S/N 0,777 0,912
Fenylbutazon A/t 0,97 0,991
Fenylbutazon S/N 0,807 0,916
Diklofenak A/t 0,961 0,985
K. niflumova A/t 0,972 0,993
K. niflumova S/N 0,721 0,873
Karprofen A/t 0,969 0,991
Karprofen S/N 0,943 0,98

K. tiaprofenova A/t 0,927 0,972
K. tiaprofenova S/N 0,746 0,915
Ibuprofen A/t 0,983 0,992
Ibuprofen S/N 0,98 0,992
Ketoprofen A/t 0,958 0,988
Ketoprofen S/N 0,69 0,862
Flurbiprofen A/t 0,961 0,991
Flurbiprofen S/N 0,857 0,953
K. salicylova A/t 0,968 0,986
K. salicylova S/N 0,924 0,962

Odezvy byly logaritmicky transformovany s vyjimkou diklofenaku, kyseliny niflumové a ketoprofenu
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8.6. Vrstevnicové grafy ukazujici trendy vlivu zkoumanych faktor( na odezvu pfi optimalizaci.

Response Contour of 469.4->391.2 A/t 469.4->391.2 At
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Vrstevnicovy graf pro odezvu A/t u KBA. Na ose y — napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkotlaké iontové nalevce (FLP), nahofe ve tfech
urovnich — napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech urovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva se zvétSuje s rostoucim Noz a FHP. FLP
a SV zvySuji odezvu jen v uréitém intervalu.
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Response Contour of 469.4-»391.2 5/N 469.4->391.2 5/N
iFunnel voltage high pressure [V] = 80 iFunnel veltage high pressure [V] = 145 iFunnel voltage high pressure [v] = 210
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Vrstevnicovy graf pro odezvu S/N u KBA. Na ose y — napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkotlaké iontové nalevce (FLP), nahore ve tfech
urovnich — napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech urovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva se zvétSuje s rostoucim Noz a FHP. FLP
a SV zvySuji odezvu s rostouci hodnotou jen v urcitém intervalu.
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Response Contour of 205.0->161.1 Aft 205.0->161.1 At
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Vrstevnicovy graf pro odezvu A/t u ibuprofenu. Na ose y — napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkozlaké iontové nalevce (FLP), nahofe ve tfech
urovnich — napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech Urovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva roste s klesajicim FHP, zatimco s Noz
roste. FLP a SV zvétSuji odezvu jen v urcitém intervalu.
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Response Contour of 205.0->161.7 §/N 205.0->161.1 5/N
iFunnel voltage high pressure [V] = 80 iFunnel voltage high pressure [V] = 145 iFunnel voltage high pressure [V] = 210
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Vrstevnicovy graf pro odezvu S/N u ibuprofenu. Na ose y — Napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkotlaké iontové nalevce (FLP), nahofe ve
tfech Urovnich — napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech drovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva roste s klesajicim FHP, zatimco s
Noz roste. FLP a SV zvétsuji odezvu jen v uréitém intervalu.
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Response Contour of 571.4-»59.0 A/t 511.4->58.0 Ajt
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Vrstevnicovy graf pro odezvu A/t u AKBA. Na ose y — napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkozlaké iontové nalevce (FLP), nahofe ve tfech
urovnich — napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech urovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva roste se zvySujicim se Noz. FLP a SV
zvétsuji odezvu jen v urcitém intervalu. FHP nema na odezvu prakticky zadny vliv.
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Response Contour of 511.4-»59.0 S/N 5114->59.0 5/N
iFunnel voltage high pressure [v] = 80 iFunnel voltage high pressure [V] = 145 iFunnel voltage high pressure [V] = 210
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Vrstevnicovy graf pro odezvu S/N u AKBA. Na ose y — Napéti na ESI kapilafe (SV), na ose x — napéti na nizkozlaké iontové nalevce (FLP), nahofe ve tfech
urovnich — napéti na vysokotlaké iontové nalevce (FHP), vpravo ve tfech urovnich — napéti na trysce (Noz). Odezva roste se zvySujicim se Noz a FHP.
V urcitém intervalu roste se zvySujicim se FLP a SV, maximum odezvy ovSem lezi mimo rozsah nastaveni faktoru.
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8.7. Nastaveni optimalizacniho nastroje softwaru MODDE
Minimalni Cilova Predikovana
pozadovana |pozadovana odezva

Odezvy odezva odezva Cil optima 9
AKBA A/t 700 800 Maximalizovat | 870
AKBA S/N 600 800 Maximalizovat | 675
Aa/ABBA A/t | 1500 2000 Maximalizovat | 2191
Aa/ABBA S/N | 800 1000 Maximalizovat | 723
KBA A/t 3000 3500 Maximalizovat | 2637
KBA S/N 1000 1200 Maximalizovat | 852
a/BBA A/t 600 700 Maximalizovat | 525
a/BBA S/N 350 450 Maximalizovat | 180
Meloxikam

Alt 6000 8000 Maximalizovat | 10144
Meloxikam

S/IN 8000 10000 Maximalizovat | 12581
Piroxikam

AT 2500 4000 Maximalizovat | 5015
Piroxikam

S/N 5000 7000 Maximalizovat | 6195
Indometacin

Alt 300 350 Maximalizovat | 452
Indometacin

S/N 1500 2000 Maximalizovat | 2322
Sulindak A/t | 300 400 Maximalizovat | 524
Sulindak S/N | 1200 1400 Maximalizovat | 1417
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Minimalni Cilova Predikovana
pozadovana | pozadovana odezva
Odezvy odezva odezva Cil optima 9
Fenylbutazon
A/t 12000 16000 Maximalizovat | 15310
Fenylbutazon
SIN 3000 7000 Maximalizovat | 3321
Diklofenak A/t | 1500 2500 Maximalizovat | 2384
K. niflumova
Alt 35000 45000 Maximalizovat | 49830
K. niflumova
S/IN 6000 7000 Maximalizovat | 6862
Karprofen A/t | 2500 3500 Maximalizovat | 3958
Karprofen S/N | 2000 3000 Maximalizovat |4280
K.
tiaprofenova
Alt 50 70 Maximalizovat | 80
K.
tiaprofenova
S/IN 150 200 Maximalizovat | 234
Ibuprofen A/t | 150 200 Maximalizovat | 134
Ibuprofen S/N | 200 300 Maximalizovat | 159
Ketoprofen
Alt 150 200 Maximalizovat | 206
Ketoprofen
S/N 200 250 Maximalizovat | 245
Flurbiprofen
Alt 200 250 Maximalizovat | 239
Flurbiprofen
S/N 300 500 Maximalizovat | 342
K. salicylova
Alt 7000 9000 Maximalizovat | 7230
K. salicylova
S/N 800 1000 Maximalizovat | 1041

Nastaveni optimaliza¢niho nastroje softwaru MODDE. Rozmezi pozadovanych odezev byla nastavena
na zakladé vysledku optimalizaniho experimentu pomoci vrstevnicovych grafd, aby byla ziskana co
nejvétsi odezva pro jednotlivé analyty (Cil — Maximalizace). V zeleném sloupci jsou predikované
hodnoty odezev pfi navrzeném optimalnim nastaveni iontového zdroje (optimum 9).
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8.8. Odezvy nameérené v optimalizacnim experimentu
Aa/AB . . . . . . .

Exp.: |[AKBA BA KBA a/BBA | melox. | pirox. |indo. |sul. fenylb. | dikl. nifl. kar. tia. ibu. keto. |flurbi. |sal.
N1 1 4 1 0 48 27 0 0 60 10 210 6 0 2 0 0 94
N2 2 2 2 1 36 24 0 1 40 21 211 18 0 6 1 0 98
N3 2 3 0 0 29 21 0 1 52 12 177 6 0 3 0 0 48
N4 15 14 14 1 105 80 1 6 133 70 456 50 1 20 1 1 107
N5 1 3 4 1 43 22 0 0 89 9 244 4 0 1 0 0 105
N6 2 3 6 1 61 40 2 2 95 17 357 26 1 4 1 1 140
N7 6 25 17 4 140 58 2 2 294 27 797 24 0 5 1 1 153
N8 25 50 67 13 291 168 11 14 432 82 1268 110 3 17 5 4 210
N9 4 20 51 20 89 15 7 1 1173 |0 367 2 0 0 5 5 2
N10 3 11 54 11 101 19 18 2 1015 1 369 7 2 0 10 11 1
N11 20 99 152 44 208 34 17 3 2011 1 689 9 2 0 6 8 4
N12 62 164 664 91 280 87 81 12 3359 12 1733 27 7 0 42 39 9
N13 4 9 35 14 33 7 7 0 741 1 221 1 1 0 5 6 1
N14 4 10 94 17 135 23 27 4 1541 1 511 8 2 0 21 24 1
N15 17 66 179 54 123 33 32 3 3196 |5 1013 |5 3 0 19 21 4
N16 73 202 1752 288 493 95 178 18 6861 6 1716 |34 10 0 92 95 0
N17 144 699 239 71 3401 1547 |39 38 6089 |597 20143 |443 14 40 29 31 4429
N18 925 2005 1723 280 9872 5454 | 278 448 13036 (2786 [47398 |4642 |75 219 170 167 8989
N19 59 175 87 26 2577 1242 35 38 3569 |534 13731 | 808 11 47 30 31 4782
N20 287 800 427 106 3316 1739 |86 122 5742 | 891 19791 | 1207 24 75 56 61 3530
N21 279 744 294 70 3718 |2050 |37 112 5034 1433 21841 |1676 |21 155 47 41 5227
N22 347 1103 924 204 6412 2900 159 161 10882 | 1157 32882 |1796 |41 84 92 108 6764
N23 10 27 21 2 152 93 4 5 327 57 1175 |50 2 13 4 2 257
N24 60 233 753 180 685 119 106 10 7808 |6 2082 32 6 0 56 64 7
N25 335 1086 |558 139 5372 2943 105 162 8092 1286 |[31492 |1866 |34 110 78 88 6722
N26 456 1573 715 165 7101 3337 139 182 11559 |1645 [41960 |2411 |40 135 98 110 7572
N27 384 1227 609 136 6793 3272 116 168 9323 1316 |[31398 |1896 |33 112 77 86 6567
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Exp.:

N1 1 4 1 0 48 27 0 0 60 10 210 6 0 2 0 0 94
N2 2 2 2 1 36 24 0 1 40 21 211 18 0 6 1 0 98
N3 2 3 0 0 29 21 0 1 52 12 177 6 0 3 0 0 48
N4 15 14 14 1 105 80 1 6 133 70 456 50 1 20 1 1 107
N5 4 1 43 22 0 0 89 9 244 4 0 1 0 0 105
N6 2 3 6 1 61 40 2 2 95 17 357 26 1 4 1 1 140
N7 6 25 17 4 140 58 2 2 294 27 797 24 0 5 1 1 153
N8 25 50 67 13 291 168 11 14 432 82 1268 |110 3 17 5 4 210
N9 4 20 51 20 89 15 7 1 1173 |0 367 2 0 0 5 5 2
N10 3 11 54 11 101 19 18 2 1015 |1 369 7 2 0 10 11 1
N11 20 99 152 44 208 34 17 3 2011 |1 689 9 2 0 6 8 4
N12 62 164 664 91 280 87 81 12 3359 |12 1733 |27 7 0 42 39 9
N13 4 9 35 14 33 7 7 0 741 1 221 1 1 0 5 6 1
N14 4 10 94 17 135 23 27 4 1541 |1 511 8 2 0 21 24 1
N15 17 66 179 54 123 33 32 3 3196 |5 1013 |5 3 0 19 21 4
N16 73 202 1752 | 288 493 95 178 18 6861 |6 1716 |34 10 0 92 95 0
N17 144 699 239 71 3401 |[1547 |39 38 6089 |597 20143 |443 14 40 29 31 4429
N18 925 2005 |[1723 |280 9872 |5454 |278 448 13036 | 2786 |[47398 |4642 |75 219 170 167 8989
N19 59 175 87 26 2577 1242 |35 38 3569 |[534 13731 | 808 11 47 30 31 4782
N20 287 800 427 106 3316 |[1739 |86 122 5742 | 891 19791 |1207 |24 75 56 61 3530
N21 279 744 294 70 3718 |2050 |37 112 5034 |[1433 |21841 |1676 |21 155 47 41 5227
N22 347 1103 |924 204 6412 (2900 |159 161 10882 | 1157 |[32882 |1796 |41 84 92 108 6764
N23 10 27 21 2 152 93 4 5 327 57 1175 |50 2 13 4 2 257
N24 60 233 753 180 685 119 106 10 7808 |6 2082 |32 6 0 56 64 7
N25 335 1086 | 558 139 5372 |2943 |105 162 8092 |1286 [31492 |1866 (34 110 78 88 6722
N26 456 1573 | 715 165 7101 3337 |139 182 11559 | 1645 |41960 |2411 |40 135 98 110 7572
N27 384 1227 | 609 136 6793 3272 |116 168 9323 |1316 |31398 |1896 |33 112 77 86 6567

Zelena tabulka —naméfené hodnoty odezvy A/t. Modra tabulka — naméfené hodnoty S/N. Zkratky: melox. — meloxikam, pirox. — piroxikam, indo. —indometacin, sul. — sulindak, fenylb. —
fenylbutazon, dikl. — diklofenak, nifl. — k. niflumova, kar. — karprofen, tia. — k. tiaprofenova, ibu. — ibuprofen, keto. — ketoprofen, flurbi. — flurbiprofen, sal. — k. salicylova
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