UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

ELEKTROFORETICKA SEPARACE POLYHYDROXYSLOUCENIN
VE FORME KOMPLEXU S WOLFRAMANEM

RIGOROZNI PRACE

HRADEC KRALOVE, 2006 LENKA KADEROVA



Dé&kuji Doc. RNDr. Miroslavu Polaskovi, CSc. a Mgr. Pavlovi Jacovi za odborné
vedeni, ochotu a pomoc pfi vypracovavani rigor6zni prace. Dale d€kuji v§em pracovnikiim

analytické chemie za cenné rady a ucinnou spolupréci.



1. OBSAH



2. ZKRATKY ettt b bbb bbbt b ettt b et b are s 3
BuUVOD ... s 5
4. CIL PRACGE...........ccooooiiiviteee s 7
5. TEORETICKA CAST ........covvviiviiiietietseteseesst et 9
5.1 KAPILARNI ELEKTROSEPARACNI METODY .....ccooooomrvimmeinnnninnrernnrenans 10
5.1.1 Elektroforetickd pohybliVOSt........ccuiiiiiiiiiie i 11
5.1.2 TontoVA PONYDIIVOSE ..ccuviiiiiiiiiiieciee e 11
5.1.3 SKuteCna pOhYDIIVOSE .....coiiiiiiiiiiiiiie i 11
5.1.4 Efektivni pohyblivOSt.......c.coiiiiiiiiiiciciec e 12
5.1.5 Elektroosmoticky tok (EOF)......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiciie e 12
5.1.6 MIGLACHT CAS...vvevviiiiiieiisie ittt ettt 14
5.1.7 Ovliviiovani elektroforetické pohybliVOSti ........c.cecviiiiiiiiiie e 14
5.1.7.1 Vliv pH pracovniho eleKtrolytu .........cccccurviiiiiiniiiiiiiicece e 15
5.1.7.2 TvOrba KOMPIEXT...ccvveiiiiieiiiiiiiie ittt e e ans 15

5.1.7.3 Tvorba 1ontoVYCh aSOCTALUL.......uveiviiiiiieiiiie e 15
5.1.7.4 Tvorba hostitelskych KompleXt.........ccooveiiiiiiiiiiiiee e 15

5.1.7.5 Vliv nevodnych rozpouStedel .........ccoovviiiiiiiiiiiiiiic e 16

5.1.7.6 V1iv situjictho prostredi........cccooeiiieiiiiiieiic e 16

5.1.7.7 Vliv ionogenich smacedel...........ccooiiiiiiiiiiiiiic e 16

5.2 KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA (CZE).........c.ccccoevevevrereinrernine. 17
5.2.1 DEje OVIIVIIUJICT SEPATACT ..vevvverviriieieeieiiie sttt 17
52,11 DIUZE.. i 17
5.2.1.2 J0UIEOVO tEPIO ... s 18

5.2.1.3 Elektromigracni diSPEIZE .........ccuerviererriiieiieiieesiie e 18

5.2. 1.4 SOIPCE ..ttt 18

5.2.2 Instrumentalni USPOTAdANT.......cvvviiiiiiiiie i 19
5.2.2.1 SeparaCni Kapilara..........c.ccooviiiiiiei e 19
5.2.2.2 Zdroj vySOKENO NAPEH .......eccviiiiiiiiiiiiciie e 19

5.2.2.3 DAVKOVANT VZOTKU.......eiiiiiieiiiieie e 20
5.2.2.4 DELEKCE ....c.veiiiiiisiet st 20

5.2.3 Aplikace kapilarni eleKtrofor€zy ..........ccooviiiiiiiiiii 21

5.3 FLAVONOIDY A FENOLICKE KYSELINY .......cc.cccoovivmininniniereeieeiensenens, 23
5.3 L FIAVONOIAY ...ttt 23
5.3.2 Fenolické KYSEIINY .....cccviiiiiiiiiiiiiicic e 23
5.3.3 Sledované prirodni TAtKY ........cccooviiiiiiiiiii 24
5.3.3.1 Chemicke StrUKtUIY .......cociviiiiiiicec s 24
5.3.3.2 Charakteristika jednotlivych 1atek®............cooovvvrrverrriereeseeseeeees s 25

5.3.4 Dalsi metody analytického hodnoceni polyhydroxysloucenin ..............cccocveennen. 26

5.4 KOMPLEXY SESTIMOCNEHO WOLFRAMANU.........c.ccoouvvimmrvimnniinnnninns 28

6. EXPERIMENTALNIE CAST ..........coovvviviniiniiiiiicesseesssse s 31
6.1 CHEMIKALIE A ROZTOKY ......ccooooooiiiimiiiiiiniineiensseisssssisesssssesssesesseeens 32
6.1.1 ChemMIKALIE ....covviiiiiii e 32
T A 0 4 (0] 4V 2SR 32
6.1.3 PHPrava 10ZEOKU . ... .oooveiiieiiie e 33



6.1.3.1 Piiprava roztoku elektrolytu .......ccoovuviiiiiiiiiie e 33

6.1.3.2 Pfiprava zasobnich roztoKil...........ccccorviiiiiiiiiiiiec e 33
6.1.3.3 Piiprava standardniho roztoKu...........ccccviiiiiiiiiiii i 33
6.1.3.4 Priprava kalibra¢nich roztoKu...........ccceriiiiiiiiiiiiice e 33
6.2 PRISTROUJE .......ccoooooomiiimiiiiiiiiniiesiies ittt 34
0.2.1 PTIStrOJOVE VYDAVENT ...cuviiiiiiiiiiiic e 34
6.2.2 Kapilarni elektroforeticky systém PrinCE...........cccccoviiiiiiiiiniiiee e, 34
6.3 PRACOVNI A VYPOCETNI POSTUPY .......coovvviiiirinnrinnniiesssisessesesneeens 35
6.3.1 PraCcOVIT POSTUP...ciivviiiiiiiiiiie sttt ettt nbb e e aeees 35
6.3.2 Vyvoj a optimalizace MEtOdY .........cuerviiviiiiiiiiiiiieie e 35
6.3.3 Méteni kalibrani ZAVISIOS......cevveiiiiiiciii e 36
6.3.4 OpakovatelNOSt MELOAY .........cccoriiiiiiieiee e 36
6.3.5 ROZIISENT ... 37
6.3.6 Elektroforetickd pohyblivost.........cccoiiiiiiiiiic 37
6.3.7 Limit detekce (LOD) a limit stanoveni (LOQ)32 ................................................ 38
7. VYSLEDKY A DISKUSE ............occovvmiiiiriitiniinsinsenssss st 39
7.1 VYVOJ A OPTIMALIZACE METODY .......cc.coovooviiiimiiiieiiesessssessessessenienenenn, 40
7.1.1 Volba optimalni vINOVE d@IKY........cceeiiiiiiiiiiiieiic e 40
7.1.2 Volba kapilary vhodn€ho primeru ...........ccooveeiiiiiiiiiiiicceee e 41
7.1.3 Volba pracovniho eleKtrolytu .........ccccoviiiiieiiniiiiciee e 41
7.1.4 Volba vhodné koncentrace HEPES ............cccoiiiiiiii e 42
7.1.5 Volba vhodné koncentrace wolframanu sodné€ho............ccoceviiiiiiiiiiiiinns 43
7.1.6 Volba vhodného pH zékladniho elektrolytu ..........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiii 45
7.1.7 Volba optimalniho obsahu methanolu..............ccooveiiiiiiiiii 46
7.1.8 Volba pracovniho Nap@ti.........ccooveiiiiiiiiiiiie e 47
7.1.9 Volba doby NASIKU.......eiiiiiiiiiiiee e 48
7.1.10 Vysledky optimalizace..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiic e 49
7.1.11 EIeKIrofOr@OQramY ......cceoveiueiieriesiisiesieeieie ettt 49
7112 ROZIISENI ...ttt 51
7.1.13 Elektroforetickd pohyblIVOSL...........ccoiiiiiiiiieierreeeee e 51
7.2 KVANTITATIVNT ANALYZA .....oooiiiiiriininiissississssssssesssssssessssens 52
7.2.1 Kalibracni ZAVISIOST........oeiiiieiiiieiiie e 52
7.2.2 Limit detekce, [imit StANOVENT .........cccuvieiiiiiiie e 62
7.2.3 OPAKOVALEINOST ... 62
7.3 SEPARACE MODELOVE SMESI V PRITOMNOSTI DALSICH
FLAVONOIDU .....coiiiiviimiiimmneieinesssssssessssssssssssssssssss s ssssssssssssss s ssssnns 63
7.3.1 Elektroforeogram smési flavonoidt a hydroxyfenylkarboxylovych kyselin......63
7.3.2 ROZISENT ..ottt 64
TADISKUSE ...ttt e e te e re e s reenteeneenreenteenee e 64
7.4.1 Porovnani pouzité metody s CZE vyuzivajici komplexaci analyt s B(III) a
KOMPIEXACT S IMO(VI) . e 64
7.4.2 Porovnani CZE s HPLC ..o 67
8. ZAVER ... 68
0. LITERATURA .ot bttt ettt et b e b e nes 71



2. ZKRATKY



ACES N-(2-acetamido)-2-aminoethansulfonova kyselina

BES N,N-bis[2-hydroxyethyl]-2-aminoethansulfonova kyselina
CTAB cetyltrimethylammoniumbromid

CZE kapilarni zonova elektroforéza

DAD diode array detektor

GC plynova chromatografie

EDTA ethylendiaminotetraoctova kyselina

EOF elektroosmoticky tok

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonova kyselina
HEPPSO 2-hydroxy-3-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl propansulfonova kyselina
ITP izotachoforéza

LOD limit detekce

LOQ limit stanoveni

MECK micelarni elektrokineticka chromatografie

MeOH methanol

MES 2-morfolino-ethansulfonova kyselina

MOPSO 3-(N-morfolino)-2-hydroxypropansulfonova kyselina

MS hmotnostni spektrometrie
TRIS tris(hydroxymethyl)-aminomethan
SDS sodium dodecyl sulfat



3. UVOD



Kapilarni elektroforéza je moderni separacni metoda, kterd vyuziva rozdilné
migrace latek iontového charakteru v elektrickém poli. Umoziiuje separaci velkého
mnozstvi rozmanitych slouenin — anorganickych iontt, organickych molekul

a bioorganickych molekul za pouziti jednotného instrumentalniho vybaveni.

Velkou ptednosti této metody je minimalni spotieba vzorku a pracovniho
elektrolytu, ¢imz se metoda stava Setrn&jsi k zivotnimu prostiedi, dale kratka doba analyzy,

moznost on-line detekce a moznost automatizace.

Moznosti aplikace CZE jsou v soucasné dobé velmi rozsahlé, vyznacuje se totiz
vysokou separacni ucinnosti, reprodukovatelnosti na urovni HPLC, ale pifi bézné UV

detekci je priblizné o dva fady méné citliva nez HPLC.



4. CIL PRACE



Cilem rigordzni prace bylo vypracovat metodu kapilarni zonové elektroforézy pro
separaci a stanoveni flavonoidii s vyuzitim tvorby elektricky nabitych komplext

prislusnych analyt s wolframanovym aniontem.



5. TEORETICKA CAST



5.1 KAPILARNI ELEKTROSEPARACNI METODY

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni délici metoda zalozend na rozdilné rychlosti
putovani jednotlivych slozek analyzované smési v elektrickém poli. Lze ji aplikovat na
latky povahy elektrolytii tvoiené nizkomolekularnimi nebo vysokomolekularnimi ionty
a na systémy elektricky nabitych koloidnich ¢astic. Migra¢nim prostfedim je vodivy roztok
elektrolytti. Hybnou silou, kterd uvadi ¢astice do pohybu, je intenzita elektrického pole.
Proti pohybu castic ptisobi tfeni v kapalném prostiedi podminéné jeho viskozitou. Tteci
sila pfi pohybu kulovité ¢astice je pfimo umeérnd jejimu poloméru a viskozité¢ kapaliny
(Stokestiv zdkon). Skute¢nd rychlost migrace je rozdilem téchto protichudnych vlivi.
Pokud je u jednotlivych slozek smési rozdiln, dojde k jejich separaci.™?

Separace probiha v kapilaie, jejiz konce jsou ponoieny do nadobek s elektrolytem.
K nim jsou pfipojeny elektrody vysokonapétového zdroje, které vytvari elektrické pole
nutné pro separaci. Na distalnim konci kapilary je umistén detektor, ktery snima analyticky

. , . ,q . , o . , . v , I v, v 1
signdl. Tento signal je zapséan liniovym zapisova¢em nebo déale zpracovan pocitacem.

Rozlisujeme pét typt kapilarnich elektromigracnich metod :
e zOnova elektroforéza
e micelarni elektrokineticka chromatografie (MECK)
e izoelektricka fokusace
e kapilarni elektrochromatografie (CEC)

e izotachoforéza (ITP)

Tyto metody mohou byt provozovany i v makrométitku, kapilarni format je zde
jednoticim prvkem kapilarni elektroforézy. Separacni procesy jsou u jednotlivych typt
odlisné: v zoénové elektroforéze a izotachoforéze dochédzi k separaci na zakladé rozdila
efektivnich pohyblivosti, v elektrokinetické micelarni chromatografii na zakladé rozdila
rozdélovacich koeficientt mezi mobilni a pseudostacionarni fazi, Vv kapilarni
elektrochromatografii na zéklad€ rozdélovani mezi mobilni a pevnou stacionarni fazi

V napliovée kapilare a v izoelektrické fokusaci na zéklad¢ rozdill v izoelektrickych bodech.
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5.1.1 Elektroforeticka pohyblivost

Pii elektroforéze dochazi k pohybu elektricky nabitych c¢astic v roztoku plsobenim
elektrického pole. Smér pohybu je ddn znaménkem jejich néboje a orientaci elektrického
pole.! Rychlost pohybu &astice v daném misté roztoku je pfimo umérna intenzité

elektrického pole E v tomto mists.>

u - elektroforetick4 pohyblivost [m” V™. s?]
v - rychlost elektroforetického pohybu [m. s™ ]
E - intenzita elektrického pole [V. m* ]

Elektroforetickd pohyblivost vyjadfuje rychlost pohybu ¢astice nebo iontu
V jednotkovém elektrickém poli, roste umérné s nabojem, klesa s velikosti castice.
Pohyblivostem byva pfisuzovano znaménko v souladu s nabojem pfislusného iontu. Pro

dvojici iont — prostfedi je pohyblivost charakteristickou konstantou.

5.1.2 Tontova pohyblivost

Iontova pohyblivost je znaménkova veli¢ina shodna s nabojem iontu, tedy kladna
pro kationy a zaporna pro aniony.l

Okolo kazdého iontu v roztoku vytvafeji ionty opa¢ného znaménka tzv. iontovou
atmosféru. Interakce mezi ionty ovliviiuje pohyblivost sledovaného iontu — S rostouci
koncentraci jeho pohyblivost klesd. Pokud extrapolujeme koncentracni zavislost
elektroforetické pohyblivosti na nulovou iontovou silu, ziskdme pohyblivost iontovou U.
S rostouct teplotou se iontova pohyblivost zvySuje (zvySeni teploty o 1 °C vede ke zvySeni

pohyblivosti 0 2%).!

5.1.3 Skute¢na pohyblivost
Skute¢na pohyblivost je pohyblivost v redlném prostiedi pii realné teploté. Je

. svvr v ’ re ’ . r . o N N ’ 2
zpravidla niZ8i nez up diky vzajemnym interakcim iontd v kone¢né zfedénych roztocich.
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5.1.4 Efektivni pohyblivost

Latky povahy slabych kyselin a bazi se v roztoku vyskytuji ve dvou formach. Ve form¢e
iontu s prislusnou elektroforetickou pohyblivosti a ve formé neutralni molekuly, ktera
elektroforetickou pohyblivost nevykazuje. Ob¢ formy jsou ve smési zastoupeny v uritém
poméru vyjadieném napft. disociacnim stupném. Pii elektroforéze nemiize dojit k rozdéleni
rovnovazné smesi na nepohyblivé molekuly a pohyblivé ionty (ioniza¢ni rovnovaha
probihd ve srovnani s elektromigraci nepomérné rychleji). Smés putuje jednotnou
rychlosti, ktera je imérna disociacnimu stupni. Vysledné pohyblivost se nazyva efektivni

pohyblivost U, je dana vztahem :

U=> Ui+Xi

Uj - iontové pohyblivosti jednotlivych forem latky

Xi - molarni zlomky

Volbou pH Ize upravit slozeni rovnovazné smési a tim regulovat pohyblivost podle
potteby od nulové az po plnou iontovou. Je to u€inny prostfedek k dosazeni optimélniho
déleni smési kyselych a zasaditych latek.? Zavislost elektroforetického chovani

jednosytnych protolyti na aciditd prostfedi popisuje vztah:*

— u
U=———
1+10PK-PH

Takto lze popsat 1 migra¢ni chovani komplexti. Pokud ustanoveni rovnovazného
stavu probiha rychlosti srovnatelnou nebo nizsi nez je rychlost elektromigrace, je mozné

jednotlivé formy téze latky od sebe oddslit."

5.1.5 Elektroosmoticky tok (EOF)

Elektroosmoticky tok konstantnim ptispévkem ovlivituje pohyb castic.* Je zpusoben
pfitomnosti nabitych silanolovych skupin na vnitinim povrchu nepokryté kiemenné
kapilary.! Negativni naboje téchto skupin piitahuji kationty tlumivého roztoku a dochézi ke
vzniku elektrické dvojvrstvy piilehlé ke sténé kapilary. Hydratované kationty migruji

smérem ke katod¢ a strhavaji s sebou roztok v kapilare. Proudéni kapaliny kapilarou timto
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jevem se nazyva elektroosmoticky tok — EOF.

UeoE >

Sternova
vrstva

M~ 000000
P

dvoj-
vrstva

o @ - Difizni
® 7
@

Sténa kapilary

Obr. 1 Elektroosmoticky tok

Velikost EOF je zavisla na velikosti zeta potencidlu ¢ elektrické dvojvrstvy

vytvofené na rozhrani proudici kapaliny a stény kapilary. Rychlost EOF je dana vztahem:®

e C-E
Veor =

€ - permitivita roztoku

¢ - elektrokineticky potencial

E — intenzita elektrického pole

n - viskozita roztoku

Zeta potencidl, a tedy 1 EOF, jsou zavislé na pH. Pfi pH = 2 je tok téméf nulovy a se
vzristem pH se zvysuje (dochazi k vyznamnéjsimu nahrazovani H® iontd na vnitfnim
povrchu kapilary za ionty tlumivého roztoku). Elektroosmoticky tok smétuje od anody ke
katod€ a jiz pfi neutralnim pH nabyva rychlosti, kterd pievysSuje elektromigraci vétSiny
aniontli, takze anionty putuji paradoxné ke katod€. Vysledna rychlost pohybu aniontd
a kationti je dana vektorovym souctem jejich migra¢ni rychlosti a rychlosti pohybu EOF.
Neutralni ¢astice tudiz migruji rychlosti odpovidajici rychlosti EOF, anionty jsou
Vv zavislosti na velikosti ndboje vymyvany jako posledni. Kationty, které¢ se pohybuji ve

sméru EOF, jsou vymyty jako prvni.®
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Z praktického hlediska je ptfitomnost EOF v nékterych piipadech vyhodna,
pfedevsim pii souasné analyze kationtil a aniontd popf. i neutralnich &astic.® Nekdy je
vsak nutné EOF eliminovat, proto se vnitini povrch kapilary opatiuje polymernim

pokryvem, ktery blokuje volné silanové skupiny zodpovédné za EOF.

5.1.6 Migracni ¢as

Elektroforetickd pohyblivost je veli¢ina, kterou nelze zjistit pfimo experimentalné.
Lze ji vypocitat z migra¢niho ¢asu ty, tj. Casu, ktery je nutny pro migraci latky z mista
nastfiku do detekéni cely. Pokud dochéazi k hydrodynamickému toku (napt. diisledkem
elektroosmodzy), je nutno znat 1 migracni ¢as nenabitych C&astic t,. Elektroforeticka

pohyblivost se vypoéte ze vztahu:*

l; — celkova délka kapilary [m]

Is — efektivni délka kapilary (vzdalenost od nastiiku po detektor) [m]
U — pracovni napéti [V]

tm — migracni Cas latky [s]

to — migraéni ¢as nenabitych ¢astic [S]

5.1.7 Ovliviiovani elektroforetické pohyblivosti

Pii analyze smési latek je potfeba maximalizovat rozdily v migra¢nich casech vSech
nebo alespont hlavnich komponenti vzorku. Jedna z cest, jak toho dosédhnout, je pouziti
delsi separacni kapilary. Nevyhodou vSak je podstatné prodlouzeni doby analyzy. Proto se
k tomuto kroku pfistupuje az po vyCerpani dalSich moznosti. Snahou je najit takové
podminky, aby rozdily elektroforetickych pohyblivosti mezi sousednimi zénami byly co
nejvetsi. Toho 1ze dosahnout zménou pH pracovniho elektrolytu, pfidavkem vhodného
komplexujiciho ¢inidla, latek vytvarejicich hostitelské komplexy, detergentt, piidavkem

nevodného rozpoustédla nebo pouzitim gelu.
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5.1.7.1 Vliv pH pracovniho elektrolytu

Zména pH pracovniho elektrolytu je nejjednodussim krokem vedoucim ke zméné
elektroforetické pohyblivosti latek povahy slabych kyselin a bazi. Se zménou pH dochazi
ke zméné¢ ionizace a tim ke zméné efektivni pohyblivosti latky. Pfi hleddni optimalniho pH
pro separaci urcitych latek je potfeba vychazet ze zavislosti elektromigracnich pohyblivosti
téchto latek na pH pracovniho elektrolytu. Vhodné hodnota pH je takova, pti které je rozdil

pohyblivosti nejvetsi.t

5.1.7.2 Tvorba komplexii

U analyzovanych latek, které mohou vytvafet komplexy, miize dojit vhodnym
ptidavkem iontu kovu nebo ligandu Kk tlumivému roztoku ke zlepSeni jejich separace.
Elektroforetickd pohyblivost vzniklych komplexii se podstatné odliSuje od pohyblivosti
samotného analytu. Konstanta stability komplexu zavisi na druhu centralniho iontu a druhu
ligandu, coZ vede k vysoce selektivni analyze.® Takto lze vyuZit tvorby komplexd pfi
analyze kovt, kde se hledd vhodny ligand a jeho koncentrace na dosazeni uplné separace.

Analogicky se hledd vhodny kovovy iont pro separaci ligandii.

5.1.7.3 Tvorba iontovych asocidti

Tvorba iontovych asociati se vyuziva ke sniZeni rychlosti migrace analytd.® lonty
S vy$8im nabojem vytvaii diky silnym coulombickym interakcim iontové asociaty s ionty
opaéného znaménka. Cim vy3§i je naboj interagujicich iontii, tim vyrazngjsi je redukce
mobility. Nejcastéji jsou pouzivany kyseliny a baze o vyS$im naboji (napt. kyselina

o, . . 1
citronova, kyselina fytova, spermin).

5.1.7.4 Tvorba hostitelskych komplexii

Jedna se o separace v pfitomnosti cyklodextrini (o, B, y). Cyklodextriny jsou
neionogenni oligosacharidy tvofené 6 — 8 molekulami glukozy, které vytvareji duty valec,
na jehoz obvodu jsou hydroxylové skupiny a vnitini jadro zistava hydrofobni. Do tohoto
jddra mohou vstupovat hydrofobni skupiny, ¢imz vznikaji rizné€ pevné hostitelské
komplexy. Vzhledem k tomu, Ze hydroxylové skupiny na povrchu jsou chiralni, vytvari

cyklodextriny s chiralnimi separandy komplexy liSici se stabilitou, coZz umoziuje jejich
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separaci.
Jako chirélni selektory se mohou pouzivat také cyklické polyethery, polysacharidy

a bﬂkoviny.6

5.1.7.5 Vliv nevodnych rozpoustédel

Ptidavkem nevodného rozpoustédla k pracovnimu elektrolytu dochazi ke zméné
solvatace separovanych iontl a ke zméné viskozity elektrolytu. Tim dochazi k ovlivnéni
iontové pohyblivosti, coz muze ptispet k ucinné separaci. Nejcastéji se vyuzivad methanol,
ethanol, propanol, aceton, acetonitril a dimetylsulfoxid.

Ptidavek organickych modifikatortt do tlumivého roztoku obecné zplisobuje snizeni

elektroosmotického toku.®

5.1.7.6 Vliv sit'ujiciho prostiedi

Pouziti situjiciho prostfedi je vhodné pro separaci polymert s odliSnou molekulovou
hmotnosti. Situjicim prostiedim s nejvétsi tradici je polyakrylamidovy gel. Mensi
molekuly prochdzeji gelem snaze, vétsi molekuly jsou pii migraci situjicim prostfedim
vice zpomalovany. Dnes jsou gelové kapilary nahrazeny roztoky linedrnich polymert.
Nejcastéji pouzivanymi linearnimi polymery jsou derivaty celuldzy, polyvinylalkohol,

polyetylenglykol, dextran a dalsi.!

5.1.7.7 Vliv ionogenich smacedel

Piidavek ionogennich smacedel k pracovnimu elektrolytu je dal$i moznosti, jak ovlivnit
pohyblivost jednotlivych slozek vzorku. Vyuziti nachazi napt. SDS pii elektroforéze
bilkovin. Po ptekroceni kritické micelarni koncentrace za€nou ze smacedel vznikat micely.
Tento jev je podstatou micelarni elektrokinetické chromatografie.! Pouzivaji se
anionaktivni, kationaktivni nebo neutralni surfaktanty (SDS, TWEEN), které zplsobuji

modifikaci elektroosmotického toku, solubilizaci hydrofobnich analyti.
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5.2 KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA (CZE)

Migra¢nim prostfedim je pii CZE jediny pracovni elektrolyt, ktery zaujima cely
migracéni prostor. Jeho sloZeni je vSude stejné, v diisledku toho je v celé kapilare konstantni
elektrické pole.

Vzorek se nanasi ve form¢ roztoku najednou do uréitého mista migra¢niho prostoru
jako uzka zoéna. Jednotlivé slozky smési putuji rozdilnymi rychlostmi, tmérnymi jejich

pohyblivostem.

Jakmile je smés takto rozd€lena na zony jednotlivych latek, mize dojit
Kk analytickému vyhodnoceni pomoci detek¢éniho zatizeni. Latky (jiz separované) migruji
kapilérou dale, az vS§echny postupné projdou urcitym mistem, kde je detekéni cela. Zaznam
analyzy, elektroforeogram, reprezentuje zavislost odezvy (urcitého signalu) detektoru na
Case.

Pti elektromigraci se v kapilafe uplatiiuji jesté dalsi jevy, které ovliviiuji pribéh
separace, a mohou pisobit velmi negativng, jednotlivé zony mohou byt rozmyvany

a promichéwélny.5
5.2.1 Déje ovliviiujici separaci

5.2.1.1 Difuze

Vlivem diftize dochéazi k rozmyvani elektroforetickych zon, u kterych se nezachovava
puvodni Sitka a ostré ohraniceni. Ucinnost elektroforetické separace je dana souctem
dosazenych teoretickych pater N :

N2V
2.

u — elektroforetickd pohyblivost
U — napéti
D — diftzni koeficient
Vzhledem K ptimé uméfe mezi pohyblivosti a difuznim koeficientem bude mensi
disperze (a vétSi pocet teoretickych pater) u vétSich molekul s malym difiznim

koeficientem.*
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5.2.1.2 Jouleovo teplo

Priichod elektrického proudu pracovnim elektrolytem zptisobuje tvorbu Jouleova tepla.1
Zvyseni teploty vede ke zvySeni pohyblivosti iontl a je dosazeno kratSich migracnich Cast.
Mnozstvi tepla vznikajici v kapiladfe je pfimo imérné vodivosti elektrolytu K, vlozenému
napéti U a nepiimo umeérné délce kapilary L.

Pti chlazeni dochazi ke vzniku teplotniho gradientu uvnitt kapilary, coz ma
negativni dopad na kvalitu separace. lonty pohybujici se v ose kapilary, kde teplota
dosahuje vyssich hodnot, se pohybuji nejrychleji, zatimco na okraji naopak nejpomaleji.

Tento jev zaznamenava detektor jako rozsifeni zc')ny.1

5.2.1.3 Elektromigracni disperze

Rozdil v pohyblivostech mezi analytem a iontem pracovniho elektrolytu se projevuje
asymetrii elektroforetického piku. Pokud ma analyt vétsi pohyblivost, je v jeho z6n¢ nizsi
intenzita elektrického pole. Jestlize ionty na jeho Celnim rozhrani opousti difuzni zonu,
dostavaji se do prostiedi o vySsi intenzité elektrického pole, dochazi k jejich urychleni
a Celni rozhrani je plossi nez bylo pfi vlivu prosté difuze. Naopak na zadnim rozhrani se
ionty opoustéjici zonu dostavaji do prostiedi o vyssi intenzité elektrického pole, jejich
migracni rychlost se zvysi a jsou vraceny zpét. Dochazi k zaostfovani zadniho rozhrani
zOny. Analogicky se tvoifi asymetrickd zona pii migraci analytu o mensi pohyblivosti nez
ma iont pracovniho elektrolytu (¢elni rozhrani je ostré a zadni je difuzni). Zéna iontu, ktery
ma stejnou pohyblivost jako iont zdkladniho elektrolytu, nebude elektromigracni disperzi
ovlivnéna. Cim je rozdil v pohyblivostech mezi analytem a iontem pracovniho elektrolytu

v&t§i, tim je zéna vice deformovana.

5.2.1.4 Sorpce

Negativni vliv na kvalitu separace ma i interakce iontl se sténou kapilary. Pokud jsou
tyto interakce dostatecné silné, mize dojit k Giplné sorpci analytu na sténu kapilary. Tento
jev se muze projevit i absenci piku v elektroforeogramu, v lepS§im piipadé asymetrii

T |
a chvostovanim piku.
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5.2.2 Instrumentalni usporadani

Zatizeni pro kapilarni zonovou elektroforézu je velmi jednoduché, obsahuje separacni
kapilaru, zdroj napéti, davkovac vzorku, detektor a zafizeni pro zdznam analytického

signalu® (obr. 2).

5.2.2.1 Separacni kapilara
V kapilarni elektroforéze se nejcastéji pouzivaji kiemenné kapilary, které jsou z diivodu
lepsi mechanické pevnosti pokryty vrstvou polyimidu. Vyjimecné se vyuzivaji teflonové
nebo sklenéné. Vnitini primeér kapilary je obvykle v rozmezi 25 — 100 um. Délka kapilary
dosahuje 20 — 100 cm.?
V misté detekce ma opticky prihledné okénko. Rozmér kapilary ovliviiuje cas
analyzy, uginnost separace a kapacitu.® B&hem elektroforetického d&je jsou oba konce

kapilary ponofeny v elektrodovych nadobkéach naplnénych pracovnim elektrolytem.’

5.2.2.2 Zdroj vysokého napéti

K elektrodovym nadobkdm jsou pfipojeny elektrody vysokonapétového zdroje
srozsahem 0 — 30 kV. Vyssi vloZzené napéti, které by teoreticky mélo vést ke zkraceni
doby analyzy, nema jiz prakticky vyznam, nebot’ dochazi k ionizaci vzduchu a vzniku

elektrického vyboje v okoli elektrod.

detel:tor

mefizeni
pra EAE0AT
sipnalu

pufr

Zdraj

wysokaho
napatl
o
A
vzorek
-
LR

Obr. 2 Schéma instrumentalniho uspofadani pro kapilarni elektroforézu
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5.2.2.3 Davkovani vzorku

Déavkovani vzorku do kapilary ma vliv na kvantitativni vysledky méteni. Obecné Ize

rozlisit dva zplisoby davkovani: hydrodynamické a elektromigracéni .

Hydrodynamické davkovani spoCiva ve vtlaCovani uzkého sloupce kapalného

vzorku do kapilary vlivem tlakovych rozdilti podél kapilary. Tento zplisob davkovani je
zalozen na aplikaci ur¢it¢tho objemu vzorku, tudiz efektivita davkovani je stejnd pro
kationty, anionty a neutrdlni ¢astice. Vyuziva se riznych mechanismti — head space
davkovani pomoci tlaku, pouziti vakua — aplikaci podtlaku na opac¢ny konec kapilary,
samospadové davkovani vyuzivajici tzv. sifonoveho efektu — nadobka se vzorkem se
zvedne na urcitou dobu do urcité vysky nad nadobku s pracovnim elektrolytem a vzorek se
aplikuje do kapildry konstantnim tokem.

Elektromigracni davkovani spo¢iva v tom, ze anodicky konec kapilary se ptesune

Z nadobky s pracovnim elektrolytem do nadobky se vzorkem, pfi¢emz davkovaci napéti je
niz8§i nez je pracovni a Cas aplikace je kratky (5 — 60 s). Tento zplsob je zalozen na
elektroforetické pohyblivosti jednotlivych castic vzorku. Je to jediny mozny zpusob
davkovani vzorku v kapilarni gelové elektroforéze.*

Vzhledem k faktu, ze elektroforetickd pohyblivost je dana velikosti Castic a jejich
nabojem, bude zastoupeni kationd, aniond a neutralnich ¢astic v nadavkovaném vzorku

nerovnomérné,” do kapilary budou pfednostné vstupovat mobilnéjsi ¢astice.

5.2.2.4 Detekce

Vhodny detektor je volen s ohledem na jeho citlivost, selektivitu, linearitu zaznamu
a hladinu Sumu. Vhodné zvoleny detektor pfispiva ke spravné identifikaci, nebot’ ziskany
signal je zavisly na charakteru analytu.” U kapilarni elektroforézy je nejéast&jsi zptisob

detekce v on-line usporadani, kdy je analyticky signél ziskavan p¥imo na kapilare."

UV absorpce

UV detekce patii mezi nejrozsifenéjsi metody detekce v kapilarni elektroforéze. VéEtSina
analytli obsahuje chromofory, které umoziuji absorpci v UV oblasti bez ptredchozi
derivatizace. Vzhledem k velkému poctu slou¢enin absorbujicich v UV oblasti dochazi
k ¢astym interferencim, coz vede k piekryvani pikl analyzovanych slozek.®

Pro identifikaci pikG je vyhodné pouzit diode — array detektoru, ktery vyuziva

polychromatického paprsku. Vysledkem je trojrozmérny elektroforeogram, kde je pro
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kazdy pik zachyceno celé spektrum, coZ prispivé k presnéjsi identifikaci.’
Lze pouzit i neprimou UV detekci. Pokud stanovovana latka v UV oblasti neabsorbuje,
je mozné vyuzit pfitomnost absorbujiciho spoluiontu jako hlavni soucasti pracovniho

elektrolytu. Pii prichodu zény analytu detektorem se na zapisovaci objevi negativni pik.

Fluorescence

Fluorescence poskytuje velmi vysokou selektivitu a citlivost detekce. Selektivita
vyplyva z faktu, ze je jen malo slouCenin, které samovolné fluoreskuji, obzvlast ve
viditelné oblasti. To vedlo k pfipravé fluorescencnich Cinidel, kterymi jsou tyto latky
pfevadény na fluoreskujici slouGeniny.® Mezi tato Ginidla patii napt. ftalaldehyd,

dansylchlorid, fluoreskamin a dalsi.

Hmotnostni spektrometrie

Kombinace CZE a MS je metoda vyuzivajici migrace ionti v roztoku a ve vakuu. Pro

kazdou latku lze ziskat hmotové spektrum, coz umozniuje snadnou identifikaci pika.!

Amperometrie

Amperometricky lze snadno detekovat oxidovatelné ionty. Citlivost detekce neni

A - a1
zavislad na priméru kapilary.

Konduktometrie

Jedna se o univerzalni zpisob detekce vyuzivajici rozdilné vodivosti zon analytu

a pracovniho elektrolytu."

5.2.3 Aplikace kapilarni elektroforézy
Metody kapilarni elektroforézy maji obecné v praxi velmi Siroké vyuziti, lze je
aplikovat na separaci velkého mnozstvi rozmanitych chemickych sloucenin —
anorganickych ionti, organickych molekul a bioorganickych makromolekul.
e Analyza aminokyselin, peptidii, proteinii (ureni aminokyselinového slozeni
hydrolyzatu neznamych proteind, stanoveni sekvence aminokyselin v bilkovinach,
peptidové mapy apod.)

e Analyza nukleotidii, nukleovych kyselin (ur€ovani sekvenci bazi v molekule DNA)
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e Analyza télnich tekutin (separace sérovych bilkovin, monitorovani 1ékovych hladin,

stanoveni toxickych agens)

e Ostatni analyzy (analyzy 16&iv, potravin, primyslovych a zem&d&lskych vzorka)*
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5.3 FLAVONOIDY A FENOLICKE KYSELINY

5.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou netoxické, farmaceuticky vyznamné piirodni latky vyskytujici se
Vv rostlinnych materialech. Pro vSestranné ptisobeni na lidsky organismus se Casto nazyvaji
bioflavonoidy. Vyskytuji se vétsinou glykosidycky vazané, rozpusténé v bunééné stave
vakuoly, lipofilni methoxylované derivaty se nalézaji v silicich.

Flavonoidy jsou derivaty 2-fenylchromanu, derivaty 3-fenylchromanu se nazyvaji

isoflavonoidy.®

M I D“ .
Obr. 3 Flavonoidy Obr. 4 Isoflavonoidy

Flavonoidy snizuji patologicky zvySenou permeabilitu a lomivost kapilar (P-
vitaminovy ucinek), ptisobi antihemoragicky a antiedemat6zné, potencuji ucinek vitaminu
C. Maji hypotenzivni ucinek a pozitivné ovliviuji srde¢ni ¢innost. Flavonoidy se rovnéz
vyznacuji diuretickym, choleretickym, cholagognim a spasmolytickym U¢inkem. Jejich
antitromboticka aktivita souvisi s tvorbou komplexti s vapenatymi ionty, brani tak srdzeni
krve a zadrzuji vapnik v téle. Vyznamné je jejich antioxida¢ni plsobeni, potlacuji tvorbu
volnych radikalt kysliku a tim chrani organismus pfed mnoha civilizacnimi chorobami.

Nemén¢ dutlezitou vlastnosti flavonoidl je jejich schopnost inhibovat enzymy:
hyaluronidazu, lipooxygenazu a cyklooxygenazu.

Ze vsech vySe zminénych biologickych uc¢inki je terapeuticky nejvice vyuZivana

schopnost ovliviiovat ¢innost srdce, schopnost plisobit angioprotektivng, antthemoragicky,

7 w1

5.3.2 Fenolické kyseliny

Aromatické rostlinné kyseliny jsou rozsifené¢ sekundarni metabolity rostlin a maji
mnohé fyziologické vlastnosti. Krom¢ rozmanitych funkci v rostlinné fisi, maji nckteré
kyseliny jak chemotaxonomicky vyznam tak farmakologické vlastnosti. VétSina

aromatickych kyselin existuje jako derivaty benzoové nebo skoficové kyseliny.10 Jsou to
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produkty rostlinnych pletiv, které pfispivaji ke vzniku polymernich struktur taninu
a ligninu. PfestoZe je dobfe doloZen Skodlivy vliv na dostupnost zivin, jevi i zndmky

protitumorové a antivirové aktivity.9

5.3.3 Sledované prirodni latky

Piedmétem zajmu rigordzni prace jsou flavonoidy (apigenin, hyperosid, kvercetin,
luteolin a rutin) a derivaty kyseliny skoficové (chlorogenova kyselina a p-kumarova
kyselina). Pti optimalizaci elektroforetické metody obsahovala modelova smés analyti

pouze rutin, kvercetin, chlorogenovou a p-kumarovou kyselinu.

5.3.3.1 Chemické struktury

/; COOR,
R 4]
R a
Obr. 5 Chemicka struktura flavonoidu Obr. 6 Chemicka struktura derivatu
kyseliny skoficové
Tab. 1: Studované latky (struktury viz Obr. 5 a Obr. 6)
FIaVOﬂOldy R; R, R3 pKal
Apigenin H H OH 8,54
Rutin O-rhamnoglukosa OH OH 7,12%
Hyperosid O-galaktosa OH OH
Kvercetin OH OH OH 6,745
Luteolin H OH OH 7,525
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Der. skofticové kyseliny R4 Rs Rs pKa
P-kumarova kyselina H H OH 6,64
HO
HO OH
Chlorogenova kyselina COOH OH OH 3,59%
OH
chinova kyselina

5.3.3.2 Charakteristika jednotlivych litek™

APIGENIN
Chemicky nazev: 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-chromen-4-on

Sumdrni vzorec: C15H1005

Biologickd aktivita: spasmolytické G¢inky

RUTIN (VITAMIN P)
Chemicky nazev: 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-(3,4,5-
trihydroxy-6-methyltetrahydropyran-2-yloxy]-chromen-4-on

Sumdrni vzorec: Co7H30016

Biologicka aktivita: zvy$uje pevnost zilni stény

sniZuje permeabilitu stény kapilar

potlacuje fragilitu kapilar

HYPEROSID
Chemicky nazev: 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxy-3-(3,4,5-trinydroxy-6-
hydroxymethyltetrahydropyran-2-yloxy)-chromen-4-on

Sumdrni vzorec: Co1H20012

Biologickd aktivita: antthemoragicky u¢inek

adstringencni ucinek

KVERCETIN (MELETIN)
Chemicky nazev: 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-on

Sumdrni vzorec: C15H1007

Biologickd aktivita: napomaha potlaceni fragility kapilar
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LUTEOLIN
Chemicky nazev: 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxy-4H-1-benzopyran-4-on

Sumarni vzorec:. C15H1004

Biologickd aktivita: protizanétlivy ucinek

antispasmogenni ucinek

P-KUMAROVA KYSELINA
Chemicky nazev: 3-(4-hydroxyfenyl)-2-propenova kyselina

Sumdrni vzorec: CoHgO3

Biologicka aktivita: schopnost inaktivovat toxiny a omezovat zanétlivou reakci

potopudny ucinek

CHLOROGENOVA KYSELINA
Chemicky ndzev: 3-[(3,4-dihydroxycinnamoyl]-1,4,5-trihydroxycyclohexan-karboxylova

kyselina

Sumdrni vzorec:. C16H1809

Biologickd aktivita: mirny spasmolyticky ucinek

tlumivy G¢inek na CNS
kladné plisobeni na cévy

protirakovinovy efekt

5.3.4 Dalsi metody analytického hodnoceni polyhydroxysloucenin
Priklady védeckych praci zabyvajicich se analyzou polyhydroxyfenolickych sloucenin:
Elektroforetické metody:
e CZE, pracovni elektrolyt: 20 mM tetraborat, 20 mM SDS, 15 mM B-cyklodextrin,
pH 10, detekce DAD pfi 337 nm®
e CZE, pracovni elektrolyt: 25 mM HEPPSO, 2 mM molybdenan sodny, 25 % (v/v)
methanolu, pH 7,4; UV detekce pti 263 nm’

e on-line propojeni ITP a CZE, ITP - vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + TRIS, pH
7,2; koncovy elektrolyt: 50 mM H3BOs3, pH 8,2; CZE — zékladni elektrolyt: 25 mM
TAPS a 55 mM H3BOs, , pH 8,75; 20% methanol, spektrofotometricka detekce pii
254 nm?®
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e CE, 100 mM boratovy pufr, pH 9,0, elektrochemicka detekce 3t
e MECK, pracovni elektrolyt: 10 mM NaH,PQO,4, 15 mM Na;B,0O7, 30 mM SDS, pH
8,73; UV detekce pii 350 nebo 275 nm*

Chromatografické metody

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

e HPLC s vyuzitim coulometrického detektoru, gradientova eluce mobilni fazi: octan
amonny a acetonitril, kolona Zorbax SB C18, CoulArray detektor?’

e Off-line spojeni ITP a HPLC, ITP: vedouci elektrolyt: 10mM HCI, koncovy
elektrolyt: 50 mM H3BOgs, ITP elektrolyty obsahovaly 20 % (v/v) methanolu;
HPLC: gradientovd eluce mobilni fazi: methanol, acetonitril a orthofosfore¢na
kyselina, kolona - Discovery C18 a Discovery RP Amid C16%

Plynova chromatografie (GS)

e GS, detekce hmotnostnim spektrometrem®
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5.4 KOMPLEXY SESTIMOCNEHO WOLFRAMANU

Roztoky polyfenolt v alkalickém prostfedi snadno podléhaji oxidaci rozpusténym
vzdusnym kyslikem. Riziko spontdnni oxidace miizeme snizit tim, Ze pro elektroforetickou
separaci pouzijeme vhodny pracovni elektrolyt s pH = 7 s obsahem komplexotvorného
¢inidla, jehoz pfitomnosti mizeme prevést dané analyty na aniontové komplexy rtzné
stability.

Schopnost W (VI) utvaiet aniontové komplexy s hydroxyslou¢eninami byla
prokdzana jiz pfed mnoha lety. Vroce 1959 J. Halmekoski dokidzal metodou
spektrofotometrie, ze WO,* reaguje s 1,2 —difenoly v neutralnich vodnych roztocich za
tvorby nésledujicich komplexa™ (log K je rovnovazna konstanta):

e pyrokatechol, 3,4-dihydroxybenzaldehyd H,L:
WO,* + 2H,L > WO,L,> log K = 6,53 7,76
e pyrogalol, 3,4 dihydroxybenzoova kyselina HsL:
WO, + 2H3L > WO,(HL),* log K = 6,98 - 7,30
o gallovd kyselina HyL:
WO,Z + HsL™ > WOsHL*  log K = 3,37.

V roce 1962 K. B. Yatsimirskii dokazal metodou polarografie tvorbu komplexi

mezi vicesytnymi karboxylovymi kyselinami a H;WQ,:*2
e Stavelova kyselina, malonova kyselina a vinnd Kkyselina H,L:

H,WO, + HL <> WOsL*  log K = 3,09 — 4,85

Dosud byl wolframan v souvislosti s CZE pouzit v n¢kolika studiich, av$ak za zcela
jinym ucelem nezli v této praci.

> W) jako komplexotvorné cinidlo

Pro paralelni stanoveni Sb (III) a Bi (III) metodou kapilarni elektroforézy byl vyuzit W
(V1) spolu sP (V) jako komplexotvorné ¢inidlo, které poskytovalo se zminénymi ionty
komplexy [P(Sh""W11)040]®%, [P(Bi""W11)040]° s odlisnou migraéni rychlosti.*®

» W(VI) jako detekovany anion

Metodou kapilarni elektroforézy bylo detekovano v pribéhu 6 minut 19 riznych
anorganickych a organickych aniontl a kationtti, jednim z nich byl také WO, pracovni
elektrolyt obsahoval 5 mM K,CrO4, 3 mM H3BO3, 35 uM CTAB a 12 uM EDTA jako

¢inidlo tvoftici komplexy s kationty kovl (pH 8).14
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WO,” byl také jednim z 13 anorganickych anionti, které byly detekovany metodou
CZE za pouziti kfemenné kapilary potazené polyethylenglykolem (DB-WAX) za ticelem
potlaceni EOF. Jako pracovni elektrolyt byl pouzit 20 mM fosfatovy pufr o pH 8,8.1°
18 riiznych aniont véetné WO~ bylo separovano pomoci CZE v systému, ktery
obsahoval 10 mM Na,CrO, a 2,3 mM CTAB o pH 11,5.*°
> WO,” jako vnitini standard

Pti detekci dusitanu a dusi¢nanu v potravindch metodou CZE byl ptivodné pouzit
wolframan jako vnitini standard, ale vzhledem K nestalé¢ ploSe a nesoumérnosti piku
wolframanu byl pfi vyvoji metody nahrazen thiokyanatanem, ktery byl pro danou studii
jako vnitini standard pfijatelngjsi.t’

> wolframan komplexné& vazany jako soucdst proteinil, enzymil

Wolframan byl pozorovan jako soucast proteini u bakterie Acidithiobacillus
ferrooxidans AP 19-3. Protein vazajici wolframan byl ziskan z plasmatické membrany
zminéné Zelezooxidujici bakterie, sklada se ze dvou podjednotek a na 1 mg plasmatické
membrany je vazano 1,7 mg wolframanu. Wolframan vézajici protein byl po dobu 1 hod.
inkubovan s 10 mM Na;WO,; a 10 mM nékteré z nasledujicich sloucenin: NayMoOs,
CuSQy4, NiSO4, MnSO,4. CoSOy4, nebo CdCl,, zadna z téchto latek neméla znatelny vliv na
mnozstvi woframanu vazaného na bilkovinu, jedna se tudiz o protein specificky vazajici
wolframan.'®

Wolframan byl také prokéazan jako soucast enzymi: aldehyd-ferredoxin oxidoreduktasy
z Thermococca strain ES-1'°,  reduktasy karboxylové kyseliny z Clostridia-
formicoaceticum?, acetylhydratasy z Pelobactera-acetylenicus®, dehydrogenasy (CO.-
reduktasy) z bakterie Syntrophobacter fumaroxidans?.

Moznost pouziti W(VI) jako selektoru v kapilarni elektroforetické separaci

polyhydroxysloucenin nebylo dosud pfedmétem védeckych studii.

Vzhledem Kkvyse uvedenym poznatkim o tvorbé aniontovych komplexa
hydroxysloucenin s wolframanem by mél ptidavek wolframanu k pracovnimu elektrolytu
ovlivitovat elektroforetickou migraci sloucenin s 0-dihydroxy skupinami, zatimco

pohyblivost monohydroxyslou€enin by neméla byt prakticky ovlivnéna.

Z latek studovanych v této praci maji strukturni pfedpoklady pro tvorbu relativné
stabilnich aniontovych komplext s wolframanem hyperosid, luteolin, kvercetin, rutin a

chlorogenovi kyselina.
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Obecné Ize tvorbu komplexu 1,2-difenolického ligandu H,L s wolframanem popsat
rovnici:

WO  + 2H,L — (WO.Lp)* + 2H,0
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6. EXPERIMENTALNI CAST
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6.1 CHEMIKALIE A ROZTOKY

6.1.1 Chemikalie

luteolin p.a. Aldrich Chemie, USA, M, = 286,24

apigenin p.a Aldrich Chemie, USA, M, = 270,24

hyperosid p.a. Aldrich Chemie, USA, M, = 464,39

rutin p.a. Aldrich Chemie, USA, M, = 664,57

kvercetin p.a. Aldrich Chemie, USA, M, = 338,26

p-kumarové kyselina p.a. Aldrich Chemie, USA, M, = 164,16

chlorogenova kyselina p.a. Aldrich Chemie, USA, M, = 354,31

dihydrat wolframanu sodného p.a. Riedel-de Haén, Némecko, M, = 329,86

1 — nitroso — 2 — naftol p.a. Lachema, Brno, Ceska republika, M, = 173,17
ACES - N-(2-acetamido)-2-aminoethansulfonova kyselina p.a. Aldrich Chemie,
USA, M, = 182,20

BES - N,N-bis[2-hydroxyethyl]-2-aminoethansulfonova kyselina, Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko, M, = 213,20

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-cthansulfonova kyselina p.a. Fluka,
SV}'Icarsko, M, = 238,31

HEPPSO — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-1-(2-hydroxypropansulfonova
kyselina) p.a. Fluka, Svycarsko, M, = 286,35

MOPSO - 3-(N-morfolino)-2-hydroxypropansulfonova kyselina p. a. Aldrich
Chemie, USA, M, = 225,27

TRIS - tris(hydroxymethyl)-aminomethan p.a. Lachema, Brno, Ceska
republika, M, = 121,14

methanol p.a. Lachema, Brno, Ceska Republika, M, = 32,04

hydroxid sodny p.a. Merk, Némecko, M, = 40,00

ultraCistd voda pfipravena pomoci Milli Q systému p.a. Millipore, Bedford,

MA, USA

6.1.2 Roztoky

hydroxid sodny 0,1 mol/l
wolframan sodny 0,01 mol/l

TRIS 0,2 mol/I
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6.1.3 Priprava roztoki

6.1.3.1 Piiprava roztoku elektrolytu

Do kadinky jsem odvéazila vypocitané mnozstvi HEPES (0,59661 g), odpipetovala
pozadované mnozstvi 10 mM roztoku wolframanu sodného (10 ml) a optimalni mnoZzstvi
methanolu (12,5 ml). Upravila jsem pH pomoci 200 mM TRIS na hodnotu 7,4. Obsah
kadinky jsem kvantitativné pfevedla demineralizovanou vodou do 50 ml odmérné banky a

doplnila ji vodou po rysku. Banku jsem umistila na 10 minut do ultrazvukové 1azné.

6.1.3.2 Priprava zasobnich roztokii

Do 10 ml odmérnych ban¢k jsem na mikrovahach odvazila ptiblizn€ 25,0 mg kazdé
Z polyhydroxysloucenin: luteolinu, apigeninu, hyperosidu, rutinu, kvercetinu a kyseliny
p-kumarové a chlorogenové a vnitiniho standardu 1- nitroso-2-naftolu. Odmérné banky
jsem doplnila po rysku methanolem a ziskala jsem tak zasobni roztoky o koncentraci 2500

pg/ml.

6.1.3.3 Priprava standardniho roztoku

Do odmérné banky o objemu 10 ml jsem pievedla automatickou pipetou 0,20 ml
kazdého ze zasobnich roztokid a doplnila po rysku 25% (v/v) methanolem, ziskala jsem tak

standardni roztok o koncentraci 50 pg/ml kazdého analytu a 50 pg/ml vnitiniho standardu.

6.1.3.4 Priprava kalibracnich roztokii

Ptipravila jsem si sadu kalibra¢nich roztokti do odmérnych ban&k o objemu 10 ml,
které obsahovaly 0,10 - 0,20 - 0,30 - 0,40 — 0,50 ml zasobniho roztoku analytu, vzdy 0,20
ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu a 25 % (v/v) methanolu. Vysledné koncentrace
analyta v kalibrac¢nich roztocich byly 25; 50; 75; 100; 125 ug/ml a koncentrace vnitiniho
standardu byla 50 pg/ml.

Vsechny zéasobni, kalibracni a elektrolytové roztoky byly po dobu 15 minut

odplynény na ultrazvukové 1azni a filtrovany skrz membranovy filtr Millipore Millex® -

LCR (velikost poru 0,45 pm).
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6.2 PRISTROJE

6.2.1 Pristrojové vybaveni

Kapilarni elektroforeticky systém PrinCE 650, Prince Technologies B.V., Nizozemi
Osobni pocita¢ Electra, ABM s opera¢nim syst¢émem Microsoft Windows 98
Laboratorni digitalni pH — metr PHM 220, Radiometer Copenhagen, Francie se
sklenénou elektrodou PHC 2401-8, Radiometer Analytical, Francie, ktera byla
kalibrovana na standardni pufry Radiometer

Ultrazvukova lazenn Sonorex RK 31, Bandelin electronic, Némecko

Automatické analytické vahy Sartorius A200S, Géttingen, Némecko

Analytické mikrovahy Sartorius 4503 MICRO GMBH, Géttingen, Némecko

UV/VIS spectrofotometr Hewlett-Packard 8453

6.2.2 Kapilarni elektroforeticky systém PrinCE

Ptistroj byl vybaven UV —VIS HPLC spektrofotometrickym detektorem LAMBDA

1010 (Leonberg, Né&émecko). Separace probihala v kiemenné nepotazené kapilaie

o praméru 75 um, celkové délce 75 cm a efektivni délce 42 cm.

Komunikaci s pocitatem a casové a proudové programovani analyzy zajiStoval

program WinPrinCE, ktery je integralni soucasti DAX 6.1, programu pro sbér, zpracovani

a vyhodnocovani dat.
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6.3 PRACOVNI A VYPOCETNI POSTUPY

6.3.1 Pracovni postup

Ptfed zahdjenim analyzy jsem uvedla do chodu kapilarni elektroforeticky systém,
detektor a pocita¢ s programem pro pristrojové ovladani a nastavila jsem parametry pro
meéfeni. Pied zacatkem méteni jsem kapilaru promyvala 0,1 M NaOH po dobu 15 minut
a demineralizovanou vodou téZ 15 minut. Za Gcelem dosazeni lepSi separacni G€innosti
a reprodukovatelnosti migra¢nich ¢ast jsem kapilaru pfed kazdou analyzou proplachovala
2 minuty 0,1 M NaOH, 2 minuty demineralizovanou vodou a 4 minuty pracovnim
elektrolytem. Po skonceni vSech analyz jsem kapilaru opét promyvala 15 minut 0,1 M
NaOH a 15 minut demineralizovanou vodou.

V programu jsem nastavila parametry pro méfeni. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 6 s. Elektroforeticka separace probihala pii
vloZzeném napéti 30 kV a pfi teploté 25 °C. Detekce byla provadéna v UV oblasti pii 275
nm.

Vialky jsem plnila pomoci injekéni stiikacky a membranového filtru Millex® - LCR

0,45 pm. Po naplnéni jsem jejich obsah odplynila v ultrazvukové lazni.

6.3.2 Vyvoj a optimalizace metody
Pro optimalizaci elektroforetickych podminek byly provedeny nésledujici tikony
a byly vyzkouSeny uvedené systémy, chemické slouceniny a zmény pracovniho prosttedi:
e optimalizace vinové délky pomoci UV/VIS spekter
e kapilara: @ 50 pm, 75 pum, 100 pm
e elektrolyty na bazi substituovanych derivath sulfonovych kyselin: ACES (pK, =
6,84), BES (pK, = 7,10), HEPES (pK, = 7,51), HEPPSO (pK, = 7,80), MOPSO
(pK; =6,79)
e koncentrace HEPES: 10 — 100 mM (10, 25, 50, 75, 100 mM)
e piidavek wolframanu: 0 — 3 mM (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mM)
e rozmezi pH: 6,8 -7,8 (6,8; 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8); upraveno pomoci TRIS
e ptidavek methanolu: 0 — 30 % (0; 5; 10; 15; 20; 25; 30 %)
e velikost pracovniho napéti: 20 — 30 kV (20; 25; 30 kV)
e doba nastiiku vzorku: 3 — 24 sec. (3; 6; 12; 24 sec.)
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6.3.3 Méreni kalibra¢ni zavislosti

Kalibra¢ni kiivky jsem méfila s péti kalibracnimi roztoky obsahujicimi 25 — 125
ug/ml analytu, 50 pg/ml 1-nitroso-2-naftolu jako vnitiniho standardu a 25% (v/v)
methanolu. Kalibra¢ni kfivky jsem promeétovala za optimalizovanych elektroforetickych
podminek: pracovni elektrolyt 50 mM HEPES/TRIS pH* 7,4 obsahujici 2 mM wolframanu
sodného ve vodném 25% (v/v) methanolu (30 kV, kiemenna kapildra o priméru 75 pm,
celkova délka 75 cm, efektivni délka 42 cm, UV detekce pti 275 nm, hydrodynamické
davkovani tlakem 50 mbar po dobu 6 s).

U kazdé koncentrace jsem provedla tfi méfeni a ziskané vysledky zpriimérovala.
Kalibracni zavislost jsem vyhodnotila na PC pomoci programu linedrni regrese jako
zavislost korigované plochy piku na koncentraci stanovované latky a jako zavislost poméru
korigovanych ploch analytu a vnitiniho standardu na koncentraci stanovované latky.

Korigovana plocha se rovna podilu plochy piku analytu (mV.min) a migra¢niho

¢asu analytu (min).

6.3.4 Opakovatelnost metody

Pro zjisténi miry shody mezi jednotlivymi vysledky metody jsem provedla pét
paralelnich méfeni pro roztok o koncentraci analytu 50 pg/ml.

Primérné hodnoty, smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky ploch

pikti a migra¢nich ¢asii jsem vypocitala na PC pomoci programu Microsoft Excel 2000.

»  Smérodatna odchylka podle vztahu:

s - smérodatna odchylka
n - pocet métent
X - pramér hodnot vysledkii méteni

X, - jednotlivy vysledek méfeni
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»  Relativni smérodatna odchylka (v %) podle vztahu:

s, - relativni smérodatné odchylka

s - sm¢rodatna odchylka

X - prumér namétenych hodnot

6.3.5 RozliSeni
RozliSeni Rs je jeden z kvantitativnich parametrii separa¢ni G¢innosti. RozliSeni

dvou sousednich pikii Ize vypogitat podle vzorce: !

2(t2 — tl)

R, =221/

s
W, +W,

t;, to — migracni Cas [s]
Wi, Wy — Sifka piku pii zakladni linii [s]
Jestlize je hodnota Rs rovna nebo vyssi nez 1,5, je separace dvou latek uplné a piky

jsou rozliSeny na zakladni linii.

6.3.6 Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickou pohyblivost u 1ze vypogitat podle vztahu:*

-1 .{i _ti] [m2V1sY]

tm 0

l; - celkova délka kapilary [m]

Is— efektivni délka kapilary (vzdalenost od nastiiku po detektor) [m]
U — pracovni napéti [V]

tm — migracni Cas latky [s]

to — migracni ¢as nenabitych ¢astic [s]
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Jako migracni ¢as nenabitych Castic je udavan ¢as migrace MeOH (5,45 min.).
Ptipravila jsem si roztok MeOH ve vod¢ vpoméru 1 : 5 a proméfila za optimalnich

elektroforetickych podminek pfti vinové délce 210 nm.

6.3.7 Limit detekce (LOD) a limit stanoveni (LOQ)*

Z elektroforeogramu placeba (25 % (v/v) MeOH) jsem odecetla nejvétsi kladnou
(r') a zapornou (r) amplitudu $umu v t&sné blizkosti migraénich ¢asti separovanych latek.

Z tohoto rozpéti Sumu jsem vypocitala smérodatnou odchylku dle vzorce:

Déle jsem zméfila vzorek o koncentraci 25 pg/ml a ze zdznamu jsem odecetla
velikost plochy a vysku pik separovanych latek, tyto hodnoty jsem vyuzila k vypoctu
LOD a LOQ.

Limit detekce byl vypocten podle vzorce:

LOD=3-sn-5
b

Limit stanoveni byl vypocten podle vzorce:

K
L0Q=10"s, -~

K - plocha piku/vyska piku

bi - plocha piku/koncentrace analytu (25 pg/ml)

Sp - rozpéti Sumu
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7. VYSLEDKY A DISKUSE
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7.1 VYVOJ A OPTIMALIZACE METODY

Pfredmétem prace bylo nalézt vhodny elektrolytovy systém pro analyzu
polyhydroxysloucenin: rutinu, kvercetinu, p- kumarové kyseliny a chlorogenové kyseliny,
kde by doslo k jejich uplné separaci se symetrickymi piky a co nejvétsi plochou. Jako
vnitini standard byl pouzit 1-nitroso-2-naftol. Pfi hodnoceni elektroforeogramt byla
zvazovana rovnéz separacni U¢innost za pfitomnosti dalSich tii flavonoidi: apigeninu,
hyperosidu a luteolinu, které¢ jiz byly za podobnych podminek separovany a hodnoceny
v diplomové praci s vyuzitim molybdenanu jako komplexotvorného selektoru.’
Predpokladala jsem stejné potradi migrace jednotlivych latek jako v predeslé praci, coz se

Vv zavéru potvrdilo.

7.1.1 Volba optimalni vinové délky

Pomoci UV/VIS spektrofotometru jsem proméfila UV spektra jednotlivych latek.
Hledala jsem vInovou délku, pfi které byla absorbance wolframanovych komplexi
studovanych analytt (flavonoidd) Vv pouzitém BGE nejvyssi. Flavonoidy absorbovaly
nejvice v rozmezi vinovych délek 265-275 nm a 370-380 nm. Pfi vybéru optimalni vinové
délky jsem brala v potaz i absorbanci studovanych fenolickych kyselin. Pfi vinové délce
370-380 nm byla absorbance chlorogenové kyseliny pfijatelnd, ale p-kumarova kyselina
absorbovala minimélné, o jeden fad méné nez chlorogenova kyselina pii vinove délce 265-
275 nm. P-kumarova kyselina je navic pro tuto praci zajimava tim, ze nema o-dihydroxy
skupiny a tudiz netvoti komplexy s wolframanem a jeji migrace neni ovlivnéna. Ze
zaznamu (obr. 7) jsem jako optimalni vlnovou délku zvolila 275 nm, pfi které byla
absorbance kvercetinu a rutinu nejvyssi a absorbance p-kumarové kyseliny dostatecna,
¢imz jsem dosahla zvyseni citlivosti detekce jednotlivych latek s vyjimkou chlorogenové

kyseliny.
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Obr. 7 UV spektra rutinu (1), kvercetinu (2), p-kumarové kyseliny (3) a chlorogenové
kyseliny (4) v BGE: 24,5 mM HEPES, 1,9 mM Na,WOQOy,, 24,5 % (v/v) MeOH, pH 7,4,
koncentrace analytd 50 pg/ml, jako slepy roztok byl pouzit roztok BGE.

7.1.2 Volba kapilary vhodného priméru

Pro optimalizaci citlivosti a pro zvySeni separa¢ni uc¢innosti byly vyzkousSeny
kapilary o praméru 50 um, 75 pm a 100 pm.

Zhodnoceni jednotlivych zdznamii:
50 pm: nizka citlivost, kvercetin témét nedekovatelny, dobra separacni ucinnost
75 um: dobra citlivost a separac¢ni i¢innost
100 um: vyssi citlivost, neuplné oddé€leni pikd rutinu a kvercetinu, rozmyti zadniho
rozhrani piku chlorogenové kyseliny, nejkratsi ¢as analyzy

Po analyze jednotlivych zaznami jsem zvolila kapilaru o priméru 75 pm, kterd se

jevila optimalni z hlediska separacni ucinnosti, citlivosti a symetrie pikt.

7.1.3 Volba pracovniho elektrolytu

Flavonoidy jsou slabsi kyseliny, pK,; hodnota fenolick¢ skupiny nejjednodussiho
7-hydroxyflavonu je 7,39.% S ohledem na tento fakt byly zkouSeny nésledujici derivaty
sulfonovych kyselin jako soucasti pracovniho elektrolytu:

e ACES (pK;=16,84)

e BES (pK;=7,10)

e HEPES (pK,=7,51)

e HEPPSO (pK;=7,80)
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e MOPSO (pK,=6,79)
Kvili omezené rozpustnosti ve vod¢ pracovni elektrolyt a vSechna ¢inidla obsahovala
25 % (v/v) methanolu. Proto kyselost takového elekrolytu byla métena jako zdanliva

(pseudo) hodnota pH*.

Zhodnoceni testovani jednotlivych elektrolytickych systému:

e ACES: nestabilni zakladni linie, vyrazné rozmyti ¢elniho rozhrani piku kvercetinu,
delsi Cas analyzy

e BES: nestabilni zakladni linie, rozsiteni pikti pti zékladni linii

e HEPES: nejlepsi symetrie pikl,, nejvyssi rozliSeni piki vSech analytl, pfijatelna
délka analyzy, dostatecna citlivost

e HEPPSO: nedostatecné rozliSeni sousednich pikli kvercetinu a p - kumarové
kyseliny, rozmyti zadniho rozhrani piku kvercetinu

e  MOPSO: nizka citlivost, delsi ¢as analyzy, symetri¢téjsi pik p — kumarové kyseliny

Po porovnani vSech zdznamt jsem zvolila pro zkoumani uc¢inku W(VI) na migraci
polyhydroxysloucenin jako nejvhodnéjsi soucast pracovniho elektrolytu HEPES o pK,
7,51.

7.1.4 Volba vhodné koncentrace HEPES

Koncentrace pracovniho elektrolytu ma vliv na efektivni pohyblivost a tudiz 1 na
separaci analyzovanych slozek. Testovala jsem pufry obsahujici 10, 25, 50, 75 a 100 mM
HEPES, ostatni slozky BGE a parametry méfeni byly konstantni: 2 mM Na,WO,, pH 7,4,
25 % (v/v) MeOH, 25 kV, doba nasttiku 6 sekund.

Pro 10 mM HEPES v zékladnim elektrolytu byly Casy migrace analytd kratsi, ale
efektivita separace nebyla dostate¢na, kvercetin a p — kumarova kyselina tvotily dokonce
jednu zonu a pik chlorogenové kyseliny jevil znaéné rozmyti zadni zény. Zaznam
s koncentraci 75 mM HEPES mél viditeln¢ nestabilni zakladni linii a asymetricky pik
chlorogenové kyseliny stejné jako pii koncentraci 100 mM HEPES, kde asymetrii jevil
1 pik p- kumarové kyseliny a kde migracni €asy analytl byly znateln¢ delsi.

Pti rozhodovani mezi koncentraci 25 mM a 50 mM bylo brano v tvahu nékolik
faktorti: stabilngj8i zékladni linie a lepSi symetrie pikii analyzovanych latek pii pouziti 50

mM HEPES, avsak delsi ¢as analyzy, ale i vy$§i hodnoty rozliSeni mezi jednotlivymi piky.
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V zavéru jsem zvolila 50 mM HEPES pro efektivnéjsi separaci v piipade predpokladané

separace dalSich vySe zminénych flavonoidl (obr. 8).

Tab. 2: Hodnoty migrac¢nich €asti analytll v zavislosti na koncentraci HEPES

koncentrace HEPES (mol/l)
10 25 50 75 100
2 IS 6,9 7,6 8,9 9,5 10,2
:; = rutin 10 10,3 12,4 13,2 14,2
= kvercetin 11,3 11,6 14,4 15,4 16,9
S | p-kumarova kyselina 11,6 12,4 16,5 18,3 21
g chlorogenova kyselina 13,5 14,1 18,2 19,6 21,9

—— IS

—=— rutin
kvercetin
p-kumarova
kyselina

—— chlorogenova

kyselina

...~ 1 1 _ r 1  r°t 71T T
10 25 50 75 100

koncentrace HEPES (mol/l)

Obr. 8 Vliv koncentrace HEPES na separaci analyzovanych latek, BGE: 2 mM Na,WOy,,
pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 25 kV, 25 °C, davkovani
hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund, UV detekce pii 275 nm.

7.1.5 Volba vhodné koncentrace wolframanu sodného

Rutin, kvercetin a chlorogenova kyselina maji strukturni pfedpoklady pro tvorbu
komplexi s wolframanem. Jeho mnozstvi ma tudiZz vliv na separaci jednotlivych slozek,
pro zkoumani tohoto vlivu byl pouzit wolframan v koncentra¢nim rozmezi 0,5 mM — 3,0
mM. Ostatni slozky BGE a parametry méfeni byly konstantni: 50 mM HEPES, pH 7.4, 25
% (v/v) MeOH, 25 kV, doba nastiiku 6 sekund.
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Za neptitomnosti wolframanu prakticky nedoslo k oddéleni pikti rutinu, kvercetinu
a vnitiniho standardu 1-nitroso-2-naftolu. Po pfidavku 0,5 mM wolframanu do zakladniho
elektrolytu migrovala chlorogenova kyselina pfed p-kumarovou kyselinou a hodnota
rozliSeni pikd téchto dvou latek byla nizsi, piky byly znacné€ nesymetrické, zatimco
flavonoidy a vnitini standard se navzajem odd¢lily. Zvyseni koncentrace W(VI) na 1 mM
m¢elo za nasledek neuplné oddéleni p-kumarové kyseliny od chlorogenové kyseliny a vedlo
k asymetrii piku vnitiniho standardu, stejné jako u koncentrace 1,5 mM. Optimalni
koncentrace potfebnd pro separaci vSech analytl od zakladni linie je 2 mM. Pii této
koncentraci centralniho iontu mély piky lepsi symetrii a rovnéz vyssi hodnotu rozliSeni néz
pii pouziti 2,5 mM wolframanu. Piidavek 3 mM wolframanu zplsobil asymetrii piku

vnitfniho standardu.

Tab. 3: Hodnoty migra¢nich ¢ast analytl v zavislosti na koncentraci wolframanu

koncentrace wolframanu (mol/l)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

@ IS 9,9 9,1 8,8 8,8 9,2 8,5 8,3
© rutin 10,4 11,5 11,7 11,9 12,8 11,7 11,7

c C

= kvercetin 9,9 12,5 13 13,4 14,8 13,4 13,5
| p-kumarova kyselina 15,8 16,5 15,9 15,8 16,9 15,2 15,2

E chlorogenova kyselina 12,2 15,7 16,2 16,7 18,6 16,6 16,8

20 -
18 —— IS

£ 167 —=— rutin
£ 14

g 121 .
2 10 4 kvercetin

=
)g 8 _ )

S 6 p-kumarova
E 4 - kyselina

> | —— chlorogenova
0 - kyselina
r.__r 1 r T1 Tt 1 Tt 1 Tt T Tt T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
koncentrace wolframanu (mol/l)

Obr. 9 Vliv koncentrace wolframanu na separaci analyzovanych latek, BGE: 50 mM
HEPES, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 25 kV, 25 °C, davkovani
hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund, UV detekce pii 275 nm.
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7.1.6 Volba vhodného pH zakladniho elektrolytu

pH zakladniho elektrolytu je velmi dilezitym parametrem ovlivnéni
elektroosmotického toku a stupné ionizace kazdého analytu. Pro zhodnoceni efektu pH na
separaci analyti byl testovan zvoleny elektrolyticky systém s hodnotami pH mezi 6,8 —
7,8, ostatni slozky BGE a parametry méteni byly konstantni: 50 mM HEPES, 2 mM
Na,WO,, 25 % (v/v) MeOH, 25 kV, doba néstiiku 6 sekund.
Pti pH 6,8 a 7,0 je zfejma nizsi separacni ucinnost, neuplné oddéleni analyti (pii pH
6,8 kvercetinu a p-kumarové kyseliny, pii pH 7,0 rutinu a kvercetinu) a mensi soumérnost
pikd. Se vzristajicim pH se prodluzoval ¢as analyzy a pii pH 7,6 a 7,8 se stal pik 1-nitroso-
2-naftolu extrémné asymetrickym a pii pH 7,8 se snizila hodnota rozliseni mezi p-
kumarovou kyselinou a chlorogenovou kyselinou. Pfi pH 7,2 jsem pozorovala vyrazngjsi
rozmyti pfedniho rozhrani piku kvercetinu, a proto byl zvolen systém o pH 7,4, ve kterém
mély navic piky analyti nejlepSi soumérnost, dale optimalni separani uUCinnost

a pfijatelnou dobu analyzy (obr.10).

Tab. 4. Hodnoty migracnich ¢ast analytd v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu

pH pufru
6,8 7 7,2 7,4 7,6 7,8
@ IS 6,5 6,9 7,7 9,2 8,9 9,9
:; = rutin 10,2 10,3 10,8 12,8 12,2 12,9
T E kvercetin 10,9 11,2 12 14,8 14,1 15,3
_'§':v p-kumarova kyselina 11,3 12,4 13,9 16,9 16,6 17,6
E chlorogenova kyselina 13,1 14,2 15,3 18,6 17,4 18,2
20 -
18 4 —— IS
g 107 —=— rutin
é, 14
2 12 ;
2 10 - kvercetin
=
"R 8
.E" 6 - p-kumarova
g 4 - kyselina
2 —*— chlorogenova
0 - kyselina
6,8 7 7,2 74 7,6 7,8
pH
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Obr. 10 Vliv pH na separaci analyzovanych latek, BGE: 50 mM HEPES, 2 mM Na,WO,,
25 % (v/v) MeOH, 25 kV, 25 °C, davkovani hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6
sekund, UV detekce pti 275 nm.

7.1.7 Volba optimalniho obsahu methanolu

Piidavkem vhodného mnozstvi organického rozpoustédla lze ovlivnit selektivitu
separace, testovala jsem vliv pfidavku methanolu k pracovnimu elektrolytu v rozmezi
koncentraci 0 — 30 % (v/v), ostatni slozky BGE a parametry méfeni byly konstantni: 50
mM HEPES, 2 mM Na,WO,, pH 7,4, 25 kV, doba nasttiku 6 sekund.

V pracovnim elektrolytu bez pfidavku methanolu vystupovala p-kumarova kyselina
a kvercetin jako jediny pik a pik vnitiniho standardu byl asymetricky, stejn¢ jako s 5 %
MeOH. Asymetrie piku vnitiniho standardu byly zaznamenana i u koncentrace 10 %
MeOH. Se zvysujici se koncentraci MeOH dochazelo k prodluZzovani analyzy, ale i ke
zlepSovani symetrie pikil. Jako optimalni koncentrace MeOH byla zvolena koncentrace 25
% MeOH, pfi které byla pozorovana optimalni separace analytd a vyssi stabilita zakladni

linie. U koncentrace 30 % MeOH doslo opét ke snizeni separacni G¢innosti (obr. 11).

Tab. 5: Hodnoty migra¢nich ¢ast analyti v zavislosti mnozstvi MeOH

mnozstvi MeOH (%)
0 5 10 15 20 25 30
o IS 4 51 5,6 6,7 7,4 8,7 7,2
2 - rutin 51 6,6 7,3 8,7 9,9 12 9,4
=
T E kvercetin 5,7 7,6 8,3 9,9 11,2 13,8 10,4
_'§'»V p-kumarova kyselina 5,8 7,7 8,7 10,8 12,7 15,9 11,9
E chlorogenova kyselina 6,5 8,7 9,6 11,8 13,7 17,3 12,7
20 -
18 _ —— IS

= 16 1 :

g 121 .

S 10 kvercetin

=

)E 8 )

5 6 p-km_narova

£ 4 kyselina

5 | —— chlorogenova
0 kyselina
T 1 r T r 1T T©® T T 1T T™ T T

0 5 10 15 20 25 30
mnozstvi Me OH (%)
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Obr. 11 Vliv obsahu MeOH na separaci analyzovanych latek, BGE: 50 mM HEPES, 2 mM
Na,WOQO,, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 kV, 25 °C, davkovani hydrodynamickym
tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund, UV detekce pii 275 nm.

7.1.8 Volba pracovniho napéti

Separaci analyzovanych latek jsem sledovala pfi vlozeném napéti 20, 25 a 30 kV,
ostatni slozky BGE a parametry méfeni byly konstantni: 50 mM HEPES, 2 mM Nay;WOs,,
pH 7.4, 25 % (v/v) MeOH, doba néstiiku 6 sekund. Hodnotila jsem délku analyzy, kvalitu
zaznamu, rozliSeni a symetrii pika. Hlavni pifednosti pouziti pracovniho napéti 30 kV byl
podstatné kratS$i ¢as analyzy a stabilita zédkladni linie, proto bylo toto napéti zvoleno jako

optimalni (obr. 12).

Tab. 6: Hodnoty migra¢nich ¢ast analytii v zavislosti na velikosti vlozeného napéti

napéti (kV)
20 25 30

& IS 12,4 8,7 7,2

f; = rutin 17,6 12 10

QS kvercetin 20,8 13,8 11,6

= p-kumarova kyselina 23,7 15,9 13,5

S chlorogenova kyselina 26,2 17,3 14,7

30 -

—— S
= 25 A
E —=— rutin
= 20 A
g .
:E . \ kvercetin
R
5o 10 p-kumarova
E kyselina
5 1 —— chlorogenova
kyselina
0 - - - | ys
20 25 30
pracovni napéti (kV)

Obr. 12 Vliv velikosti pracovniho napéti na délku analyzy, BGE: 50 mM HEPES, 2 mM
Na,WO,, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 25 °C, davkovani
hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund, UV detekce pii 275 nm.

47



7.1.9 Volba doby nastfiku

S prodluzujici se dobou nastiiku se zvySuje citlivost detekce, vySka pikii se zvysuje, ale
zaroven dochazi k rozSitovani pika pii zékladni linii. Vzorek byl davkovan po dobu 3, 6,
12 a 24 sekund a byla sledovana velikost plochy a vySka pikil a jejich opakovatelnost,
soumérnost pikil a délka analyzy, kterd se ale vyrazné¢ neménila. Ostatni slozky BGE a

parametry méfeni byly konstantni: 50 mM HEPES, 2 mM Na,WO,, pH 7,4, 25 % (v/v)

MeOH, 30 kV.

Nasttik po dobu 3 sekund byl vyloucen z diivodu nizké citlivosti detekce. Pti nastiiku
po dobu 12 sekund byly piky méné soumémé a po dobu 24 sekund jiz doslo

Kk vyraznéj§imu rozsifeni pikd pti zakladni linii. Proto jsem zvolila 6sekundovy nastiik, pii

kterém mély piky navic nejlepsi symetrii a lepsi opakovatelnost migracnich casi.

Tab. 7: Absorbance analyti v zavislosti na dobé nastiiku

doba nastriku (s)
3 6 12 24
) IS 0,00461| 0,00832| 0,01406| 0,02309
% - rutin 0,00078| 0,00153( 0,00311| 0,00451
'g ?( kvercetin 0,00032| 0,00055| 0,00068| 0,00234
& p-kumarova kyselina 0,00671| 0,01313( 0,02123| 0,03402
© chlorogenova kyselina | 0,00042| 0,00057| 0,00184| 0,00375
0,0400 -
—— IS
0,0350 A
g:)\ 0,0300 A —=— rutin
& 0,0250 -
o -
< 0,0200 1 kvercetin
2
g 0.0150°7 p-kumarova
@ 0,0100 - kyselina
0,0050 —— chlorogenova
0,0000 kyselina

Obr. 13 Vliv doby nastiiku na absorbanci analyzovanych latek, BGE: 50 mM HEPES, 2
mM Na,WO,, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 30 kV, 25 °C,

6

doba nastriku (s)

davkovani hydrodynamickym tlakem 50 mbar, UV detekce pii 275 nm.
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7.1.10 Vysledky optimalizace

Tab. 8: Optimalni sloZeni pracovniho elektrolytu

BGE 50 mM HEPES + 2 mM Na,WO,

pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS)

Rozpoustédlo |25 % MeOH

Napéti 30 kV

Teplota 25°C

Davkovani hydrodynamicky tlak 50 mBar, 6 sekund

Kapilara celkova délka 75 cm, efektivni délka 42 cm, vnitini praimér 75 pm
Detekce 275 nm

7.1.11 Elektroforeogramy

Elekroforeogramy ukazujici separaci modelové smési flavonoidl, chlorogenové
a p-kumarové kyseliny v nepfitomnosti a v pfitomnosti wolframanu v pracovnim
elektrolytu jsou na obr. 14 a obr. 15. K Gplnému rozdéleni modelové smési Ctyi analytd je
potfeba < 15 minut (obr. 15). V elektrolytickém systému bez wolframanu vystupoval
kvercetin a 1-nitroso-2-naftol jako jediny pik, chlorogenova kyselina migrovala pted p-
kumarovou kyselinou a piky byly asymetrické. Piky kyseliny p-kumarové a chlorogenové
byly detekovany za nejpomalejsim flavonoidem, coz je zptisobeno pritomnosti ionizované

karboxylové skupiny ve struktute téchto dvou modelovych sloucenin.

Obr. 14
A 4
0,010 —
0,005 —
| 2
15+1 3
0,000 — L—-—
I I
1|D 1|5 ¢as (min)
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Obr. 14 Elektroforeogram roztoku standardu o koncentraci 50 pg/ml, BGE: 50 mM
HEPES, 0 mM Na,WO,, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 25 kV, 25
°C, davkovani hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 s, UV detekce pti 275 mm, 1-

nitroso-2-naftol (IS), kvercetin (1), rutin (2), chlorogenova kyselina (3), p-kumarova

kyselina (4).
Obr. 15
A 3

0010 —

4 IS
0,005 —

i 1 2 :
0,000 —MM—UJLL— L/\w-— . .

| T I T T T - €as (min)
11 15

Obr. 15 Elektroforeogram roztoku standardii o koncentraci 50 pg/ml, BGE: 50 mM
HEPES, 2 mM Na,WOQ,, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 30 kV, 25
°C, davkovani hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 s, UV detekce pii 275 mm, 1-
nitroso-2-naftol jako vnitini standard (IS), rutin (1), kvercetin (2), p-kumarova kyselina

(3), chlorogenova kyselina (4).
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7.1.12 RozliSeni
Podle pfislusného vztahu uvedeného v €asti 6.3.5 na strané¢ 37 jsem vypocitala

rozliSeni Ry dvou sousednich pikli pfi optimalnim sloZeni pracovniho elektrolytu (tab. 8).

Vysledky jsou uvedeny v tab.9.

Tab. 9: RozliSeni pro dvojice analyti

Analyt R
IS - rutin 10,3
Rutin - kvercetin 3,8
Kvercetin — p-kumarova kys. 6,6
P-kumarova — chlorogenova kys. 3,2

U vsech dvojic analyzovanych latek je hodnota R vyssi nez 1,5 a v daném systému
doslo k uplnému rozliseni.

7.1.13 Elektroforeticka pohyblivost

Vypocitala jsem elektroforetické pohyblivosti jednotlivych analytl pfi optiméalnim

sloZzeni pracovniho elektrolytu (tab. 8) z migrac¢nich Casi latek podle vzorce na str. 37.

Vysledky jsou uvedeny v tab. 10.

Tab. 10: Hodnoty elektroforetickych pohyblivosti analyzovanych latek

Analyt Elektroforeticka pohyblivost [10° m*V's™]
Rutin -11,67
Kvercetin -14,05
P-kumarova kyselina -16,85
Chlorogenova kyselina -17,77
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7.2 KVANTITATIVNI ANALYZA

7.2.1 Kalibrac¢ni zavislost

Kalibra¢ni zavislosti jsem proméiila za optimalnich elektroforetickych podminek
(tab. 8). Zaznamy jsem ziskala pro nasledujici koncentrace jednotlivych standardnich latek
25, 50, 75, 100 a 125 pg/ml , vzdy s ptidavkem 50 pg/ml vnitiniho standardu a 25 % (v/v)
methanolu.

Studovala jsem rozdil mezi parametry lineadrni regrese zpracované bez vnitiniho
standardu a s vnitinim standardem.

Jako kvantitativni parametr pro kalibracni zéavislost jsem odecitala plochy piki
zaznamu UV detektoru automaticky vyhodnocené pocitaovym programem. Pro kazdou
koncentraci jsem provedla tfi méfeni a vypocitala praimér. Hodnoty pro sestaveni
kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny v tab. 11 — 14. Kalibra¢ni piimky jednotlivych slozek
standardniho roztoku jsou zndzornény na obr. 16 - 23. Parametry regresni piimky bez

vnitiniho standardu a s vnitinim standardem shrnuje tab. 15 a 16.
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Tab. 11: Hodnoty pro kalibra¢ni zavislost rutinu (R)

¢islo méreni 1. 2. 3. 1. 2. 3. Crnav. (ng/ml) | O AR | OAkIS | O AKR/ O Ak IS
Cr/ Cis rutin 25 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 9,277 9,137 9,045 6,86 6,767 6,708

A (mV.min) [ 0,00018| 0,00018| 0,00019( 0,00047| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 1,95E-05( 1,96E-05( 2,07E-05| 6,81E-05( 6,77E-05( 6,70E-05 25,008 2,00E-02 | 6,76E-05 0,295
Cr/ Cis rutin 50 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 8,887 8,85 8,943 6,62 6,597 6,673

A (mV.min) | 0,00032| 0,00037| 0,00036| 0,00044| 0,00046| 0,00042

Ak (MmV) 3,66E-05]| 4,23E-05| 4,08E-05| 6,38E-05| 6,94E-05]| 6,25E-05 50,016 3,99E-02 | 6,52E-05 0,612
Cr/Cis rutin 75 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 8,997 8,977 8,992 6,695 6,677 6,853

A (mV.min) | 0,00051| 0,00049| 0,00052| 0,00043| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 5,64E-05| 5,48E-05]| 5,82E-05| 6,40E-05| 6,85E-05| 6,62E-05 75,024 5,65E-02 | 6,62E-05 0,853
Cr/ Cis rutin 100 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 8,917 8,892 8,867 6,647 6,63 6,628

A (mV.min) | 0,00069| 0,00069| 0,00068| 0,00045| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 7,68E-05| 7,78E-05| 7,71E-05| 6,83E-05| 6,89E-05| 6,77E-05 100,032 7,72E-02 | 6,83E-05 1,131
Cr/ Cis rutin 125 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 9,782 9,645 9,543 7,142 7,042 6,987

A (mV.min) | 0,00094| 0,00089| 0,00091| 0,00044| 0,00047| 0,00042

Ak (MmV) 9,58E-05| 9,24E-05| 9,57E-05| 6,13E-05| 6,61E-05| 6,02E-05 125,04 9,46E-02 | 6,25E-05 1,514

tm— migracni ¢as R, A — plocha R, Ak - korig. plocha R, cr /c|s - koncentrace R/vnitiniho standardu, Crpay - navazka R
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Tab. 12: Hodnoty pro kalibra¢ni zavislost kvercetinu (KV)

gislo méFeni | 1. 2. 3, 1. 2, 3, (;ZV/:;VI-) O AKV | @ Acls | @ AK e 9 Ax
Ckyv / Cis kvercetin 25 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 10,57 10,402| 10,268 6,86 6,767 6,708

A (mV.min) | 0,00022| 0,00024| 0,00022| 0,00047| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 2,12E-05| 2,26E-05| 2,14E-05| 6,81E-05( 6,77E-05| 6,70E-05| 25,000 2,17E-02 | 6,76E-05 0,321
Ckyv / Cis kvercetin 50 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 10,032 10,037 10,153 6,62 6,597 6,673

A (mV.min) [ 0,00043| 0,00047( 0,00043| 0,00044| 0,00046| 0,00042

Ak (mV) 4,26E-05| 4,65E-05 | 4,23E-05| 6,38E-05| 6,94E-05| 6,25E-05 50,000 4,37E-02 | 6,52E-05 0,670
Ckyv / Cis kvercetin 75 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 10,18| 10,183| 10,205 6,695 6,677 6,853

A (mV.min) [ 0,00065| 0,00066| 0,00064| 0,00043| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 6,42E-05| 6,49E-05]| 6,32E-05| 6,40E-05| 6,85E-05| 6,62E-05| 75,000 6,42E-02 | 6,62E-05 0,970
ckv/ Cis kvercetin 100 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 10,163| 10,103 10,017 6,647 6,63 6,628

A (mV.min) | 0,00090| 0,00090| 0,00088| 0,00045| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 8,82E-05 | 8,95E-05| 8,75E-05| 6,83E-05| 6,89E-05| 6,77E-05| 100,000 | 8,84E-02 | 6,83E-05 1,295
ckv/ Cis kvercetin 125 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 11,268 11,082| 10,913 7,142 7,042 6,987

A (mV.min) | 0,00137| 0,00120| 0,00112| 0,00044| 0,00047| 0,00042

Ak (mV) 1,21E-04| 1,08E-04 | 1,03E-05| 6,13E-05| 6,61E-05| 6,02E-05| 125,000 | 1,11E-01 | 6,25E-05 1,771

tm— migraéni ¢as KV, A — plocha KV, Ak - korig. plocha KV, cky /Cis - koncentrace KV/vnitiniho standardu, Cxynay - navazka KV
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Tab. 13: Hodnoty pro kalibra¢ni zavislost p-kumarové kyseliny (KK)

Sislo meFeni | 1. 2, 3, 1 2, 3, (;*;%Vl-) 0 AKK | 0 Acls | @ AK i 0 Ax
ckk / Cis p-kumarova Kkys. 25 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 12,73 12,498 12,33 6,86 6,767 6,708

A (mV.min) | 0,00079| 0,00077| 0,00078| 0,00047| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 6,19E-05| 6,13E-05| 6,35E-05|6,81E-05| 6,77E-05| 6,70E-05| 25,004 6,22E-02 | 6,76E-05 0,921
ckk / Cis p-kumarova kys. 50 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 12,072 11,953 12,098 6,62 6,597 6,673

A (mV.min) [ 0,00163| 0,00172| 0,00151| 0,00044| 0,00046( 0,00042

Ax (MmV) 0,000135| 0,000144| 0,000125]|6,38E-05| 6,94E-05| 6,25E-05| 50,008 1,35E-01 | 6,52E-05 2,063
ckk / Cis p-kumarova kys. 75 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 12,037 12,002 12,025 6,695 6,677 6,853

A (mV.min) [ 0,00251| 0,00255| 0,00226| 0,00043| 0,00046( 0,00045

Ax (MmV) 0,000209| 0,000212| 0,000188 | 6,40E-05| 6,85E-05| 6,62E-05| 75,012 2,03E-01 | 6,62E-05 3,065
Ckk / Cis p-kumarova kys. 100 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 11,793 11,737 11,707 6,647 6,63 6,628

A (mV.min) | 0,00333| 0,00324| 0,00306| 0,00045| 0,00046| 0,00045

Ax (mV) 0,000282| 0,000276| 0,000261 | 6,83E-05| 6,89E-05| 6,77E-05| 100,016 | 2,73E-01 | 6,83E-05 4,001
Ckk / Cis p-kumarova Kys. 125 pg/ml IS 50 pg/mi

tm (Min) 13,308 13,175 13,005 7,142 7,042 6,987

A (mV.min) | 0,00452| 0,00455| 0,00423| 0,00044| 0,00047| 0,00042

Ak (mV) 0,00034| 0,000345| 0,000325]|6,13E-05| 6,61E-05| 6,02E-05 125,020 | 3,37E-01 | 6,25E-05 5,388

tm— migraéni ¢as KK, A — plocha KK, Ak - korig. plocha KK, ckk /s - koncentrace KK/vnitin. standardu, Cxknay - navazka KK
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Tab. 14: Hodnoty pro kalibra¢ni zavislost chlorogenové kyseliny (CHK)

gislo méFeni | 1. 2. 3, 1. 2, 3, fﬁgfﬁff)' gﬁ‘; 0 Acls | @ Ax Chs/ 9 Ax
Cchk / Cis chlorogenova kys. 25 ng/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 13,497| 13,202| 13,062 6,86 6,767 6,708

A (mV.min) [ 0,00013| 0,00013| 0,00013| 0,00047| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 9,59E-06 | 9,58E-06|9,70E-06| 6,81E-05| 6,77E-05| 6,70E-05 25,000 9,63E-03 | 6,76E-05 0,142
Cchk / Cis chlorogenova kys. 50 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 12,79 12,705 12,098 6,62 6,597 6,673

A (mV.min) [ 0,00025| 0,00023| 0,00024| 0,00044( 0,00046| 0,00042

Ak (mV) 1,92E-05| 1,85E-05| 2,02E-05| 6,38E-05| 6,94E-05| 6,25E-05 50,000 1,93E-02 | 6,52E-05 0,296
Cchk / Cis chlorogenova Kkys. 75 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 12,837 12,825 12,856 6,695 6,677 6,853

A (mV.min) | 0,00040| 0,00039| 0,00037| 0,00043| 0,00046| 0,00045

Ak (mV) 3,13E-05]| 3,06E-05]| 2,85E-05| 6,40E-05| 6,85E-05 | 6,62E-05 75,000 3,01E-02 | 6,62E-05 0,455
Cchk / Cis chlorogenova kys. 100 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 12,628 12,603 12,505 6,647 6,63 6,628

A (mV.min) [ 0,00051| 0,00052| 0,00050( 0,00045| 0,00046| 0,00045

Ax (MmV) 4,04E-05| 4,11E-05| 3,97E-05| 6,83E-05| 6,89E-05( 6,77E-05 100,000 2,73E-01 | 6,83E-05 0,592
Cchk / Cis chlorogenova kys. 125 pg/ml IS 50 pg/ml

tm (Min) 14,275| 14,182 13,977 7,142 7,042 6,987

A (mV.min) [ 0,00069| 0,00010| 0,00069| 0,00044| 0,00047| 0,00042

Ak (mV) 4,82E-05| 4,94E-05| 4,96E-05| 6,13E-05| 6,61E-05( 6,02E-05 125,000 4,91E-02 | 6,25E-05 0,790

tm— migraéni ¢as CHK, A — plocha CHK, Ak - korig. plocha CHK, cchk /Cis - koncentrace CHK/vnitini standardu, Ccpknay - navazka CHK
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KALIBRACNI ZAVISLOSTI

1. Kalibrac¢ni zavislost rutinu
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Obr. 16 Kalibra¢ni zavislost rutinu bez vnitiniho standardu
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Obr. 17 Kalibra¢ni zavislost rutinu s vnitfnim standardem
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2. Kalibraéni zavislost kvercetinu
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Obr. 18 Kalibraéni zavislost kvercetinu bez vnitfniho standardu
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Obr. 19 Kalibraéni zavislost kvercetinu s vnitinim standardem
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3. Kalibracni zavislost p-kumarové kyseliny

e bez vnitiniho standardu
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Obr. 20 Kalibra¢ni zavislost p-kumarové kyseliny bez vnitiniho standardu

e S vnitfnim standardem

korig. plocha p-kumarové
kys./korig. plocha IS
w

oOo+——F——7+—V—— 7 T 7T T T T T 7T T T T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140

koncentrace (ug/ml)

Obr. 21 Kalibra¢ni zavislost p-kumarové kyseliny s vnitinim standardem

59



4. Kalibracni zavislost chlorogenové kyseliny
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Obr. 22 Kalibraé¢ni zavislost chlorogenové kyseliny bez vnitiniho standardu
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Obr. 23 Kalibrac¢ni zavislost chlorogenové kyseliny s vnitinim standardem
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Obecny tvar regresni rovnice (smernicovy tvar primky):

y =kx+q

X - koncentrace latky (pg/ml)

y - plocha piku

k - smérnice ptimky

q - absolutni ¢len

Tab.15: Regresni parametry kalibracnich kiivek bez vnitiniho standardu

Smérnice primky

Absolutni ¢len

Korelaéni koeficient

Analyt k+s g+s r

Rutin 0,0007 + 1,33E-05 0,0016 £ 0,0011 0,9991
Kvercetin 0,0009 + 1,27E-05 -0,0010 £ 0,0011 0,9994
P-kumarova kys. 0,0028 + 3,39E-05 -0,0044 £ 0,0028 0,9995
Chlorogenova kys. | 0,0004 = 8,06E-06 -0,0003 + 0,0007 0,9988

s — smérodatna odchylka

Tab.16: Regresni parametry kalibracnich kiivek s vnitinim standardem

Smérnice primky Absolutni ¢len Korelaé¢ni koeficient
Analyt k+s q+s r
Rutin 0,0118 £+ 0,0005 - 0,0063 + 0,0443 0,9939
Kvercetin 0,0141 +0,0007 -0,0519 + 0,0596 0,9923
P-kumarova kys. 0,0435+0,0016 -0,1743 £0,1358 0,9958
Chlorogenova kys. 0,0064 = 0,0002 -0,0225+0,0175 0,9967

s — smérodatna odchylka

Sledovana zavislost korigované plochy piku analytu na koncentraci, resp.zavislost

poméru korigované plochy piku analytu a korigované plochy piku vnitfniho standardu na

koncentraci je v koncentracnim rozmezi 25 - 125 pg/ml lineérni.
Z porovnani hodnot korela¢nich koeficientd (I pez1s: 0,9988 - 0,9995, r 5s: 0,9923 -

0,9967) vyplyva, Ze bez pouziti vnitiniho standardu ziskdme presnéjSi a spravnéjsi

vysledky nez metodou s vnitinim standardem.
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7.2.2 Limit detekce, limit stanoveni

Detek¢ni limity a kvantitativni limity byly uréeny analyzou latek o koncentraci 25

ug/ml a vypocteny dle vztahti na str. 38. Vysledky jsou uvedeny v tab. 17.

Tab. 17: Hodnoty limitu detekce (LOD) a limitu stanoveni (LOQ) pro jednotlivé latky

Analyt LOD (ug/ml) | LOQ (ng/ml)
Rutin 2,6 8,5
Kvercetin 1,8 5,8
P-kumarova kys. 0,8 2,8
Chlorogenova Kys. 1,6 53

Detekéni limity se pohybuji v rozmezi 0,8 pg/ml (p-kumarova kyselina) — 2,6

pg/ml (rutin) a kvantitativni limity v rozmezi 2,8 ng/ml (p-kumarova kyselina) — 8,5 ng/ml

(rutin).

7.2.3 Opakovatelnost

Pro ovéteni opakovatelnosti ploch pikd a migracnich ¢ast jsem provedla pét méfeni

pro koncentraci analytd 50 pg/ml. Smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou

odchylku jsem vypocitala podle vztahti na str. 36, 37. Vysledky jsou zaznamenany

v tab.18.

Tab. 18: Opakovatelnost ploch pikli a migracnich Cast

Migracni ¢as ty, (min) Plocha piku A (mV.min)
Analyt O (min) Sr (%0) @ (mV.min) sy (%0)
Rutin 8,56 0,6 0,251696 1,6
Kvercetin 9,69 0,7 0,252208 2,9
P-kumarova kys. 11,47 0,4 1,442143 2,3
Chlorogenova Kys. 12,2 0,5 0,303054 3,0

Opakovatelnost je velmi dobrd, relativni smérodatna odchylka pro migracni casy se

pohybuje v rozmezi 0,4 — 0,7 %, pro plochy pikt v rozmezi 1,6 — 3,0 %.
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7.3 SEPARACE MODELOVE SMESI V PRITOMNOSTI DALSICH
FLAVONOIDU

Pfipravila jsem si standardni roztok, ktery obsahoval 50 pg/ml kazdého
z flavonoidii: apigenin, hyperosid, luteolin, kvercetin a rutin, rovnéz 50 pg/ml p-kumarové
kyseliny a chlorogenové kyseliny a 50 pg/ml vnitiniho standardu. Elektroforeticka
separace prob¢hla za optimalnich podminek a pifi optimalnim slozeni pracovniho

elektrolytu (tab. 8).

7.3.1 Elektroforeogram smési flavonoidu a hydroxyfenylkarboxylovych kyselin

Obr. 24

¢as (min)

Obr. 24 Elektroforeogram roztoku standardi o koncentraci 50 pg/ml, BGE: 50 mM
HEPES, 2 mM Na;WO,, pH 7,4 (upraveno pomoci TRIS), 25 % (v/v) MeOH, 30 kV, 25
°C, davkovani hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 s, UV detekce pii 275 mm, 1-
nitroso-2-naftol jako vnitini standard (IS), apigenin (1), rutin (2), hyperosid (3), kvercetin
(4), luteolin (5), p-kumarova kyselina (6), chlorogenova kyselina (7).
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7.3.2 RozliSeni

Podle vztahu na strané 37 jsem vypocitala rozliseni Rs vzdy dvou sousednich piki

pfi optimalnim slozeni pracovniho elektrolytu (tab. 8). Migra¢ni Casy analytl jsou

zaznamenany v tab. 19. Hodnoty rozliseni jsou uvedeny v tab. 20.

Tab. 19: Migrac¢ni Casy analyti

Tab. 20: Rozlieni pro dvojice analytl

Analyt tm (Min)
IS 6,57
Apigenin 7,40
Rutin 8,74
Hyperosid 9,27
Kvercetin 9,95
Luteolin 10,75
P-kumarova kyselina 11,71
Chlorogenova kyselina 12,42

Krom¢ dvojice rutin — hyperosid (Rs =

Analyt Rs
IS - apigenin 4,2
Apigenin - rutin 4,8
Rutin - hyperosid 1,4
Hyperosid - kvercetin 2,0
Kvercetin - luteolin 1,8
Luteolin - p-kumarova kys. 3,0
P-kumarova — chlorogenova Kys. 1,9

1,4) je u vSech ostatnich dvojic

analyzovanych latek hodnota Rs vyss$i nez 1,5 a v daném systému doslo k Uplnému

rozliSeni. VSechny sledované latky jsou rozdéleny na zékladni linii, separacni ti€innost je

dostatecnd pro oddeleni vSech slozek modelové smési flavonoidii vcetné apigeninu,

hyperosidu a luteolinu.

7.4 DISKUSE

Kapilarni elektroforéza je pro analyzu polyhydroxyfenolickych slouc¢enin velmi vhodna

(zejm. pro vysokou separacni efektivitu a kratky Cas analyzy). V ptedeslych pracich bylo

pro separaci a stanoveni studovanych latky vyuzito tvorby anionickych komplext

. 252631
s boratem?>?%%g

dosud zkoumana.

i molybdenanem’, ale komplexace danych analytii s wolframanem nebyla

7.4.1 Porovnani pouzité metody s CZE vyuZivajici komplexaci analyti s B(III)

a komplexaci s Mo(V1)

Vyvhody pouZiti Sestimocného wolframanu(VI) jako komplexotvorného cinidla oproti

tetraboratu B(1l):
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* moznost pouziti niz§tho pH (7,4) a tim snizeni rizika oxidace analytl

atmosferickym kyslikem, (borat: pH 9 —11)

*  moznost pouziti niz§i koncentrace wolframanu (0,5 —2 mM), (borat: koncentrace 10

~ 50 mM)

= tvorba stabilngjsich komplextt W(VI) s aromatickymi polyhydroxyslou¢eninami

Porovnani  metody vvuzivajici Sestimocny wolframan(Vl) a metody vyuzivajici

Sestimocny molybdenan Mo (V1) jako komplexotvorné cinidlo:

Tab. 21: Porovnani elektroforetickych podminek obou metod

Mo (V1) W(VI)
BGE 25 mM HEPPSO + 2 mM Na,MoO, 50 mM HEPES + 2 mM Na,WO,
pH 7.4 7.4
Rozpoustédio 25 % MeOH 25 % MeOH
Napéti 25 kv 30 kv
Teplota 25°C 25°C
Davkovani hydrodynamicky tlak 50 mBar, 6 s. hydrodynamicky tlak 50 mBar, 6 s.
Kapiléra celkova délkq v70 cm, efektivnl’ délka 45 | celkova délka_7v5’cm°, efvektivm’ délka 42
cm, vnitfni pramér 100 ym cm, vnitfni pramér 75 ym

Detekce 263 nm 275 nm
Tab. 22: Porovnani ¢asii analyzy a parametra kalibrace

Mo(V1) W(VI)
Cas analyzy tm(min.) 13,1 14,7
]I:i?if/l]?;ﬁ linearity kalibra¢ni 10 - 40 pg/ml 25 - 125 pg/ml
Korelaéni koeficient r? > 0,9986 > 0,9988

Tab. 23: Porovnani LOD, LOQ, s; migracnich ¢asi a ploch pikt

LOD /LOQ (ng/ml) > mlgmcg;ﬁg if,'/il)l/ sr ploch
LATKA Mo (V1) W(VI) Mo (V1) W(VI)
Rutin 04/12 2,6/88 15/1,6 0,6/1,6
Kvercetin 09/28 1,8/5,8 0,9/0,4 0,7/2,9
P-kumarova kyselina 04/11 0,8/2,8 1,8/1,6 0,4/2,3
Chlorogenova kyselina 16/4,7 16/5,3 0,7/1,8 0,5/3,0
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Obr. 25 Obr. 26
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Obr. 25, 26 Porovnani elektroforeogramt separace zvolenych analytii ve form¢é komplexti
s molybdenanem (obr. 25) a wolframanem (obr. 26). Pofadi vystupu latek je u obou
zaznamu stejné: 1-nitroso-2-naftol jako vnitini standard (IS), apigenin (1), rutin (2),
hyperosid (3), kvercetin (4), luteolin (5), p-kumarova kyselina (6), chlorogenova kyselina
(7).

Pouzitim kapilary o menSim priméru (75 pm vs. 100 pm) jsem dosahla lepsi
separacni uc¢innosti. VloZenym napétim 30 kV doSlo k podstatnému zkraceni doby analyzy,
avSak v porovnani s metodou vyuzivajici Mo(VI) je €as analyzy nepatrné delsi. V této
praci jsem vypracovala kalibra¢ni zavislost pro Sir$i koncentraéni rozmezi.

Pti separaci s Mo(VI) byly zaznamenany nizsi detekcéni a kvantitativni limity latek
nez s W(VI), hodnoty charakterizujici opakovatelnost metod jsou v obou piipadech
pfijatelné.

Z elektroforeogramil separace analytl (selektory Mo(VI) vs. W(VI)) je ziejmé, ze
Vv této praci bylo dosaZzeno lepSi separacni UCinnosti a vétSiho rozliSeni mezi piky
jednotlivych latek, avSak pii separaci s Mo(VI) byly piky analytd $tihlejsi a pozorujeme
také vyssi citlivost detekce (coZ je dano predevSim veEtSim vnitinim primérem pouZité

separacni kapilary).
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7.4.2 Porovnani CZE s HPLC

Kanalyze polyhydroxysloucenin se pouzivaji velmi casto chromatografické
metody. V porovnani s HPLC se pouzitd metoda vyznaCuje vyS$Si separacni ucinnosti
a mensi produkci odpadu (spotfebovaného BGE), ¢imz se metoda CZE stava ekonomicky
piijateln€jsi a enviromentalné Setrnéjsi.

Na druhé stran¢ vykazuje CZE ve srovnani s HPLC niz§i citlivost a nizsi

reprodukovatelnost kvantitativnich dat.
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8. ZAVER
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Z vysledkt rigordzni prace vyplyvaji nasledujici zavéry:
Byla poprvé prokazana moznost vyuziti wolframanu jako komplexotvorného
selektoru pii elektroforetické analyze vybranych flavonoida a hydroxyfenylkarboxylovych

kyselin pfi prakticky neutralnim pH zéakladniho elektrolytu.

Za optimalnich podminek:

= HEPES ................. 50 mM
» wolframan sodny ....... 2 mM
= pH* 7,4 (TRIS)
= MeOH .................. 25 % (v/v)
= pracovni napéti .......... 30kV

* hydrodynamické davkovani vzorku tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund
» kiemenna kapildra: primér 75 pm, celkova délka 75 cm, efektivni délka
42 cm
= teplota 25 °C
» detekce ptfi 275 nm
bylo dokonale separovano pét flavonoidi: apigenin, hyperosid, luteolin, kvercetin a rutin,

dvé fenolické kyseliny (chlorogenova a p-kumarova) a vnitini standard 1-nitroso-2-naftol.

Kalibracni zéavislosti analyti (zé&vislost korigované plochy piku na koncentraci,
zavislost poméru korigované plochy piku analytu a korigované plochy piku vnitiniho
standardu na koncentraci) byly v rozmezi 25 — 125 pg/ml linearni. Hodnoty korela¢nich

vvvvv

standardem (0,9923 -0,9967).

Limity detekce (LOD) se pohybovaly v rozmezi 0,8 pg/ml (p-kumarova kyselina)
az 2,6 pg/ml (rutin) a limity kvantifikace (LOQ) mezi 2,8 pg/ml (p-kumarova kyselina) az
8,5 ng/ml (rutin).

Byla ovéfena opakovatelnost migracnich c¢ast a ploch piki opakovanym

davkovanim standardniho roztoku o koncentraci analytd 50 pg/ml. Relativni smérodatné

odchylky migracnich c¢ast, resp. ploch pikd se pohybovaly v rozmezi hodnot 0,4% (p-
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kumarova kyselina) az 0,7% (kvercetin) resp. 1,6% (rutin) az 3,0% (chlorogenova

kyselina).
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