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Néazov diplomové prace: Studium vhodnosti o-brémfenyloctovej kyseliny jako

modelového analytu pro chiralni separace s vyuzitim kapilarni elektroforezy.

Praca sa zaobera stabilitou o-brémfenyloctové kyseliny, ktora bola pouzita ako
modelovy analyt pre chirdlne separéacie svyuZitim kapilarnej elektroforézy ako
separacnej techniky (viz. Rizvi, S. A. A., Shamsi, A. S.. Synthesis, Characterisation, and
Application of Chiral lonic Liquids and Their Polymers in Micellar Electrokinetic
Chromatography. Anal.Chem. 2006, Volume, 7061-7069). Stabilita a-bromfenyloctovej
kyseliny v metanole av 50% roztoku metanolu vo vode bola Studovana pomocou
kapilarnej zonovej elektroforézy za pouZzitia roznych zakladnych elektrolytov (50 mM
fosfatovy pufr o pH 7,5, 60 mM octanovy pufr o pH 5,0 a 60 mM mravenéanovy pufr
o pH 3,0). Analyzy prebiehali v kremennej kapilare s vnatornym priemerom 50 pm. UV
detekcia prebiehala pri 200 nm. Jedine v 60 mM mraven¢anovom pufri o pH 3,0 doslo
k separécii vSetkych teoreticky predpokladanych produktov nukleofilnej substitlcie -
kyseliny mandlovej (nukleofilom je voda), kyseliny a-metoxyfenyloctovej (nukleofilom
je metanol) i Br. Ked bola a-bromfenyloctova kyselina rozpustena v 50% roztoku
metanolu vo vode, dochadzalo ku vzniku kyseliny mandlovej akyseliny
a-metoxyfenyloctovej. Pocas separacii v 60 mM mraven¢anovom pufri o pH 3,0, ked’
bola a-bromfenyloctova kyselina rozpustena v ¢istom metanole vznikala ako rozkladny
produkt iba kyselina a-metoxyfenyloctova areakcia mala pomalSi priebeh. Praca
poukazuje na nevhodnost’ pouZitia a-brémfenyloctovej kyseliny ako modeloveho analytu

z ddvodu jej nestability v metanolickych roztokoch.



Abstract
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Title of diploma thesis: Study of a-bromphenylacetic acid suitability as a model analyte

for chiral separations using capillary electrophoresis as a separation technique

This thesis deals with the stability of a-bromphenylacetic acid, that was used as the
model analyte for chiral separations using capillary electrophoresis as a separation
technique (see reference Rizvi, S. A. A., Shamsi, A. S.. Synthesis, Characterisation, and
Application of Chiral lonic Liquids and Their Polymers in Micellar Electrokinetic
Chromatography. Anal.Chem. 2006, Volume, 7061-7069). Stability of a-
bromphenylacetic acid in methanol and in 50% aqueous methanolic solution has been
studied by means of capillary zone electrophoresis under the employment of different
background electrolytes (50 mM phosphate buffer at pH 7.5, 60 mM acetate buffer at pH
5.0 and 60 mM formate buffer at pH 3.0). The separation was conducted in 50 um id
fused-silica capillary. UV detection was at 200 nm. The successful separation of all
theoreticaly possible products of nucleophilic substitution (mandelic acid, o-
methoxyphenylacetic acid and bromide) has been reached only in the 60 mM formate
buffer at pH 3.0. Mandelic acid and a-methoxyphenylacetic acid were present in the
solution of a-bromphenylacetic acid that was dissolved in 50% aqueous methanol. When
a-bromphenylacetic acid was dissolved in pure methanol, only a-methoxyphenylacetic
acid was detected during the separation in 60 mM formate buffer at pH 3.0. In the latter
solvent, the nucleophilic substitution showed lower rate. This thesis confirms the
inappropriateness of a-bromphenylacetic acid as a model analyte due to its insufficient

stability in methanolic solutions.
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1. Uvod

Kyselina a-bromfenyloctova bola pouzita ako modelovy analyt pre testovanie
chirdlnych iénovych kvapalin aich polymérov ako potencionalnych chiralnych
selektorov [1]. Tento modelovy analyt, ktory ma Struktirne predpoklady reagovat
s nukleofilnymi ¢inidlami, moze reagovat’ so samotnym 50% (v/v) roztokom metanolu
vo vode, ktory bol pouZity ako rozpustadlo. Tato skuto¢nost’ nebola autormi v ¢lanku

diskutovana [1], rovnako tak neboli najdené ani iné Studie na tato temu.

Tato diplomova praca sa teda venuje Stadiu stability a-bromfenyloctovej kyseliny
ako modelového analytu v rozpustadlach ako je zmes metanol/voda (1:1, v/v) &i Eisty
metanol. Pre Stadium stability tohto analytu bola pouZita, rovnako ako v pévodnej studii,
metoda kapilarnej elektroforézy (CE). CE patri v sticasnosti medzi vel'mi atraktivne
analytické metody pre separaciu roznych analytov od malych iénov az po biomolekuly.
K charakteristickym rysom tejto separa¢nej metddy patri vysoka separa¢na u¢innost,

jednoduchost’, flexibilita a minimalne naroky na mnozstvo vzorky a rozptstadla [2].



2. Ciel’ a zadanie prace

Ciel'om prace bolo zistit, ¢i je kyselina a-bromfenyloctova vhodnym modelovym

analytom pre chiralne separacie s vyuzitim CE.
Tato diplomova praca sa zaobera tymito otazkami:

1. Prevedenim analyzy o-brémfenyloctovej kyseliny za podmienok
publikovanych v ¢lanku od autorov Rizviho a Shamsiho [1] ale bez pouZitia

chiralneho selektoru

2. Néajdenim vhodného elektrolytového systému pre separaciu pripadnych

rozkladnych produktov

3. Overenim identity rozkladnych produktov (hlavne porovnanim so

Standardmi)

4, Porovnanim stability a-bromfenyloctovej kyseliny v 50% roztoku metanolu

VO vode a v ¢istom metanole
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3. Teoreticka c¢ast’

3.1 Kapilarna elektroforéza

Kapilarna elektroforéza (CE z angl. Capillary Electrophoresis) je analyticka
technika separujuca iony na zéklade ich rozdielnej elektroforetickej pohyblivosti
v elektrickom poli. Elektroforetickd pohyblivost i je zavisld od naboja molekuly,
atbmoveého polomeru a viskozity prostredia. Neutralne castice Vv elektrickom poli
nemigrujd. V pripade dvoch Castic rovnakej velkosti, ¢astica s va¢§im nabojom sa bude
pohybovat’ v elektrickom poli rychlejsie. V pripade, Ze dve ¢astice maju rovnaky naboj,

vysSiu 1 bude vykazovat’ mensia Castica. Toto spravanie popisuje rovnica 1 [2].

U= 6nan Rovnica 1
u elektroforeticka pohyblivost’ [m%/Vs]
q naboj Castice [C]
n viskozita roztoku [kg/ms]
r polomer atému [m]

Ako technika je kapilarna elektroforéza pouzivana najma preto, Ze poskytuje rychle

vysledky a vykazuje vysoka separa¢nu ucinnost’.

Zaciatky (kapilarnej) elektroforézy su spojené s menami ako Tiselius, Hjerten,
Jorgenson a Lucasc. Elektromigracné metddy pocas svojej viac ako osemdesiatro¢ne;j
existencie prekonali vyrazny rozvoj. Do historie sa svojou pracou zapisal v roku 1937
Tiselius, ktory svetu predstavil tzv. ,,moving boundary electrophoresis”. Kratko na to bola
vroku 1939 vyvinutd elektroforéza na papieri. 50.-te roky patrili elektroforéze na
agarovom geéli a jej Sirokému uplatneniu v biochémii a klinickej chémii. 60.-te roky su
spété s dvomi kl'i¢ovymi technikami analyzy proteinov a to s izoelektrickou fokuséciou
a elektroforézou na polyakrylamidovom géli v pritomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS - PAGE). Vroku 1973 bol svetu predstaveny prvy komeréne dostupny
inSrtumentalny set. Jednalo sa o automaticky izotachoforeticky analyzator, ktorého
usporiadanie bolo priamym predchodcom dnes znadmych elektroforetickych
analyzatorov. Roky 80.-te s spojené s kapilarami vhodnych rozmerov (i.d. 20-100 pum).

V 90.-tych rokoch bol na trh uvedeny prvy komerény elektroforeticky analyzator [3].

Vyhody tejto metody ako je napriklad nizka spotreba vzorkov a ¢inidiel, s tym

stvisiace malé mnozstvo vzniknutého odpadu, rychlost’ a nizke naklady na analyzu,
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viedli vedeckt spolo¢nost’ k zvySenému zaujmu o jej rozvoj. Ich snahy viedli k podobe
elektroforézy, aki pozname dnes. Snaha o dosiahnutie ¢o najlepSej separacie viedla
k vypracovaniu znaéného mnozstva réznych technik a ich modifikacii, ktoré mézeme

zhrnut’ do 3 zédkladnych skupin [4]:

1. elektroforéza s pohyblivym rozhranim t.j. voI'né elektroforéza
2. elektroforéza na nosicoch t.j. zénova elektroforéza
3. rovnovazna elektroforéza t.j. izoelektricka fokuséacia a izotachoforéza

3.1.1 Elektroforeticka pohyblivost’ [2]
Elektroforeticka pohyblivost’ je vlastnostou charakteristickou pre kazdy ion.
Rychlost” pohybu castic, ako popisuje rovnica 2, je priamo umernd elektroforetickej

pohyblivosti a intenzite elektrického pola.

9 =u.E Rovnica 2
H elektroforeticka pohyblivost [m?/ Vs]
E intenzita elektrického pola [V/m]
9 rychlost’ nabitej Castice [M/s]

Nabita ¢astica je silou elektrického pola Fe (rovnica 3) uvedend do pohybu, a tento
pohyb je spomaleny frikénou silou prostredia Fr, ktoru definuje Stokesov zékon (rovnica
4).

F,=q.E Rovnica 3
Fr= —6.m.1.1.9 Rovnica 4

Efektivna elektrofereticka pohyblivost’ He (v redlnom roztoku) vykazuje niZsie
namerané hodnoty na rozdiel od vy3Sie uvedenej idnovej elektroforetickej pohyblivosti
(tabelované hodnoty pre Uplne ionizované molekuly v nekone¢ne nariedenom roztoku).
Hodnota e zavisi na stupni disociacie, ionovej sile separaéného média a tym padom i na
zloZeni pouZzitého pufra. Vzhl'adom na to, Ze va¢sina delenych molekul je povahy slabych
kyselin alebo zasad rozhodujdcu tlohu hra hodnota pH z&kladného elektrolytu. Hodnotu

He matematicky vyjadruje rovnica 5.
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He= Ha — HEOF Rovnica 5

He efektivna elektroforeticka pohyblivost’ [cm?/Vs]
Ha zdanliva elektroforeticka pohyblivost [cm?/Vs]
Ueor elektroforeticka pohyblivost’ elektroosmotického toku [cm?/Vs]

Zdanliva elektroforeticki  pohyblivost je mozné jednoducho vypocitat

z experimentalnych udajov (viz. rovnica 6).

Ug = taLE = ti—LV Rovnica 6
\Y pouZzité napdtie [V]
I efektivna dizka kapilary [cm]
L celkova dizka kapilary [cm]
ta migraény ¢as analyzovaného ionu [s]
E intenzita elektrického pola [V/cm]

Pre Uspech separacie je dolezite, aby mali separované zlozKy v zmesi dostato¢ne

odlisné efektivne elektroforetické pohyblivosti.

3.1.2 Elektroosmoticky tok [5][6]

Elektroosmoticky tok (EOF z angl. Electroosmotic Flow) je vysledkom p6sobenia
aplikovaného vysokého napétia na kapilaru naplnenu elektrolytom. Je zakladnym javom,
vd’aka ktorému sa v priebehu jednej analyzy separuju kationy aj aniony. Nastane, ked’ je
pH elektrolytu pretekajuceno kapilarou vysSie ako 3, kedy dochaza
k deprotonizécii silanolovych skupin (SiOH). Stena kapilary tak ziska negativny néboj,
ktory je podnetom pre vznik kationovej dvojvrstvy. Vnuatornd, Sternova, vrstva je
stacionarna, zatial’ o vonkajsia (blizSie k stredu kapilary) je vrstvou difiznou a méze sa
volne pohybovat’ pozdiz kapilary. Na rozhrani tychto vrstiev vznika elektrokineticky
potenciél tzv. zeta-potecidl {. Vlozenim napitia sa kationy diftznej vrstvy zacnt
pohybovat’ smerom ku zaporne nabitej katode, co mé za nésledok uvedenie do pohybu
celého objemu roztoku v kapilare. Rovnakym smerom t. j. ku katdde su unaSané aj
neutralne Castice, ktoré sa pohybuji rovnakou rychlostou ako EOF. Zaporne nabité iony
vykazuju opa¢nu pohyblivost’ ako EOF, jej hodnota je v3ak v porovnani s EOF vicsinou
niZSia a aniony su tak rovnako unasané smerom ku katode. Na zéklade toho, Ze kationy
sa pohybujd rovnakym smerom ako EOF, je poradie migracie nasledovné: kationy,

neutralne latky a aniény. Pohyblivost’ EOF charakterizuje rovnica 7 [2].
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Obrazok 1: Zobrazenie vnutra kapilary taveného kremesa v pritomnosti timiveho roztoku

(prevzaté a upravené podla zdroja [7]).

3.2 InStrumentécia

System CE pozostava z kapilary, roztoku elektrolytu, roztoku vzorky, zdroja

vysokého napétia, dvoch elektrdd a detektora. Elektroforeticky analyzator je prepojeny

s po¢itacom, ktorym je pristroj ovladany [8]. Viz. obr. 2.

Kapildra

andda

>|Z| N

poéitaé

i

[ -]«

katdda

pufr

analyt

inletowd vialka

Izd.r'oj vysokého napédtia |

pufr

outletovd vialka

Obrézok 2: Schéma kapilarnej elektroforézy (prevzaté a upravené podla zdroja [7]).
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3.2.1 Kapilary

Kapilary sa vyrdbaju z taveného kremena a na ich vonkajSom povrchu sa nachadza
polyimidovy povlak, ktory ich chrani pred mechanickym namahanim (kapilara je krehka).
V detekénom mieste je mala ¢ast’ povlaku odstranend, pretoze polyimid je nepriepustny
pre UV-Ziarenie a tym neumoznuje UV-detekciu. NajéastejSie sa pouzivaju kapilary
celkovej dlzky 25 — 100 cm a vnutornym priemerom 20 — 100 um. Okrem celkovej dizky
kapilary rozlidujeme este dizku efektivnu, ktora predstavuje vzdialenost’ medzi miestom
nastriku a detekcie [2]. Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im mensi priemer, tym lepSia je
dosiahnuta separacna ucéinnost’ na ukor detekcnej citlivosti. V kapilarach s mensim
priemerom je zaroven generovany mensi prid a rovnako existuje i mensie riziko vzniku
Joulovho tepla [9]. Vnutorny povrch kapilar méze byt rdzne upraveny — a to bud’
kovalentnou modifikaciou vndtornej steny kapilary (napr. polyvinylalkoholom) alebo
dynamickym potiahnutim, kedy je zli¢enina modifikujica vnatorny povrch kapilary
pritomna priamo v zdkladnom elektrolyte (napr. cetyltrimetylamonium bromid).
Povrchova uprava je pouzivana za ucelom zniZenia adsorpcie analytov, odtienenie
silanolovych skupin, ¢i k zmeneniu naboja na stene kapilary [8]. Okrem kremennych
kapilar sa v minulosti pouzivali dnes uz obsolentné sklenené kapilary, d’alej kapilary

z teflonu a inych fluorovanych polymérov [10].

3.2.2 Termoregulacia

Do elektroforetického analyzatora je kapilra vloZzend v kazete (cartridge)
prispbsobenej k UV — VIS detekcii. Regulacia teploty tohto prostredia je nutna pre
spravny priebeh separécie. Teplota je bud’ regulovana vzduchom (analyzatory Agilent

a PrinCE), alebo za pomoci chladiacej kvapaliny (AB Sciex).

3.2.3 Zdroj vysokého napétia

K tomu, aby boli iony v kapilare uvedené do pohybu je potrebny zdroj vysokého
napéatia. Bezne pouzivané su zdroje napatia, ktoré pracuju v rozsahu 0 — 30 kV. Pracovat’
s napétim vysSim ako 30 kV je bez praktického vyuZitia, hrozi ionizacia vzduchu
a nebezpecenstvo vzniku elektrickych vybojov. Rovnako sa méze termicky znehodnotit’

analyt [11].

Rozhodujuca je i moznost zmeny polarity systému. Ak je EOF otoceny, je
nevyhnutné zmenit' polaritu — tzn. nastrik vzorky prebieha na z&porne nabitom konci

kapilary — katode [2].
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3.2.4. Davkovanie vzorku

Roztok vzorku je davkovany do sytému vicésinou na konci kapilary, ktory je od
detektoru vzdialenejsi. Z6na nastrieknutého vzorku tvori cca 1 — 2% celkovej dizky
kapilary, ¢o predstavuje mnozstvo 10 — 100 nl. Prevedenie davkovania je mozné
niekol’kymi spdsobmi. Nadavkovat’ vzorku mozeme za pouzitia tlaku, rozdielom hladin,
¢i elektrokineticky [8].

3.2.5 Detektory [4]

Vzhladom k Uzkemu priemeru kapilary musia detektory vykazovat vysoku
citlivost’. NajcastejSie je pohyb z6n vzorku sledovany za pomoci UV-VIS detektora. To
znamena, Ze v uréitom mieste kapilary (detekénom okne) je pri zvolenej vinovej dizke
merana absorpcia Ziarenia pohybujiceho sa zékladného elektrolytu a z6n analytov. Zo
ziskaného zaznamu casového priebehu absorpcie, tzv. elektroferogramu, ziskame
kvalitativnu i kvantitativnu informaciu. Migra¢ny ¢as je kvalitativnou charakteristikou
analytu, urcuje jeho identitu. Plocha pod pikom analytu je charakteristikou

kvantitativnou.

3.3 Rozdelenie elektromigraénych metod podl’a sposobu separacie

3.3.1 Kapilarna zonova elektroforéza [2][6]

NajjednoduchSou formou CE je kapilarna zénova elektroforéza (CZE z angl.
Capillary Zone Electrophoresis). Na kapilaru naplnent elektrolytom sa po nadavkovani
vzorky vloZi napatie. Separacia nastane na zaklade skuto¢nosti, Ze nabité latky za danych
podmienok vykazuju rozdielne elektroforetické pohyblivosti. Vd’aka tomu doéjde pocas
ich putovania kapilarou k oddeleniu do réznych zon. Tie st na detekénom konci kapilary

urc¢ené vhodnym detekénym zariadenim.

Na obrazku 3 je zobrazena rozdielna migracia 4 rozpustenych latok pod vplyvom
EOF. Tento princip bol uz diskutovany v predchadzajucich ¢astiach textu (viz. kapitola
3.1.). Najviacsiu pohyblivost’ v tomto priklade vykazuje kation (1), v zostupnom rade za
nim nasleduju neutralne latky (N), ktoré nie st rozdelené, a dva aniény (2,3).
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signdl 3

Obrézok 3: Zobrazenie separdacie 4 zlicenin pomocou CZE a prislusny elektroferogram
(prevzane a upravené zo zdroja [2]).

3.3.2 Micelarna elektrokineticka chromatografia [2]

Micelarna elektrokineticka chromatografia (MEKC z angl. Micellar Electrokinetic
Chromatography) je hybridnou analytickou metodou, ktora kombinuje principy CE a
chromatografie. Molekuly sa delia medzi lipofilné micely, predstavujice
pseudostacionarnu fazu a hydrofilny timivy roztok — faza mobilna. Micely st najcastejSie
sféricke Utvary shydrofobnou ¢astou tzv. chvostikom orientovanym dovnutra a

hydrofilnou hlavickou smerujicou do vodného prostredia.

Najvacsim pozitivom tejto separacnej techniky je moznost’ separacie neutralnych
roztokov latok rovnako ako aj tych s nabojom. Pre separaciu je nutné do zékladného
elektrolytu pridat’ surfaktant v koncentracii prevysujucej kritick micelarnu koncentraciu
(CMC). Krozdeleniu neutralnych latok dochadza vdaka pseudostacionarnej faze

v rozmezi migraénych ¢asov EOF (to) a micel (tm) — viz. obrézok 4.
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Obrézok 4: Elucné casové okno pre neutrdlne analyty v priebehu MEKC separécie
(prevzane a upravené zo zdroja [2]).

3.3.3 Kapilarna izotachoforéza [2][6]

Kapilarna izotachoforéza (CITP zangl. Capillary Isotachophoresis) je
elektroforeticka technika umoznujica separaciu a detekciu skupin iénov (aniénov alebo
kationov). K separacii dochadza v kapilare naplnenej nesavislym systémom vedlceho
(L) a terminalneho elektrolytu (T). Veduci elektrolyt obsahuje i6n s najvysSou
pohyblivost'ou a terminalny elektrolyt ion s pohyblivostou najnizsou. Vzorka sa umiestni
medzi L- a T- elektrolyt a po vloZeni konStantného elektrického pradu dochadza
K separacii. Po ur¢itom ¢ase sa i6ny rozdelia do tesne pril'ahlych zon v poradi klesajucej
elektroforetickej pohyblivosti. Tieto zdény migrujd v ustdlenom stave rovnakou
rychlostou. Situéciu zobrazuje obrazok 5. Vodivostny detektor na kapilare zaznamenéa

prechod iénov. Vyslednym zaznamom je schodovita krivka — izotachoforeogram.
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Obrézok 5: llustracia CITP, T — terminélny elektrolyt, L — veduci elektrolyt, A, B, C —
analyty, ul. > uA > uB > uC > uT, (prevzane a upravené zo zdroja [2]).

3.3.4 Kapilarna gélova elektroforéza [2]

Kapilarna gélova elektroforéza (CGE z angl. Capillary Gel Electrophoresis) ma
Siroké uplatnenie v molekularnej biologii. VyuZiva sa k separacii makromolekul typu
proteinov a nukleovych kyselin podla ich velkosti. K deleniu molekual podl'a velkosti
dochadza prostrednictvom elektroforézy analytov cez vhodny polymér, ktory sluzi ako
molekularne sito. Pre upresnenie pojem gél v CGE je pomerne nejednoznaénym, ked’ Ze
g¢él je oznafenim pevnej Struktary, avSak vidcéSina ,,gélov” pouzivanych v CGE tato

vlastnost’ nevykazuje. PresnejSim oznacenim je teda polymérna siet’.

Nabité cCastice migrujuce polymérom sU nim brzdené. Véacsie castice SU
spomalované viac, z toho dovodu je rychlost’ ich pohybu nizsia ako rychlost’ migracie
mensich castic (viz. Obrazok 6). Separaény mechanizmus je rovnaky ako u planarnej
gelovej elektroforézy. S tym rozdielom, Ze kapilarne prevedenie je spojené s mnozstvom
vyhod ako je aplikacia 10 — 100 x vysSieho napétia bez neziadiceho p6sobenia Joulovho

tepla, moZnost’ automatizécie a on-line detekcia priamo v kapilare.

polymérna siet

Obréazok 6: Schéma zndazornujuca separaciu v CGE, symboly e A m predstavuju
molekuly proteinov Mr A> Mr m > Mr e, (prevzané a upraveneé zo zdroja [2]).
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3.3.5 lzoelektricka fokusacia [2]

Kapilarna izoelektricka fokusacia (CIEF z angl. Capillary Isoelectric Focusing) je
elektroforetickou technikou s vysokym rozliSenim, pouzivanou pre separaciu proteinov a
peptidov na zaklade ich rozdielneho izoelektrického bodu pl. pH gradient sa vytvori vo
vnutri kapilary po naplneni roztokom amfolytov (zwitterionové molekuly obsahujlce
bazicku i kysla ¢ast’) a analytom (v pripade CIEF je analytom roztok proteinov, peptidov).
Na katodickom konci je roztok bazicky (napr. roztok NaOH), na konci anodickom kysly
(napr. roztok HsPOs). Vlozenie napétia da do pohybu nabité proteiny a amfolyty, ktoré
migruju vyplnenou kapilarou az do miesta kde je pH rovnaké ako ich pl. V tomto mieste
je kladny a zaporny naboj amfotérneho analytu v rovnovahe a migrécia ustava. Situaciu

zobrazuje obrazok 7.

EOF by mohol spdsobit’ vytlacenie amfolytov z kapilary eSte pred fokusaciu a preto

musi byt pocas CIEF redukovany ¢i Uplne eliminovany [12].

CIEF kapildra naplnend zmesou vzorku a amfolytov
CeD F G Begpa C FF-H e G* e 6 oy
L U I A ST T St T R YL
F B HA e efip “eB "4 ey L @ DGAZL
nif zké pH <—— pHgradient —> vysoké pH
AA BB CC DD EE FF |* g GG HH
AA BB CC DD EE FF ‘. GG HH 120

Obrazok 7: Schéma zndzornujuce separaciu v CIEF. A, B, C, D, E, F, G, H predstavuju
molekuly amfolytov, Symboly @ A m predstavuju analyty, napriklad peptidy, proteiny, pl
e >pl m>pl A (prevzané a upravené zo zdroja [2]).

3.4 Nukleofilné substitucie [13][14]

Podstatou nukleofilnych substitu¢nych reakcii (SN) je, ze atakujuce cinidlo
(nukleofil) svojim volnym elektronovym parom vytvara novd vdzbu s reaktantom.
Z pévodnej vézby odstupuje odstupujica skupina rovnako nukleofilnej povahy

s dvojicou elektrénov pévodnej vazby.

Cinidlom moZe byt’ neutralna molekula alebo zaporne nabity ion. Cinidlo musi mat’
vol'ny elektronovy par tj. vietky nukleofily st zaroven Lewisovymi zasadami.

R-X+0H > R-OH+X"™ Rovnica 8
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Podra stupna uréujuceho rychlost priebehu reakcie a spdsobu Stiepenia starej vazby
uhlik — odstupujuca skupina, delime nukleofilné substiticie na monomolekulové a

bimolekulové.

3.4.1 Nukleofilné substiticie monomolekulové (SN1) [13]

Ich reakény mechanizmus je dvojstupniovym procesom. K heterolyze vézby a k
vzniku karbkationu dochadza v priebehu prvého stupna. Karbkation v rychlom druhom
stupni reaguje s nukleofilom. Rychlost’ spravidla urcuje ten najpomalsi reakény stupen,
ktory je energeticky naro¢nejsi a obycajne nim byva Stiepenie vézby. VzhI'adom na to, ze
k Stiepeniu vdzby dochadza len na jednej molekule, reakcia je oznacend ako
monomolekulova nukleofilna substitucia (SN1).

R-X<RF+X Y- R-Y+X™ Rovnica 9

Energeticky diagram ma dve maxima, prvé maximum znaci vznik solvatovaného
ionového paru R...X. Druhé maximum zna¢i vznik nového solvatovaného paru

karbkationu a nukleofilu. Situaciu ilustruje obrazok 8.

R+

R-X

R-Y¥

reakénd koordindta

Obrazok 8: Energeticky diagram priebehu monomolekulovych reakcii (prevzané a
upravené zo zdroja [13]).

3.4.2 Nukleofilné substitucie bimolekularne (SN2) [14]

Reakény mechanizmus bimolekularnych nukleofilnych substitacii (SN2) je
jednostupniovy proces, Vv priebehu ktorého dochadza sucasne k nukleofilnému ataku i
k oslabeniu kovalentnej vazby odstupujucej skupiny . Reakcia ma jeden stupen a ten
urcuje rychlost’ jej priebehu.

Y"+R-X>Y" 5R->X" 5 Y-R+X" Rovnica 10
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Energeticky diagram ma v pripade (SN2) jedno maximum. Situéciu ilustruje

obrédzok 9.
E LRLY
R-X
R-Y
reakfnd koordindta
Obrazok 9: Energeticky diagram priebehu bimolekularnych reakcii (prevzané a upravené
zo zdroja [13]).

3.4.3 Faktory ovplyviiujice nukleofilné substittcie [13][14]

Med
substratu,

zi hlavné faktory uréujuce rychlost’ a priebeh SN reakcii patri charakter
charakter/sila nukleofilného ¢inidla, charakter odstupujlcej skupiny a

rozpustadlo, v ktorom nukleofilna substitdcia prebieha.

1.

Substrat

Pre SN1 reakciu je klG¢ova stabilita vzniknutého karbkationu. Preto SN1
reakcie prebiehaju preferen¢ne u tercialnych alkyl, allyl ¢i benzylhalogenidov.
Naopak, SN2 mechanismus je u tychto Struktar zo stérickych dévodov menej
pravdepodobny. Preto SN2 mechanismus prebieha velmi dobre u

metylhalogenidov ¢i primarnych a sekudarnych alkylhalogenidov.
Nukleofilné ¢inidlo

Nukleofil sa v pripade SN1 mechanizmu neztcastiiuje kroku urcujuceho
rychlost’ priebehu reakcie, tym padom nema vplyv na rychlost’ takejto reakcie.
Inak je tomu v pripade SN2 mechanizmu, poc¢as ktorého sa nukleofilné ¢inidlo
priamo ztcastiiuje kroku uréujuceho rychlost’ reakcie. Preto ¢im vécsia je
nukleofilita, tym rychlejsi bude priebeh SN2 reakcii a naopak. Bazické,

zaporne nabité nukleofily su obecne reaktivnejSie ako neutrdlne nukleofily.

22



V pripade nukleofilnych ¢inidiel s velmi malou nukleofilnou silou méze

dokonca dojst’ k zmene mechanizmu z bimolekulového na monomolekulovy.
Charakter odstupujucej skupiny

Dobre odstupujice skupiny zvy3uju rychlosti reakcie. Cim je odstupujica
skupina slabSou zasadou, tym je reakcia rychlejSia. Reaktivita rastie napriklad
vrade Cl, Bral.

Rozpustadlo

Na rychlost’ a mechanizmus priebehu nukleofilnych substittcii ma podstatny
vplyv aj rozpustadlo a jeho solvatacna schopnost’. Solvatacia je interakcia
medzi molekulami rozpastanej latky a rozpustadla. Je spdsobena prit'azlivymi
elektrickymi silami dipolov. V pripade, Ze je substrat polarny, molekuly
polarneho rozpustadla st k nemu pritahované. Cim polarnejsie je rozpustadlo,
tym je samotné pritahovanie silnejSie a tym padom systém vykond viac

elektrostatickej prace, viac energie sa uvol'ni a systém je stabilnejsi.

Na zéklade vysSie uvedeného, pre SN1 reakcie su vyhodné rozpustadla

s vysokou polaritou, tym Ze stabilizuju prechodne vzniknuty karbkation.

Pre vacsinu SN2 reakcii je typické, Ze pdvodny naboj je rozptyleny
v tranzitnom stave. Vzhladom Kktejto skuto¢nosti je vplyv polarneho
rozpustadla neziaduci, reakciu spomal’ujici. Naopak, priebeh SN2 reakcii je
rychlejSi v polarnych aprotickych rozpastadlach ako je dimetylsulfoxid c¢i

acetonitril, v ktorych nie je nukleofilné ¢inidlo solvatované.
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4. Experimentalna Cast’

4.1 Chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité k priprave zakladnych elektrolytov
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, > 99,0%; Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny, Merck
Kyselina mravencia, > 98%; Sigma-Aldrich
Kyselina octova, > 99,7%; Sigma-Aldrich
Metanol; Chromasolv pre HPLC, > 99,9%, Sigma Aldrich

Voda, ultra-¢ista, pripravena syst¢tmom Milli-Q, Milipore, USA ( odpor 18
MQ.cm™?

4.1.2 Standardy zlu&enin a analyty
a-brémfenyloctova kyselina, 98%, Sigma Aldrich; Sarza: #STBD6288V
a-brémfenyloctova kyselina, 98%, Sigma Aldrich; Sarza: #STBF9755V
o-metoxyfenyloctova kyselina, 99%, Sigma Aldrich; Sarza: #BCBT8707

mandlova kyselina (a-hydroxyfenyloctova kyselina), 99%, Sigma Aldrich;
Sarza: #BCBF9033V

bromid draselny >99,0%, Sigma Aldrich; Sarza: MKBX2670V

4.2 Pristrojove vybavenie

Kapilarna elektroforéza CE 7100, Agilent Technologies, Waldbronn,

Nemecko

pH meter Sentron SI 400 s pH elektrodou Sentron SI ( rozsah 0-14 );
Sentron, Holandsko

MicroSolv Window Maker, MicroSolv Technology Corporation, Leland,

Spojené Staty americké

d’alsie Standardné pristrojové vybavenie laboratoria ako napriklad véhy,

ultrazvukova lazen, mikropipety, ...
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4.3 Podmienky merania

K analyzam vo fosfatovom a octanovom pufri sa pouzivala kremenna kapilara
s vnatornym priemerom 50 um a celkovou dizkou 48,5 cm. Efektivna dizka kapilary bola
40 cm. Analyzy v mravencanovom pufri sa uskuto¢niovali v kremennej kapilare
s celkovou dizkou 33 cm a efektivnou dizkou 24,5 cm o vnGtornom priemere 50 um.
Merania sa uskuto¢iovali v miestnosti klimatizovanej na 25°C. Roztoky pouZivané
k analyzam boli uskladnené v chladni¢ke. Analyzovana vzorka bola davkovana pri tlaku
50 mBar pocas 5 sekund. Teplota kapilary bola 25°C. Pri separéciach vo fosfatovom pufri
prebiehali analyzy pri +20 kV, v pripade octanového pufra pri +30 kV (detekcia na
katodickom konci kapilary). Separacie v mravencanovom pufri prebiehali pri =30 kV
(detekcia na anodickom konci kapilary). Analyty boli detekované pri 200 nm. Pre vac¢siu
prehl'adnost’ st konkrétne podmienky merani vZdy uvedené i v ¢asti diskusia a vysledky.

Zakladné elektrolyty a ich zloZenie je uvedené v kapitole 4.4.

4.3.1 Kondicionacia a premytie kapilar

Pred prvym pouzitim bola kapilara premyta 1 M roztokom hydroxidu sodneho po
dobu 30 minat, 0,1 M hydroxidom sodnym 30 mindt a na zaver vodou 10 minat. Kazdy
den, pred prvym a po poslednom merani, bola kapilara preplachnuta 10 minat 1 M NaOH
a 10 minat vodou. Premytie 1 M NaOH 3 mindty, vodou 10 minat a vlastnym
elektrolytom po dobu 3 minut a za tlaku 1000 mBar prebehlo vzdy pred kazdou analyzou
vo fosfatovom a octanovom pufri. Premytie 10 minut vodou a vlastnym elektrolytom po

dobu 3 minat prebehlo vzdy pred kaZzdou analyzou v mraven¢anovom pufti.

4.4 Zakladné roztoky elektrolytov a ich priprava
TImivé roztoky boli pred umiestnenim do vialiek prefiltrované pomocou
nylonovych filtrov s velkostou porov 0,45 um (Agilent Technologies, Waldbronn,

Nemecko).

4.4.1 Priprava 50 mM fosfatového pufra, pH 7,5

Navazka 780 mg NaH2PO4 . 2H.O bola rozpustena v kadic¢ke v priblizne 30 ml
vody. Roztokom 1 M NaOH bolo pH upravené na hodnotu 7,5. Vzniknuty roztok bol

kvantitativne prevedeny do 100 ml odmernej banky a doplneny vodou po rysku.
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4.4.2 Priprava 60 mM octanového pufra, pH 5,0

0,347 ml kyseliny octovej (> 99,7%) bolo napipetované do kadicky s cca 30 ml
vody; pH bolo upravené 1 M roztokom NaOH na hodnotu 5,0. Roztok bol kvantitativne

prevedeny do 100 ml odmernej banky a doplneny vodou po rysku.

4.5 Priprava roztokov Standardov od modelovych analytov

VSetky pripraveneé roztoky boli uchovavané v chladnicke pri teplote 5 — 8 °C.

4.5.1 Priprava zasobnych roztokov

Do 5 ml odmernej banky bolo navazenych 5,0 mg prislusného Standardu
(a-brémfenyloctova kyselina, a-metoxyfenyloctova kyselina, mandlova kyselina,
bromid draselny). Navazky jednotlivych Standardov boli v odmernej banke rozpustené
v ¢istom metanole a nasledne nim doplnené po rysku. Pre ul'ah¢enie procesu rozptst'ania
bola pouzita ultrazvukova lazen (po dobu 3 minut). Koncentracia zasobnych roztokov

pripravenych tymto postupom bola 1 mg/ml.

4.5.2 Priprava pracovnych roztokov

Pracovne roztoky a-bromfenyloctovej kyseliny, a-metoxyfenyloctovej kyseliny,
mandlovej kyseliny a bromidu draselného boli pripravené nariedenim konkrétnych
zasobnych roztokov. Do mikroskimavky typu Eppendorf bolo napipetované mnozstvo
zasobného roztoku tak, aby koncentracia pracovneho roztoku odpovedala koncentracii

100 pg/ml. Napipetovany objem bol ¢istym metanolom doplneny a riadne premiesany.

Pri priprave pracovnych roztokov v 50% metanole sa postupovalo analogicky t.j.
bol pripraveny zasobny roztok v 50% MeOH, ktory bol nasledne 50% MeOH nariedeny.

Priklad: Presna navazka a-brémfenyloctovej kyseliny ¢inila 4,92 mg a bola
rozpustend v 5 ml ¢istého metanolu. Vznikol zasobny roztok o koncentracii 0,984 mg/ml.
K priprave 1 ml pracovného roztoku o koncentracii 100 ug/ml bola pouZita zmieSavacia

rovnica (viz. rovnica 11).
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V1.C1+V2.C2 = V3.C3 Rovnica 11
984.V, +0.V, = 100 . 1000

984 . V, = 100000

v, = 101,63
Vz = 1000 - V1
v, = 898,37 ul

koncentracia [pg/ml]
objem [pl]

zasobny roztok
100% (v/v) metanol
pracovny roztok

OOI\JH<O

Vysledkom zmieSavacej rovnice je objem zasobného roztoku (V;), ktory cinil

101,63 pl a bolo k nemu pridanych 898,37 ul 100% metanolu ( ,).
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4.6 Vypocty
Elektroforeticka pohyblivost’

Viz. rovnica 6 v kapitole3.1.1.
RozliSenie (Rs) [15]

: 1,18 .(trz—tr1)

S —
Wh1tWh2

tr2 > tr1

try, tR2 migracné Casy [S]

Wh1, W2 Sirky pikov v polovici ich vysky [s]
Opakovatelnost’ [15]

1. Priemer hodndt

n
i=1Xi

x|
1l

2. Smerodatna odchylka (SD)

\/ > 1<x1 %)2
SD =

n —pocet jednotlivych merani
— hodnota vysledku jednotlivého merania

3. Relativna smerodatna odchylka (RSD)

SD
RSD =100 . —
X
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5. Vysledky a diskusia

5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti analyti

V nasledujucom texte su uvedene zakladné fyzikalne-chemické vlastnosti
a-bromfenyloctovej kyseliny a potencialnych produktov, ktoré mo6zu vznikat pri
nukleofilnej substitdcii v prostredi 50% vodného metanolického roztoku. Na obrazku
¢. 10 je zobrazené reak¢éné schéma nukleofilnej substittcie a-bromfenyloctovej kyseliny
v 50% roztoku MeOH vo vode. Vzhl'adom k tomu, Ze reakénym prostredim je protické
polarne rozpustadlo, ktoré solvataciou znizuje energiu prechodného stavu veduceho ku
vzniku karbkationu, je predpokladanym reakénym mechanizmom monomolekuldrna
nukleofilna substitdcia veduca ku vzniku kyseliny mandrovej (nukleofilom je voda)
a o-metoxyfenyloctovej kyseliny (nukleofilom je MeOH). V ¢isto metanolickom
prostredi bude SN1 reakciou vznikat’ iba a-metoxyfenyloctova kyselina. Ked'ze je
metanol menej polarny ako voda, mozno predpokladat’, ze SN1 reakcia bude v 50%

MeOH prebiehat’ rychlejsie ako v ¢istom MeOH [14].

|Mu
oo —
! cooH
CH3OH Hao
e
e Q5 H OH + Har
@\COEH @’T“‘ COOH @"ﬂ“‘cooH
H H
.
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Obrazok 10: Schéma nukleofilnej substitiicie a-bromfenyloctovej kyseliny v 50% roztoku
MeOH vo vode.

5.1.1 a-bromfenyloctova kyselina

a-brémfenyloctova kyselina, chemicky 2-brém-2-fenyloctova kyselina (skratene
BrPhACcA) je biela krysStalicka latka, dobre rozpustnd v polarnych organickych
rozpustadlach. Hodnota pKa karboxylovej skupiny je 2,40+0,10 [1][16].
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Obrézok 11: Struktirny vzorec a-bromfenyloctovej kyseliny.

5.1.2 a-metoxyfenyloctova kyselina

a-metoxyfenyloctovd kyselina, chemicky 2-metoxy-2-fenyloctovd kyselina
(skratene MetPhAcA) ma krystalickd Struktiru a biely az zltkasty vzhlad. Je dobre
rozpustna v polarnych organickych rozpustadlach. Hodnota pKa karboxylovej skupiny je
4,14 [17].
O

H3;CO OH

Obrézok 12: Struktiirny vzorec a-metoxyfenyloctovej kyseliny

5.1.3 a-hydroxyfenyloctova kyselina

a-hydroxyfenyloctova kyselina, chemicky 2-hydroxy-2-fenyloctova kyselina je
znama aj pod nazvom kyselina mandr'ova (skratene MA). Je to biela, pevné, krystalicka
latka, dobre rozpustna vo vode a v polarnych organickych rozpustadlach. Hodnota pKa
karboxylovej skupiny je 3,41 [16].
O

H
O OH

Obréazok 13: Struktiirny vzorec a-hydroxyfenyloctovej kyseliny.
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5.2 Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny a jej potencialnych nedistét pomocou
kapilarnej zénovej elektroforézy

Na zéklade vysSie uvedenych pKa hodnét jednotlivych analytov boli prevedené
separacie v 50 mM fosfatovom pufri o pH 7,5, v ktorom su vsetky tri analyty plne
ionizované. Zlozenie tohto elektrolytu odpoveda zloZeniu pufra, ktory bol pouzity
v publikacii Rizviho a Shamsiho [1] len s tym rozdielom, Ze do BGE tohto zloZenia nebol
pridany chiralny selektor. Pre separaciu o-brémfenyloctovej kyseliny a jej rozkladnych
produktov bol tieZ pouzity 60 mM octanovy pufr o pH 5,0 v ktorom je a-bréomfenyloctova
kyselina plne ionizovana a dalSie dve kyseliny MetPhAcA a MA su ¢iasto¢ne ionizovane.
Dal$im testovanym elektrolytom bol 60 mM mravenéanovy pufr o pH 3,0. | v tomto
vyrazne kyslom elektrolyte s vSetky tri analyty ¢iastone zaporne nabité a tak migrujd
ako aniény. Ked'ze je EOF v takto silne kyslom BGE vyrazne potlaceny, bolo nutné
separovat’ pri obratenej polarite, kedy boli analyty detekované na anodickom konci

kapilary.

Pre kvantifikdciu bola pouZita metéda normalizacie. Pre vypocet korigovanych
ploch bola plocha kazdého piku vydelena prislusnym migraénym ¢asom (A/t), aby bol
kompenzovany posun migra¢nych ¢asov medzi analyzami a rozdiel v odozvéach zlozZiek
vzorky s roznymi migraénymi ¢asmi. Mnozstvo BrPhACcA a rozkladnych produktov bolo
vypocitané ako percentudlny podiel prislusnej korigovanej plochy (A/t, %) zo sumy

korigovanych pléch vsetkych pikov na prislusnom zazname [15].

5.2.1 Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny v 50 mM fosfatovom pufrio pH 7,5

Vsetky analyzy vo fosfatovom pufri prebiehali v FS kapiléare s celkovou dizkou
48,5 cm a efektivnou dizkou 40,0 cm. Vnutorny priemer kapilary bol 50 um. Na kapiléaru
bolo vloZené napétie +20 kV.

Kyselina a-bromfenyloctova bola k analyze pripravena v koncentrécii 2,5 mg/mi
a rozpustend v 50% metanole (Tab. 1), ¢o odpoveda koncentracii analytu, ktora bola
pouZitd v publikacii Rizviho aShamsiho [1]. Za tychto podmienok si0 na
elektroferograme zrejmé tri piky. Zaroven je intenzita signalu neumerne vysoka (> 200
mAU) atak bolo dalej pracované sroztokmi s koncentraciou 100 pg/ml v ¢isto

metanolickom prostredi (Tab. 2, 3, 4).
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Ako vidiet’ na zazname (Obr. 15) okrem BrPhACcA (pik 2) je pritomna MetPhAcA
(pik 1) a MA (pik 3). Zatial’, ¢o pik MetPhAcA je dostatoéne rozseparovany od piku
BrPhACA (rozliSenie 3,23), tak pik MA v podstate nie je od piku BrPhAcA oddeleny.

Tabul’ka 1: Analyza a-brémfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 2,5 mg/ml, rozpustena
v 50% metanole. BGE: 50 mM fosfatovy pufr, pH 7,5. Analyza bez oplachu inletovej

elektrody; n = 3.

t (min) | pa(cm?Vs) | pe (cm?Vs) | peor (cm?/Vs) | rozlisenie
MetPhAcCA | 5,76 2,81.10* -2,36.10* 5,17.10% -
SD 0,03 1,44.10° 2,95.107 1,17.10°® -
RSD 0,51 0,51 0,13 0,23 -
BrPhACcA 6,45 2,51.10* -2,66.10* 5,17.10% 3,23
SD 0,05 1,81.10° 6,52.10°7 1,17.10°° 0,03
RSD 0,72 0,72 0,25 0,23 1,00
MA 6,51 2,48.10* -2,69.10* 5,17.10* 0,34
SD 0,05 1,76.10° 6,00.10”7 1,17.10°° 0,03
RSD 0,71 0,71 0,22 0,23 7,33

CiSLO ANALYZY
N

Obrazok 14: Graf zobrazujlaci zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v 50%
MeOH. Tri po sebe nasledujlce analyzy za podmienok uvednych v Tabulkel. (analyza

H BrPhAcA M MetPhAcA MA

74,99

72,94

77,08

KORIGOVANA PLOCHA V %

bez oplachu inletovej elektrody).

13,40

15,55

10,87
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Obrazok 15: Elektroferogram 2. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
2,5 mg/ml, rozpustenej v 50% metanole. BGE: 50 mM fosfatovy pufr, pH 7,5
(1 - MetPhACA, 2 — BrPhACA, 3 — MA).

Analyzou roztoku BrPhACcA v ¢istom metanole bol predpokladany vznik iba
MetPhACcA a nie MA. Avsak vysledok analyzy tento predpoklad nepotvrdil. Ako je vidiet
na obrdzku 18, na elektroferograme bol okrem piku a-metoxyfenyloctovej kyseliny (pik
1) pritomny ipik kyseliny mandlovej (pik 3). Ztohto pozorovania mozno ucinit
predbezny zaver, Ze kyselina mandlova vznika pravdepodobne len v priebehu separacie
vo fosfatovom pufri, pretoZe jej percentudlne zastUpenie sa v case meni len nepatrne
(14,28 - 9,28%), zatial’ ¢o mnozstvo kyseliny MetPhACA sa v priebehu niekol’kych hodin
zvysilo z 7,40% na 47,68% (viz obrazok 16). Identifikacia jednotlivych analytov bola
prevedena metodou Standardného pridavku k roztoku BrPhACA i analyzou samostatnych
roztokov jednotlivych produktov reakcie (viz. Kap. 10.1).

Tabulka 2: Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny (STBD6289V) s koncentraciou

100 pg/ml, rozpustena v 100% metanole. BGE: 50 mM fosfatovypufr, pH 7,5. Analyza
bez oplachu inletovej elektrody; n = 6.

t (min) |pga (cm?/Vs) |pe (cm?/Vs) | Ueor (cm?/Vs) |rozliSenie
MetPhACA 5,63 2,87.10* -2,41.10% 5,28.10™ -
SD 0,06 2,83.10°° 7,15.10°° 9,40.10°° -
RSD 0,99 0,99 2,97 1,78 -
BrPhAcCA 6,07 2,66.10* -2,62.10" 5,28.10* 7,43
SD 0,08 3,68.10° 6,63.10° 9,40.10° 0,83
RSD 1,38 1,38 2,53 1,78 11,17
MA 6,14 2,63.10* -2,65.10™ 5,28.10™ 0,89
SD 0,08 3,44.10° 6,75.10° 9,40.10° 0,06
RSD 1,31 1,31 2,55 1,78 6,90
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Obrazok 16: Graf zobrazujuci zmenu korigovanej plochy BrPhAcA (STBD6289V)
v 100% MeOH za podmienok uvednych v Tab. 2. Analyzy 1-3 prebehli priamo za sebou,
rovnako tak analyzy 4-6. Medzi 3. a 4. analyzou bol c¢asovy rozostup 5 hodin. VSetky
nastriky boli vykonané z jednej vialky. Analyzovany roztok bol pred prvou analyzou
pripraveny 24 hodin vopred. Analyza bez oplachu inletovej elektrody.

Pre overenie spravnosti vysledkov bola rovnaka analyza prevedena i s inou Sarzou
BrPhACA. Ako je vidiet' z vysledkov uvedenych v tabulke 3 a obrazkoch 17 a 18, je
spravanie oboch testovanych Sarzi (STBD6289V a STBF9755V) BrPhACA analogické.
Percentualne zastupenie plochy MA je medzi analyzami 1-3 v podstate nemenné (14,94-
15,46%), zatial’ ¢o korigovana plocha MetPhACA rastie od prvej ku tretej analyze (z 2,70
na 10,15%).

Tabulka 3: Analyza o-bromfenyloctovej kyseliny (STBF9755V) s koncentréciou

100 pg/ml, rozpustena v 100% metanole.BGE:50mM fosfatovy pufr, pH 7,5. Analyza bez
oplachu inletovej elektrédy; n=3.

t (min) | pa (cm?/Vs) He (cm?/Vs) | ueor (cm?/Vs) | rozlisenie
MetPhAcA | 5,69 2,84.10* -2,44.10* 5,28.10* -
SD 0,03 1,57.10° 1,06.10° 2,61.10° -
RSD 0,55 0,55 0,44 0,50 -
BrPhAcA 6,18 2,62.10* -2,66.10™ 5,28.10* 7,61
SD 0,04 1,78.10°° 8,69.107 2,61.10° 0,03
RSD 0,68 0,68 0,33 0,50 0,35
MA 6,24 2,59.10* -2,69.10° 5,28.10% 0,79
SD 0,04 1,68.10° 9,65.10”7 2,61.10° 0,03
RSD 0,65 0,65 0,36 0,50 3,20
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H BrPhAcA ® MetPhAcA MA

3 74,91 10,15

CiSLO ANALYZY
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KORIGOVANA PLOCHAV %

Obréazok 17: Graf zobrazujici zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA (STBF9755V)
v 100% MeOH za podmienok uvednych v Tab. 3. Analyza bez oplachu inletovej elektrddy.
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Obrézok 18: Elektroferogram l.analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny (STBF9755V) s
koncentraciou 100 pg/ml, rozpustenej v 100% metanole. BGE: 50 mM fosfatovy pufr,
pH 7,5. (1 — MetPhAcA, 2 — BrPhACA, 3 — MA). Analyza bez oplachu inletovej elektrody.

Ked’ze bola vzorka umiestnena vo vialke 0 objeme 250 pl, tak bol tiez sledovany
vplyv narastu plochy MetPhAcA s ohl'adom na oplach inletovej elektrody metanolom.
Oplach inletovej elektrédy roztokom metanolu bol automaticky prevedeny medzi
premytim kapilary prislusnym BGE a vlastnym hydrodynamickym nadavkovanim
vzorky. Ako je vidiet' na obrazku 19, tak je narast plochy MetPhAcA pomalsi ako ked’
oplach inletovej elektrody nebol pouzity. Toto mozno vysvetlit' itym, Ze stopy
neutralneho fosfatového pufra mézu nukleofilnd substiticiu urychlit’, napriklad

stabilizaciou vzniknutého karbkationu v pripade predpokladaného SN1 mechanizmu.
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Tabulka 4: Analyza o-bromfenyloctovej kyseliny (STBF9755V) s koncentréciou
100 pg/ml, rozpustena v 100% metanole. BGE: 50 mM fosfatovy pufr, pH 7,5. Analyza s
oplachom inletovej elektrody; n = 3. *vhladom k skutocnosti, Zze MetPhAcA nevznikla
pocas prvej analyzy rozliSenie BrPhACA je spriemerované z dvoch analyz a tym padom
SD a RSD nie je uvedene.

t (min) | pa (cm?/Vs) | He (cm?/Vs) | Heor (cm?/Vs) | rozlisenie

MetPhAcA 6,11 2,65.10™ -2,50.10* 5,15.10* -
SD 0,03 1,38.10° 1,05.10° 2,43.10° -
RSD 0,52 0,52 0,42 0,47 -
BrPhAcA 6,66 2,43.10™ -2,72.10* 5,15.10* 8,11*
SD 0,05 1,83.10°® 1,92.10® 1,75.10°° -
RSD 0,76 0,75 0,71 0,34 -
MA 6,74 2,40.10* -2,75.10* 5,15.10* 0,83
SD 0,05 1,89.10° 2,06.10° 1,75.10°° 0,04
RSD 0,79 0,79 0,75 0,34 4.85

M BrPhAcA  ® MetPhAcA MA

3 72,75 8,71
77,94 3,9

CiSLO ANALYZY
N

81,04

[any

KORIGOVANA PLOCHA V %

Obrazok 19: Graf zobrazujici zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA (STBF9755V)
v 100% MeOH za podmienok uvednych v Tab. 4. Analyza s oplachom inletovej elektrddy.



mAU ' 5
35 i

30

25 |
20 |
15 |
10 | 1y

1 2 3 4 5 6 7 min

Obrézok 20: Elektroferogram 1. analyzy a-brémfenyloctovej kyseliny (STBF9755V) s
koncentraciou 100 pg/ml, rozpustenej v 100% metanole. BGE: 50 mM fosfatovy pufr,
pH 7,5. (1 — MetPhAcA, 2 — BrPhAcA, 3 — MA). Analyza s oplachom inletovej elektrody
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5.2.2 Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny v 60 mM octanovom pufri o pH 5,0

Kyselina a-bromfenyloctova bola k analyze pripravena v koncentréacii 100 pg/ml a
rozpustena v 100% metanole. Analyza prebiehala v FS kapilare s celkovou dizkou
48,5 cm a efektivnou dizkou 40,0 cm. Vnutorny priemer kapilary bol 50 um. Na kapiléaru

bolo vloZené napatie +30 kV.

Analyzy prebiehajuce v prostredi 60 mM octanového pufra s pH 5,0 poskytovali
podobné vysledky (jednotlivé analyty migrovali v rovnakom poradi) ako tomu bolo v
50 mM fosfatovom pufri o pH 7,5 (viz. kapitola 5.2.1) a preto v tomto prostredi nebola
overend totoznost’ pikov pomocou metody Standardného pridavku. Na elektroferograme
kyseliny a-bromfenyloctovej (viz. Obr. 22) opakovane figurovali neoddelené piky
BrPhAcA a MA (piky 2 a 3), ktorym predchadzal pik MetPhAcA (pik 1).

Vzhl'adom k Cisto metanolickému roztoku BrPhAcA nebol vznik MA ocakavany.
Reakcia, pocas ktorej MA vznikala prebiehala s velkou pravdepodobnostou priamo vo

vnutri kapilary.

S oplachom inletovej elektrody sa percentudlne zastipenie MetPhAcA (v %
celkovej korigovanej plochy) zmensilo z 14,76% na 3,69% u tretej analyzy. Situacia je

graficky znazornené na obrazkoch ¢. 21 a 23.

V oboch pripadoch sa korigovana plocha piku MetPhAcA zvySovala na Ukor ploch
BrPhACA a pocas analyzy vznikajticej MA.
Tabul’ka 5: Analyza o-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 100 pg/ml, rozpustena

v 100% metanole. BGE: 60 mM octanovy pufr, pH = 5,0. Analyza bez oplachu inletovej
elektrody; n = 3.

t (min) | pa (cm?/Vs) | pee (cm?/Vs) | Yeor (cm?/Vs) | rozlisenie

MetPhAcA | 7,27 1,48.10* -2,72.10* 4,20.10* -

SD 0,09 1,83.10° 8,63.10” 9,86.10” -

RSD 1,23 1,23 0,32 0,23 -

BrPhAcA 8,79 1,23.10* -2,97.10* 4,20.10* 10,75
SD 0,13 1,77.10° 8,23.107 9,86.107 0,07
RSD 1,44 1,45 0,28 0,24 0,62
MA 8,86 1,22.10* -2,98.10* 4,20.10* 0,46
SD 0,12 1,59.10° 6,55.10” 9,86.107 0,07
RSD 1,30 1,30 0,22 0,24 15,68
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H BrPhAcA B MetPhAcA MA

3 67,10 14,76

CISLO ANALYZY
N

1 70,35 4,92

KORIGOVANA PLOCHAV %

Obrazok 21: Graf zobrazujiuci zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v
100% MeOH za podmienok uvednych v Tab. 5. Analyza bez oplachu inletovej elektrédy.
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Obrazok 22: Elektroferogram 1. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
100 pg/ml, rozpustenej v 100% metanole. BGE: 60 mM octanovy pufr, pH 5,0
(1 — MetPhAcA, 2 — BrPhAcA, 3 — MA). Analyza bez oplachu inletovej elektrody.
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Tabul’ka 6: Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 100 pg/ml, rozpustené
v 100% metanole. BGE: 60 mM octanovy pufr, pH 5,0. Analyza s oplachom inletovej
elektrody; n = 3. *vhladom k skutocnosti, Ze MetPhAcA nevznikla pocas prvej analyzy
rozliSenie BrPhACA je spriemerované z dvoch analyz a tym padom SD a RSD nie je

uvedené.

CiSLO ANALYZY
N

79,96

78,30

KORIGOVANA PLOCHA V %

t (min) | Ha (cm?/Vs) | peef (cm?/Vs) | Heor (cm?/Vs) | rozlisenie
MetPhAcA| 6,75 1,60.10% -2,70.10* 4,29.10* -
SD 0,01 1,34.10”7 2,29.107 3,63.107 -
RSD 0,08 0,08 0,08 0,08 -
BrPhACA | 8,13 1,33.10% -2,95.10* 4,28.10* 10,82 *
SD 0,10 1,68.10° 9,26.107 2,60.10° -
RSD 1,28 1,27 0,31 0,61 -
MA 8,19 1,32.10% -2,96.10* 4,28.10* 0,43
SD 0,11 1,78.10° 8,29.107 2,60.10° 0,06
RSD 1,36 1,35 0,28 0,61 12,91
H BrPhAcA B MetPhAcA MA

Obrazok 23: Graf zobrazujiuci zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v
100% MeOH za podmienok uvednych v Tab. 6. Analyza s oplachom inletovej elektrody.
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Obrazok 24: Elektroferogram 1. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
100 pg/ml, rozpustenej v 100% metanole. BGE: 60 mM octanovy pufr, pH 5,0. Analyza s
oplachom inletovej elektrddy. (2 — BrPhACA, 3 - MA).
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5.2.3 Analyza a-brémfenyloctovej kyseliny v 60 mM mraven¢anovom pufri o pH 3,0

Kedze analyza a-brémfenyloctovej kyseliny a jej rozkladnych produktov vo
fosfatovom a octanovom pufri neumoznila separaciu vSetkych analytov na zakladnu liniu,
tak bol otestovany i kysly BGE tvoreny 60 mM mraven¢anovym pufrom o pH 3,0.
V tomto elektrolyte su vSetky analyty len ¢iasto¢ne nabité a vzhl'adom k rozdielu v ich
ionizacii (vzl'adom k rozdielnym hodnotam pKa) mozno ocakavat’ i zmenu selektivity
atym padom i rozlidenia. Analyzy prebiehali v FS kapiléare s celkovou dizkou 33 cm
a efektivnou dizkou 24,5 cm, aby bolo dosiahnutych kratkych migraénych &asov.
Vnutorny priemer kapilary bol 50 um. Na kapil&ru bolo vloZené napatie -30 kV, aby
detekcia prebiehala na anodickom konci kapilary. VSetky analyzy vtomto prostredi

prebiehali bez oplachu inletovej elektrody.

Najskor analyzy prebiehali s kyselinou a-bromfenyloctovou o koncentrécii
100 pg/ml v 100% metanole. Ako vidiet' v tabul’ke ¢. 7 a na obrézkoch ¢&. 25 a ¢. 26
a-bréomfenyloctovd kyselina (pik 2) sa rozkladd jedine za wvzniku kyseliny
a-metoxyfenyloctovej (pik 3). Ku vzniku mandl'ovej kyseliny nedochadza z dévodu
absencie vody ako nukleofilu v roztoku vzorky. V tomto pripade je priebeh SN1 reakcie
v sUlade s teoretickym predpokladom, na rozdiel od separéacii vo fosfatovom i octanovom
pufri, kedy dochadzalo i k neo¢akavanému vzniku kyseliny mandl'ovej pravdepodobne
v priebehu separacie priamo v kapilare. V priebehu nukleofilnej substitdcie dochadza i k
vzniku HBr, jej pritomnost’ je zrejma vd’aka piku Br’, ktory v mravencanovom pufri
migruje ako prvy v poradi. Identifikacia jednotlivych analytov bola prevedena metddou
Standardného pridavku k roztoku BrPhACA i analyzou samotnych roztokov jednotlivych

produktov reakcie (viz. Kap. 10.2).
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Tabul’ka 7: Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 100 pg/ml, rozpustené

v 100% metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0. n = 6.

t (min) Ha (Cm?/Vs) RozliSenie

Br 0,66 -6,83.10% -

SD 0,02 2,06.10° -

RSD 2,89 3,02 -

BrPhACA 1,86 -2,41.10% 44,98
SD 0,01 1,31.10°® 0,91
RSD 0,54 0,54 2,02
MetPhACcA 3,19 -1,41.10* 16,2
SD 0,04 1,57.10° 1,43
RSD 1,12 1,12 8,82

CISLO ANALYZY

I

H BrPhAcA H MetPhAcA

71,57

75,65

77,50

80,49

82,01

bromid

14,17

12,70

11,35

10,80

8,25

1 86,96 7,63

KORIGOVANA PLOCHAV %

Obrazok 25: Graf zobrazujici zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v
100% MeOH za podmienok uvednych v Tab. 7. (6 analyz prebehlo v tesnej ndvaznosti
priamo za sebou, vsetkych 6 analyz sa uskutocnilo z jednej vialky).
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Obrazok 26: Elektroferogram 2. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
100 pg/ml, rozpustenej v 100% metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0.
(1-Br -, 2-BrPhAcA, 3 - MetPhAcA)

Dalej bol v rovnakom elektrolyte testovany i roztok a-brémfenyloctovej kyseliny o

koncentracii 100 pg/ml rozpustenej v zmesi MeOH : voda (1:1).

Ako vidiet’ v tabul’ke ¢. 8 a na obrazkoch ¢. 27 a ¢. 28 a-bromfenyloctova kyselina
sa v zmesi vody a metanolu v pomere 1:1 rozklada za vzniku kyseliny mandrovej (pik 4)
a a-methoxyfenyloctovej kyseliny (pik 3). Plochy ich pikov sa s narastajucim ¢asom
analyzy zvysuju na ukor plochy piku a-bromfenyloctovej kyseliny (pik 2). Nestabilita
apomerne rychla degradacia a-bromfenyloctovej kyseliny bola zapri¢inena
pritomnostou vody a metanolu, ktoré vystupovali ako nukleofilné c¢inidla. Ako
v predchadzajucom pripade bol identifikovany i pik Br-(pik 1). Identifikécia jednotlivych
analytov bola prevedena metodou Standardného pridavku k roztoku BrPhACcA i analyzou

samotnych roztokov jednotlivych produktov reakcie (viz. Kap. 10.3.)

Priebeh reakcie bol vtomto pripade podstatne rychlejsi (~45% celkovej
korigovanej plochy BrPhAcA po Siestich analyzach) ako v pripade, ked bola
a-bromfenyloctova kyselina rozpustena v ¢istom metanole (~72% celkovej korigovanej

plochy BrPhACA po Siestich analyzach).
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Tabul’ka 8: Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 100 pg/ml, rozpustené
v 50 % metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0. n = 6.

t (min) Ha (cm?/Vs) Rozlisenie
Br- 0,64 -7,04.10% i,
SD 0,01 1,50.10 -
RSD 0,21 0,21 -
BrPhACA 1,84 -2,45.10% 42,29
SD 0,01 9,36.10”7 5,29
RSD 0,38 0,38 12,51
MetPhACA 3,25 -1,38.10* 20,22
SD 0,01 3,18.107 4,61
RSD 0,23 0,23 22,82
MA 3,83 -1,17.10% 5,51
SD 0,01 3,83.107 0,05
RSD 0,33 0,33 0,85

B BrPhAcA B MetPhAcA B MA bromid
6 44,75 16,31 14,29

;

4 56,74 12,92 11,18

:
:
:

KORIGOVANA PLOCHA V %

CiSLO ANALYZY

Obrézok 27: Graf zobrazujuci zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v 50% MeOH
za podmienok uvednych v Tab. 8. (6 analyz prebehlo v tesnej navaznosti priamo za sebou,
vSetkych 6 analyz sa uskutocnilo z jednej vialky)
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Obrazok 28: Elektroferogram 2. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
100 pg/ml, rozpustenej v 50% metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0.
(1 -Br-, 2-BrPhAcA, 3 — MetPhAcA, 4 — MA)

Skuto¢nost’, Ze sa a-bromfenyloctova kyselina v 50% MeOH rozklada vel'mi rychlo
dokazuje aj to, Ze jej korigovana plocha sa po 8 hodinach od zaciatku analyz zmensila
takmer 15-nasobne zatial’, ¢o plochy pikov rozkladnych produktov sa zvacsili takmer
4-nasobne (MetPhAcA), 5-ndsobne (MA). Celych 8 hodin bola vzorka vo vialke
umiestnend v autosampleri pri 25°C. Situaciu popisuje tabulka ¢. 9 a obrazok 29.

Tabul’ka 9: Analyza a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 100 pg/ml, rozpustené
v 50% metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0. Vysledky analyzy po 8
hodin&ch od prvého nastriku n = 3.

t (min) Ha (cm?/Vs) Rozlisenie
Br 0,65 -6,94.10" -
SD 1,73.10°3 1,86.10° -
RSD 0,27 0,27 -
BrPhAcA 1,82 -2,47.10* 37,03
SD 3,46.103 4,73.107 0,18
RSD 0,19 0,19 0,48
MetPhACcA 3,14 -1,43.10% 20,16
SD 0,01 5,29.107 0,25
RSD 0,37 0,37 1,25
MA 3,67 -1,22.10% 4,82
SD 0,01 4,66.107 0,05
RSD 0,38 0,38 1,10

46



H BrPhAcA H MetPhAcA mMA bromid

El, 59 28,95 26,72

CiSLO ANALYZY
N

1 X 27,74 25,41

KORIGOVANA PLOCHA V %

Obrazok 29: Graf zobrazujuci zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v 50% MeOH
za podmienok uvednych v Tab. 9. (3 analyzy prebehli v tesnej ndvaznosti priamo za sebou,
celych 8 hodin bola vzorka vo vialke umiestnena v autosampleri pri 25°C).
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Obrézok 30: Elektroferogram 2. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
100 pg/ml, rozpustenej v 50% metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0,
po 8 hodinach od prveho néstriku. (1 — Br,, 2 — BrPhACA, 3 — MetPhAcA, 4 — MA)

V tabul’ke 10 a na obrazku 31 st uvedené Udaje analyzy vzorky a-bromfenyloctovej
kyseliny, ktora bola nadavkovana do separa¢ného systému 24 hodin od pripravy jej
roztoku v 50% MeOH, ktory bol cez noc uchovany v chladnicke (8°C). V tomto pripade
pozorujeme pomalsi priebeh nukleofilnej substiticie v porovnani so situéciou, kedy bol
roztok uchovany pri laboratornej teplote (25°C). Korigovand plocha piku
a-bromfenyloctovej kyseliny sa znizila takmer 2,5-nasobne a korigované plochy pikov

kyseliny a-metoxyfenyloctovej a kyseliny mandlovej vzrastli priblizne 3,4-ndsobne
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v porovnani s analyzou BrPhAcA nadavkovanou ¢o najskor po priprave jej roztoku (50%
MeOH), viz. tab. 8.

Tabulka 10: Analyza o-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou 100 pg/ml,
rozpustend v 50 % metanole v 60 mM mravencanovom pufri, pH = 3,0, po 24 hodinach

od pripravy

t (min) Ha (cm?/Vs) rozlisenie
Br- 0,64 -7,02.10* -
SD 0,01 6,09.10° -
RSD 0,87 0,87 -
BrPhACcA 2,01 -2,24.10* 44,63
SD 0,07 7,87.10° 1,14
RSD 3,57 3,52 2,56
MetPhACA 4,10 -1,10.10* 24,72
SD 0,42 1,06.10° 0,37
RSD 10,14 9,65 1,50
MA 5,09 -8,95.10°° 6,52
SD 0,79 1,30.10° 0,46
RSD 15,43 14,55 6,99

B BrPhAcA ® MetPhAcA mMA bromid

3 23,99 22,94 20,03

CiSLO ANALYZY
N

1 22,28 17,87

KORIGOVANA PLOCHA V %

Obrézok 31: Graf zobrazujuci zmenu korigovanej plochy analytu BrPhAcA v 50% MeOH
za podmienok uvednych v Tab. 10. (3 analyzy prebehli v tesnej navaznosti priamo za
sebou, vzorka bola do systému nadavkovana 24 hodin od pripravy jej metanolického
roztoku, ktory bol uchovany v chlade).
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Obrazok 32: Elektroferogram 2. analyzy a-bromfenyloctovej kyseliny s koncentraciou
100 pg/ml, rozpustenej v 50% metanole. BGE: 60 mM mravencanovy pufr, pH = 3,0,
vzorka nadavkovana do systému po 24 hodinach od pripravy jej metanolického roztoku.
(1-Br, 2-BrPhAcA, 3 — MetPhAcA, 4 - MA)

V mraven¢anovom pufri bola v niektorych pripadoch pozorovana vicsia variabilita
migrac¢nych ¢asov (viz. napr. Tab. 10) a to hlavne kvdli pomalSie migrujuacim MetPhAcA
a MA. Tato nereprodukovatelnost ale nemala vplyv na selektivitu metddy. Tato
nereprodukovatelnost méze byt spbsobena bud nepatrnym EOF, ktory je pri
pH 3,0 pritomny aasi nie je staly. Preto by stymto BGE bolo vhodnejSie prevadzat’
separacie Vv kapilarach bez EOF, t.). supravenou vndtornou stenou (napr.
polyvinylalkoholom). Dalsim kla¢ovym faktorom moze byt i stalost pH zakladného
elektrolytu pri opakovanych analyzach. Ked’ze MetPhAcA a MA nesd mensi naboj ako
BrPhACA ci Br (jeho naboj nie je zavisly na pH elektrolytu), tak sa malé zmeny pH
zakladného elektrolytu moézu vyraznejSie prejavit neopakovatel'nostou migraénych

¢asov tychto dvoch analytov.
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6. Zaver

Vysledkom tejto diplomovej prace je zaver Ze BrPhAcA nie je vhodnym
modelovym analytom pre chiralne separacie pretoZe reaguje s nukleofilnymi ¢inidlami
ako je napriklad 50% (v/v) roztok metanolu vo vode, ktory bol uz raz pouzity ako
rozpust'adlo tohoto modelového analytu. Tato skuto¢nost’ nebola autormi v ¢lanku

diskutovana [1].

Testovany analyt pocas analyz prebiehajicich za podmienok uvedenych
v publikécii Rizviho a Shamziho [1], ale bez pridavku chir&lného selektora k zakladnému
elektrolytu vykazoval na elektroferograme 3 piky. Ostdva teda otdzkou, ¢i bola autormi

publikacie skutocne prevedena chiralna separacia?

Analyt bol testovany v prostredi 50 mM fosfatového pufra o pH 7,5
a60 mM octanového pufra o pH 5,0, kde s dostatoénym rozlisenim bola tspesne
odseparovana len MetPhAcA. Zaroven v tychto elektrolytoch pravdepodobne vznikala
MA in situ v priebehu separacie aj napriek tomu, Ze bol analyzovany ¢isto metanolicky

roztok BrPhACA.

V kyslom prostredi 60 mM mraven¢anového pufra o pH 3,0 sa od seba viditeI'ne
oddelili vSetky tri kyseliny (BrPhAcA, MetPhAcA, MA). Okrem toho bol v tomtom BGE
identifikovany bromidovy anidn, ktory pochddzal zo vznikajucej HBr. Ked’ bol ako
rozpust'adlo pouzity 50% roztok MeOH vo vode vznikala zmes MetPhAcA a MA. Zatial,
¢o v pripade BrPhACA rozpustenej v ¢istom MeOH vznikala len MetPhAcA.

Stabilita BrPhACA v prostredi 50% MeOH je ovel'a nizSia ako v ¢istom MeOH.

Pritomnost’ vody, ktora je silnejsim nukleofilom, urychl'uje rozklad BrPhAcA.

Identita rozkladnych produktov bola overend prostrednictvom analyz ich

Standardov a metddou Standardného pridavku k roztoku BrPhACA.

Pre presnu kvantifikciu MetPhAcA, MA a Br je treba najst’ vhodny vntitorny
standard. Dalej by bolo vyrazne lepsie prevadzat separacie v kapilare s neutralnym
vnutornym povrchom, aby nedochadzalo Kk variabilite migra¢nych ¢asov (najma
u pomalSie migrujucich MetPhAcA a MA) Vv najoptimalnejSom mravenéanovom pufri.
Pre konfirmaciu identity vzniknutych produktov by bolo potrebné previest CE-MS
analyzu v BGE kompatibilnom s hmotnostne spektrometrickou detekciou (napr.

v mrave¢anovom pufri o pH 3,0 upravenom roztokom NHz).
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10. Prilohy

10.1 Fortifikacia v BGE: 50mM fosfatovy pufr, pH 7,5
VSetky analyzované roztoky boli pripravené rozpustenim v 100% metanole
(1 - MetPhAcA, 2 — BrPhAcA, 3 — MA)
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10.2 Fortifikacia v BGE: 60mM mravenc¢anovy pufr, pH 3,0 (1)

V3etky analyzované roztoky boli pripravené rozpustenim v 100% metanole
(1-Br-, 2-BrPhAcA, 3 — MetPhAcA)
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10.3 Fortifikacia v BGE: 60mM mravenc¢anovy pufr, pH 3,0 (2)

V3etky analyzované roztoky boli pripravené rozpustenim v 50% metanole
(1-Br -, 2-BrPhAcA, 3 — MetPhAcA)
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