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Uvod

Kapilarni elektroforéza patfi mezi moderni vysoko-
ucinné separacni techniky, kde je separace zaloZena na
rozdilnych rychlostech pohybu ionti v elektrickém poli' ™.
Jeji vyuziti saha od analyzy malych molekul jako jsou
anorganické*® i organické ionty’™ az po analyzu slozitych
biomolekul, jako jsou proteiny'®™'?, polysacharidy'*™* &i
fragmenty nukleovych kyselin'>™"". Za zminku rovnéz stoji
vyznam kapilarni elektroforézy v projektu sekvenace lidské-

ho genomu'®", v aplikacich metabolického vyzkumu**>*
nebo pro analyzy mikroorganismi® > a jednotlivych orga-

nel buiiky***,

Krasa kapilarni elektroforézy nespociva pouze
v §irokych moZnostech aplikace této techniky, ale
i v moznosti jednoduchého a G¢inného ovliviiovani separa-
ce pfidavkem urcitého selektoru do zékladniho elektrolytu
(navic v malém mnozstvi, protoze objem kapilary se pohy-
buje v desitkach nanolitri)***>°. Dalgim kouzlem kapilar-
ni elektroforézy je moznost volby sledu elektrolytd, resp.
kroki separace, které vedou ke zkoncentrovani analyti, ale
zéroved i k jejich separaci’’. Metody, které se pouzZivaji
pro tyto tzv. ,,on-line prekoncentrace, je mozné rozdélit

* Jan Petr ziskal cenu Shimadzu 2006.
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Obr. 1. Schéma prekoncentrace na rozhrani elektrolyti o
rizném pH (,,dynamic pH junction®)

do nékolika velkych skupin: metody zakoncentrovani zesi-
lenim pole (,,stacking® metody), metody vyuzivajici izota-
choforeticky stav, metody nametani (,,sweeping™ metody)
a metody prekoncentrovani na prechodném rozhrani pH
(,,dynamic pH junction” metody). VSechny tyto metody

byly popsany v fadé monografii>*** a prehlednych &lan-

kﬁ31,40—46.

Z uvedeného je velice zajimava metoda prekoncentra-
ce na rozhrani elektrolytd o rizném pH (tzv. ptechodné
rozhrani pH), kterou poprvé pouzil Britz-McKibbin'" na
zakladé pozorovani uvedeného v praci Aebersolda (cit.*®).
Princip metody je pro aniontové analyty uvedeny na
obr. 1. Analyt je v elektrolytu o pH 3 nenabity a je unaSen
elektroosmotickym tokem (1A), na rozhrani elektrolytd
disociuje a zacne se pohybovat k anodé. Opétovnym vstu-
pem do zony o pH 3 se neutralizuje naboj analytu a dgj se
opakuje; tak vznika tzka prekoncentrovana zoéna (1B). Po
ukonceni prekoncentrace se analyty rozdéli zonovou elek-
troforézou (1C).

Zajimava alternativa k metodé prekoncentrace na
rozhrani elektrolyti o rizném pH byla publikovana o dva
roky pozdgji*’, jde o metodu kombinujici metodu prekon-
centrace neutrdlnich latek, tzv. nametani pomoci micelér-
niho prostredi (,,sweeping™) a metodu prekoncentrace na
pfechodném pH rozhrani (viz obr. 2). Metodika prekon-
centrace je podobnd; opét aniontové analyty disociuji na
rozhrani elektrolytli, ov§em zéroven se i rozdéluji mezi
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Obr. 2. Schéma prekoncentrace na rozhrani elektrolyti
o riizném pH v kombinaci s nametanim (,,dynamic pH junction
— sweeping*)

Tabulka I
Piehled aplikaci metody prekoncentrace na rozhrani elekt-
rolytti o rizném pH

Analyty Lit.
Katecholaminy 47
Nitrofenoly, kresoly 50
Proteiny 51-55
Ethynylestradiol 56
Flaviny 49, 57, 58
Derivaty anilinu 59
Purinové a pyrimidinové derivaty 60-64
Serotonin 65
Barbituraty, pesticidy 66, 67
Lovastatin 68
Aminokyseliny 69-72
Aminy 73
Slouceniny arsenu 74,75
Muramova kyselina, 2,6-diaminoheptandiova 76
kyselina

Pyrrolizidinové alkaloidy 77

micely a volny elektrolyt (pfed zkoncentrovanymi analyty
vznikd nefokusovana zona). Separace analytli pak probiha
metodou miceldrni elektrokinetické chromatografie.

Ob¢ blize prezentované metody se od svého vzniku
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pomérné rozsitily a dodnes bylo publikovano jiz nékolik
desitek praci zabyvajicich se témito tématy; strucny pte-
hled aplikaci téchto metod ptinasi tabulka 1. Zajimava
alternativa k obéma metoddm byla vyvinuta v nasi labora-
tofi pro analyzu benzoové a sorbové kyseliny (cit.”**);
jde o metodu kombinujici mechanismus prekoncentrace na
rozhrani elektrolytd o rizném pH (elektrokinetickd aku-
mulace analytu) a mechanismus separace micelarni elek-
trokinetickou chromatografii (mobilizace analytu). Mode-
lovanim s pouzitim programu Simul 5.0 (cit.”®) bylo pro-
kazano, Ze na pohyblivém rozhrani elektrolyti se ana-
lyt neutralizuje a vytvoii se jeho ostré zony. Mobilizace
mechanismem rozdélovani neutralniho analytu mezi mice-
ly natrium dodecylsulfatu a volny elektrolyt pak vede
k rozmyvani piku.

V této praci se zabyvame on-line prekoncentraci me-
todou elektrokinetické akumulace a separaci sedmi vy-
znamnych fenolickych kyselin: 4-hydroxybenzoové, syrin-
gové, vanilové, kumarinové, kavové, ferulové a sinapové
kyseliny (struktury viz obr. 3). Zaroven ukazujeme, ze lze
nami navrzenou prekoncentra¢ni metodu pouzit i pro ana-
lyzu pomérné slozitych redlnych vzorkd.

COOH

COOH

1 RZ 1 2

OH OH

A B

Obr. 3. Struktury fenolickych kyselin; A) R' = R* = H, 4-
hydroxybenzoova kyselina; R' = CH; R* = H, syringova kyseli-
na; R! = H, R? = OCH, vanilova kyselina; B) R'=R?= H, kuma-
rinova kyselina; R'=H, R? = OH, kavova kyselina; R'= OCHs,
R? = H, ferulova kyselina; R' = OCH;, R* = OCH;, sinapova
kyselina

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a aparatura

Slozky zakladnich elektrolyti: kyselina fosforecna,
kyselina borit4, hydroxid sodny a natrium dodecylsulfat
(SDS), a standardy analyti: kyselina 4-hydroxybenzoova,
syringova, vanilovd, kumarinova, kadvova, ferulové a sina-
pova byly zakoupeny od firmy Sigma (St. Louis, USA)
v Gistoté p.a. Méfeni bylo provadéno na piistroji HP*® CE
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
s detektorem s diodovym polem snimajicim pfi 200 nm.
Pro méfeni byla pouzita nepokryta kiemenna kapilara
(CACO-Silica Tubing and Optical Fibers, Slovenska re-
publika) s vnitinim primérem 50 um o celkové délce
48,5 cm a efektivni délce 40 cm. Kapildra byla termostato-
vana na 25 °C. Aplikované davkovaci a separacni napéti
bylo —10 kV. Kazdy den byla kapilara kondiciovana pro-
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mytim 0,1 M-NaOH (5 min), vodou (10 min) a zakladnim
elektrolytem (15 min). Mezi métenimi byla kapilara pro-
myvana vodou (5 min) a zékladnim elektrolytem (5 min).
Zakladni elektrolyty byly pfipraveny rozpus§ténim vypocte-
ného mnozstvi kyseliny v deionizované vodé, pH bylo
upraveno hydroxidem sodnym; mobiliza¢ni elektrolyt byl
pripraven pfidanim natrium dodecylsulfatu k pfipravené-
mu elektrolytu. Vzorky byly rozpustény v boratovém elek-
trolytu o pH 9,5.

Ptiprava realného vzorku

Pro ptipravu extraktu majoranky zahradni (Majorana
hortensis L.) byla pouzita vysokotlaka extrakce rozpouste-
dlem: 1,0000 g suSeného homogenizovaného rostlinného
materialu bylo navdZeno piimo do extrakéni patrony
(22 ml) a extrahovano acetonem pii teploté 150 °C a tlaku
15 MPa, dvéma statickymi extrakénimi cykly (2 x 10 min)
na automatickém extraktoru one PSE (Applied Separati-
ons, Allentown, USA). Extrakty byly jimany do sklené-
nych vialek, zkoncentrovany pod dusikem, rozpustény ve
smési voda-methanol (90:10, v/v) a prefiltrovany pfes filtr
Microcon YM-10, Regenerated Cellulose 10 000
(Millipore Corporation, Bedford, USA). Takto ziskané
extrakty byly rozpuSt€ény v davkovacim elektrolytu
opH9.5.

Vysledky a diskuse

Studované fenolické kyseliny maji hodnoty pK,
v rozmezi 4,0-4,7. Z uvedenych hodnot mizeme odhado-
vat jejich elektroforetické chovani: v elektrolytech
s nizkym pH budou vystupovat jako nenabité a separova-
telné mechanismem micelarni elektrokinetické chromato-
grafie, zatimco v elektrolytech s vysokym pH se budou

detektor

o

borat/Na pH 9,5 fosfat/Na pH 2,5
s analyty
7 A4
B = +
=
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Obr. 4. Schéma akumula¢ni/mobiliza¢ni techniky prekoncent-
race
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Obr. 5. Analyza standarda fenolickych kyselin kapilarni elek-
troforézou; 1 sinapova, 2 ferulova, 3 kumarinova, 4 kavova, 5
syringova, 6 vanilova, 7 4-hydroxybenzoova kyselina; davkovaci
elektrolyt 50 mmol I" borat sodny pH 9,5, zékladni elektrolyt
50 mmol I fosfat sodny pH 2,5; mobilizatni elektrolyt 50 mmol I”!
fosfat sodny pH 2,5 s 100 mmol I"' SDS, elektrokinetické davkova-
ni 10 min pii —10 kV; separace pii —10 kV; koncentrace standardd
50 ng ml™

chovat jako anionty a budou separovatelné zénovou elek-
troforézou. Rozdil v jejich disociaci umoznuje navrhnout
prekoncentracni systém zaloZeny na spojeni dvou elektro-
Iyt o rizném pH (obr. 4). Fenolické kyseliny jsou rozpus-
tény v davkovacim elektrolytu o pH9,5 umisténém
v davkovaci vialce. Aplikaci napéti migruji do rozhrani
elektrolyt o rizném pH vytvofeného pfitomnosti zaklad-
niho elektrolytu o pH 2,5 v kapilafe. Na vytvofeném po-
hyblivém rozhrani jsou kyseliny neutralizovany a zkon-
centrovany (akumulaéni ¢ast). Po zkoncentrovani vymeé-
nou davkovaciho elektrolytu za elektrolyt mobilizacni
o pH 2,5 obsahujici SDS v koncentraci vétsi nez je kriticka
micelarni koncentrace, probiha separace fenolickych kyselin.
Nami navrzeny systém se sklada ze zakladni-
ho fosfatového elektrolytu o pH 2,5, mobilizacniho fosfa-
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Obr. 6. Analyza extraktu majoranky kapilarni elektroforézou;
podminky separace stejné jako u analyz na obr. 5 vyjma elektro-

kinetického davkovani: 30 min pfi —10 kV
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Tabulka II

Charakteristiky kalibra¢ni zavislosti

Kyselina Rovnice kalibra¢ni zavislosti R? LOD [ng ml'l]
Sinapova y=1,32x+0,352 0,989 2,2
Ferulova y=2,79x + 0,876 0,991 42
Kumarinova y=194x+0,521 0,980 0,7
Kavova y=2,13x+ 0,936 0,993 2,0
Syringova y=3,19x+ 1,128 0,962 1,1
Vanilova y=1,09x + 0,038 0,973 0,6
4-Hydroxybenzoova y=1,84x+ 1,297 0,957 0,4

tového elektrolytu o pH 2,5 s SDS a davkovaciho borato-
vého elektrolytu o pH 9,5. Davkovani probihé urcitou do-
bu (10-30 min) pii —10 kV, analyza pii —10 kV. Analyza
standard o koncentraci 50 ng ml™' pii desetiminutovém
davkovani je zndzornéna na obr. 5. Kalibracni zavislosti
jsou linearni v oblasti 2-100 ng mI™" pfi tiicetiminutovém
davkovani s koeficienty determinace 0,957-0,993 (viz
tab. II). Proti klasické metod¢ zaloZené na hydrodynamic-
kém davkovani analytu do zékladniho fosfatového elektro-
lytu a SDS mobilizaci dosahuje prezentovana metoda 720x
vani po dobu 30 min). NavrZend akumulac¢ni/mobiliza¢ni
metoda prekoncentrace byla rovnéz s uspéchem testovana
na vzorku extraktu z majoranky (pfiklad analyzy je na
obr. 6).

Zaveér

Vtéto praci byla navrzena nova akumulacni/
mobiliza¢ni metoda pro prekoncentraci slabych kyselin
kapilarni elektroforézou. Analyza touto metodou umozinu-
je dosahnout az 5560x niz§i limit detekce nez klasickou
metodou micelarni elektrokinetické chromatografie bez
prekoncentrace. Zarovein je mozno stanovit fenolické kyse-
liny i v pomérné slozitych matricich, jak bylo ukazano na
extraktu z majoranky.

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi mladeze a télovy-
chovy (Vyzkumny zamer MSM6198959216) a Grantové
agenture Ceské republiky (grant 203/07/P233) za financni
podporu prace.
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J. Petr, V. Maier, J. Znaleziona, K. Vitkova,
V. Ranc, and J. Sev&ik (Department of Analytical Chem-
istry, Palacky University, Olomouc): On-line Preconcen-
tration on pH Boundary — the Beauty of Capillary
Electrophoresis

The beauty of capillary electrophoresis is shown on
preconcentration of some phenolics. The method is based

Laboratorni pfistroje a postupy

on the electrokinetic injection of phenolics into a sodium
borate electrolyte (pH 9.5) at the pH boundary formed by
sodium phosphate (pH 2.5) followed by mobilization and
separation by replacing the injection vial with the vial con-
taining micellar environment. This technique allows deter-
mination of nanomolar concentrations of phenolics.

Y

Cayman

Naplii prace:

—  Realizace jednotlivych obchodnich ptipada

—  Zajisténi zdkaznického servisu

—  Marketing a prodej ptidélené¢ho portfolia vyrobkt
—  Utast na tvorbé marketingové strategie spole&nosti

SPECIALISTA PRODEJE A MARKETINGU

—  Marketingové pruzkumy, monitoring a vyhodnocovani konkurenénich aktivit

— UdrZovani a posilovani dobrého jména spolecnosti

Pozadavky:

— VS vzdélani — chemie, biochemie, piipadné farmacie

— Anglictina — schopnost plynule hovofit, ostatni jazyky vitany (napf. némcina, Spanélstina)

—  Schopnost prace s PC

—  Min. 3 roky praxe v obchodu a marketingu, nejlépe v zahrani¢ni spole¢nosti

—  Vyborné komunikacni dovednosti

—  Flexibilita, ochota ucit se novym vécem
—  Tymovy hrac¢

- Ridiésky prikaz B

—  Nastup ihned

Co nabizime:

—  Financ¢ni ohodnoceni odpovidajici dosazenym vysledkim
—  Odborné vzdélavani v ramci dynamického a vysoce motivovaného pracovniho tymu

—  Mobilni telefon
—  Zéazemi mezinarodni spolecnosti se sidlem v USA
— 5 tydnu dovolené




