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Abstrakt

V ramci diplomové prace byly metodami kapilarni zonové elektroforézy (CZE)
amicelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) s UV-fotometrickou detekci
uréeny stupné chemické Cistoty, meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ)
N-acyl derivata kyseliny 2,6-diaminopimelové (DAP). Charakterizace derivati DAP
byla provedena stanovenim jejich efektivnich elektroforetickych pohyblivosti
korigovanych na referencni teplotu 25 °C v n¢kolika zékladnich elektrolytech, v kyselé
i v alkalické oblasti pH. Separace smési derivati DAP byla provedena metodou MEKC
vkyselém zékladnim elektrolytu, 500 mmol-dm™ kyseling octové, pH 2.54,

s pridavkem anionického tenzidu 60 mmol-dm™ dodecylsulfatu sodného (SDS).

Piredmétova slova: analytickd chemie, separacni metody, kapilarni elektromigracni

metody, derivaty aminokyselin

Klicova slova: kapilarni zonové elektroforéza, micelarni elektrokineticka

chromatografie, derivaty kyseliny 2,6-diaminopimelové



Abstract

In this work, capillary zone electrophoresis (CZE) and micellar electrokinetic
chromatography (MEKC) with UV-photometric detection were used for the
determination of degree of chemical purity, limit of detection (LOD) and limit of
quantitation (LOQ) of N-acyl derivatives of 2,6-diaminopimelic acid (DAP). The
characterization of DAP derivatives was performed by determination of their effective
electroforetic mobilities in several background electrolytes in acidic and alkalic pH
range. The mobilities were corrected to reference temperature 25 °C. Separation of the
mixture of DAP derivatives were achieved by MEKC in acid background elektrolyte
(500 mmol-dm™ acetic acid, pH 2.54) using anionic surfactant 60 mmol-dm™ sodium

dodecylsulfate (SDS) as a constituent of the micellar pseudostationary phase.

Subject words: analytical chemistry, separation methods, capillary electromigration

methods, derivatives of amino acids

Key words: capillary zone electrophoresis, micellar electrokinetic chromatography,

derivatives of 2,6-diaminopimelic acid
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Asos absorbance pii 206 nm (AU)

c molarni koncentrace (mol-dm )

Cef efektivni molarni koncentrace (mol-dmﬁ3)
D diftizni koeficient (m*s™)

E intenzita elektrického pole (V-m™)

Fe sila elektrického pole (N)

Fy frik¢ni sila (N)

H vyskovy ekvivalent teoretického patra

I elektricky proud (A)

L délka kapilary (m)

Lest efektivni délka kapilary (m)

Ltot celkova délka kapilary (m)

m elektroforeticka pohyblivost (m*V '-s™)
Meft efektivni elektroforeticka pohyblivost (m*V's™)
Am rozdil mobilit

m pramérnd mobilita (m*V s

M, relativni molekulova hmotnost

n Sum (V)

N pocet teoretickych pater

N primérny pocet teoretickych pater

P disipovany elektricky vykon (W-m ™)

Pca stupen Cistoty vyhodnoceny dle relativni korigované plochy piku (%)
pl izoelektricky bod

q naboj (C)

r polomér iontu (nm)

R elektricky odpor (€2)

Rs rozliSeni

Rp napétova odezva detektoru (V)

S plocha prifezu kapilary (m?)



Sp

teof

tmig

citlivost detektoru (V-mol '-dm?)
¢as (s)

migracni ¢as markeru elektroosmotického toku (s)
migracni ¢as analytu (s)

teplota (°C)

separacni napéti (V)

Sitka piku

sitka piku v poloviné vysky piku
viskozita prostiedi (N'm™*-s)
mérna vodivost (Q'm™)
standardni odchylka

rozptyl

migracni rychlost (m-s_l)



Obsah

1 Yoo 12
2 VYZKUMNE Cil....ceeeee s 14
3 Teoretickd Cast ........coevviiiiiiiiieieie 15
3.1 Elektroforetickd pohyblivost.............coiiiiiiiiiic e, 15
3.2 Elektroosmoticky tOK.........cooeiiieiiieee e 16
3.3 DiSperzni VIIVY ......cooooiiiiii e 17

1 0 T BN [0 101 (=To 1Yo 0 (=7 o[ TSR 17
3.3.2 Elektromigrani diSPerze ..........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 18
3.3.3 DIfUZE oo 18
3.3.4 Adsorpce na Ste€nU Kapilary .........ccooeeeeeeeeiieiiee e 19
3.4 Separacni UCiNNOst @ rozlISENi ........ccoveviiiiiiiiiiii e 19
3.4.1 Separalni UCINNOST........cooiiiiiieeeecee e 19
3.4.2 ROZISENI..ccccoeeiieiieeeeeeeeeeee 20
3.5 Kapilarni elektromigracni metody ..o 21
3.5.1  Kapilarni zénova elektroforéza (CZE).........ccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieen. 21
3.5.2 Kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC).................ccc..... 22
3.5.3 Ostatni médy kapilarnich elektromigracnich metod........................ 26
3.5.3.1 Kapilarni izotachoforéza (CITP).........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 26
3.5.3.2 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF).........ccccoiiiiiiiiiiiininn. 26
3.5.3.3 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) .........ccoovviiiiiiiiiiiiiieen. 27
3.5.3.4 Kapilarni elektrochromatografie (CEC).........cccceeviriviiiiiiceeee..n. 27
Analyza aminokyselin kapilarni elektroforézou..............ccccuurrunnnneeees 28
Derivaty kyseliny 2,6-diaminopimelové..........cccceeeeeceiiiiirinnreennnnnnnnn, 34
Experimentalni Cast..........oooemeeeeciiii e 37

6.1 ChemiKAlie........oooiiiieeieeeee 37
8.2 UPrava VZOIKU .......c.ooueeeeeieeeeeee e 37
6.3 PrFistrojove vybaveni.........cccooiiiiiiii 37
7 VysledKy @ diSKUZE..........ccooimmiiimmmmciiiiiir s e e s e e s nnnnns 39
7.1  Analyza derivatli DAP ... 39
7.1.1  Slozeni zakladnich elektrolytl ............ccccovmiiiii i, 39

7.1.2 Stanoveni Stupné CiStoty .........coooviiiiiiiiiiiiiiiieeee 40



7.1.3 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti.........cccceveeeeeenin... 45

7.2 Charakterizace derivati DAP ..o, 48
7.2.1 Korekce efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na referencni

tEPIOtU 25 °C .. 48

7.2.2 Stanoveni efektivni elektroforetické pohyblivosti...............ccccccoe. 49

7.3 Separace derivati DAP ... 52

8 2 N - 57

58

(oYU b4 = T 1 =Y = LT - T



1 Uvod

Moznost separace individualnich latek smési a jejich izolace je dllezitym
pozadavkem v chemii a biochemii. Casto se objevuji piipady, kdy jeding pokud je latka
k dispozici v Cisté formé, mizeme ziskat znalosti o jeji struktufe a funkci. Hlavni
separa¢ni metody k izolaci latek ze smési znamé od stfedoveéku do pocatku minulého
stoleti byly v chemii pouze filtrace, destilace, precipitace a krystalizace. Nicmén¢ stale
zvySujici se komplexnost studovanych systémi, zejména v biochemii, vedla k rozvoji
novych analytickych a preparativnich separacnich technologii. Doslo k rozvoji v oblasti
separacnich technik, jako je centrifugace, chromatografie a elektromigrace
(elektroforéza) [1].

Pocatky elektromigrac¢nich separacnich metod spadaji do 19. stoleti, kdy byly
provadény prvni experimenty v U-trubicich (F. von Reuss, G. Wiedeman, H. Buff,
O. Lodge, W. Whetham). O rozsifeni elektroforézy se znacnym dilem zaslouzil Svédsky
chemik A. Tiselius [2], ktery ji v roce 1937 piedstavil jako separacni metodu. Zjistil,
ze proteiny migruji v trubici s pufrem v elektrickém poli na zdklad¢ jejich naboje
a mobility rtiznymi rychlostmi a na tomto principu je Ize od sebe odd¢lit. Za svoji praci
v oblasti separaci ziskal Tiselius v roce 1948 Nobelovu cenu.

Ve druhé poloviné 20. stoleti doslo k rozvoji elektromigracnich technik, pfi kterych
byly pouzivany trubice s malym vnitfnim primérem a pozdéji kapilary. Kromé Tiselia
se zbénovou elektroforézou zabyval i §védsky biochemik S. Hjertén, ktery pouzival
rotujici trubice o vnitinim priméru 1-3 mm [3,4]. S vyvojem metod a instrumentace
doslo k nahrazeni trubic kapilarami a dale k postupnému snizovani priméru kapilar [5].

Za prukopnickou praci moderni kapilarni elektroforézy je povazovéana prace
J. W. Jorgensona a K. D. Lukacsové, kteti jako prvni prakticky demonstrovali vysokou
ucinnost separace v uzké kapilafe s vnitinim primérem menSim nez 100 um [6,7].
Vyznamnymi mezniky jsou i realizace dalSich separacnich principti v kapilarnim
formatu, jako je izotachoforéza [8], izoelektrickd fokusace [9], elektrokineticka
chromatografie [10,11] a elektrochromatografie [12,13]. V roce 1989 byl na trh uveden
prvni komer¢ni ptistroj [14].

Kapilarni elektroforéza (CE) patii dnes mezi moderni vysokoucinné separacni

techniky, kde je separace zaloZena na rozdilnych rychlostech pohybu iontii v kapalném
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prostfedi v elektrickém poli. Kapildrni elektromigraéni metody jsou pro svou ucinnost
dosahujici stovek tisic az miliéna teoretickych pater a citlivost na Grovni femtomol -
zeptomol (10™"° — 10" mol) analytu v nano- aZ pikolitrovych objemech analyzovanych
vzorkli povazovany za nejucinnéjsi a nejcitlivéjsi analytické separacni metody. Jsou
stale vice uznavanym protéjSkem resp. doplitkem dosud nejrozsifen¢jSich separacnich
metod riiznych variant vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) [15].

Vyuziti elektromigra¢nich metod saha od analyzy malych ionti a molekul jako jsou
anorganické [16] i organické ionty [17,18], aminokyseliny [19-21], az po analyzu
slozitych biomolekul, jako jsou peptidy [20,22], proteiny [23,24], polysacharidy [25] ¢i
fragmenty nukleovych kyselin [26,27]. Mimotaddn¢ vyznamny je piinos kapilarni
elektroforézy v projektu sekvenace lidského genomu [28], v aplikacich proteomického
[29], peptidomického [30] a metabolického vyzkumu [31-33] nebo pro analyzy
mikroorganismu [34-36] a jednotlivych organel buiky [37-39].
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2 Vyzkumné cile

Cilem této diplomové prace bylo:

1)

2)

Stanovit stupné Cistoty, urcit limit detekce a limit stanovitelnosti N-acyl derivatt
kyseliny 2,6-diaminopimelové metodami kapilarni zénové elektroforézy (CZE)
a micelarni elektrokinetick¢ chromatografie (MEKC) s UV-fotometrickou

detekci v riznych zakladnich elektrolytech v kyselé i alkalické oblasti pH.

Charakterizovat jednotlivé derivaty kyseliny 2,6-diaminopimelové jejich
efektivni elektroforetickou pohyblivosti metodou kapilarni zonové elektroforézy
(CZE) amicelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) v rtiznych
zéakladnich elektrolytech. Hodnoty pohyblivosti korigovat na referencni teplotu
25 °C.

3) Najit vhodné podminky pro separaci smési strukturné podobnych N-acyl

derivati kyseliny 2,6-diaminopimelové kapilarni zonovou elektroforézou (CZE)

a micelarni elektrokinetickou chromatografii (MEKC).
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3 Teoreticka cast
3.1 Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickd pohyblivost, m, hraje klicovou roli ve vSech elektroforetickych
separacich bez ohledu na to jedné-li se o plo$nou ¢i kapilarni techniku. Je definovéna
jako rychlost pohybu nabitych castic, v, v kapalném prostiedi ve stejnosmérném

elektrickém poli o jednotkové intenzité, E:
m:% m2-v'-sh (1)

Elektroforetickd migrace nabitych analyti probihd v médiu, které je nazyvano
zakladni elektrolyt (BGE). Aplikaci elektrického pole o konstantni intenzité, E, ionty
podléhaji elektrostatické sile, Fe, kterd je umérna intenzité elektrického pole, E,

a naboji, g, jednotlivého iontu:
Fe=q-E ()

Tato sila, Fe, urychluje ionty smérem k opacné nabité elektrodé. Ve viskdznim médiu
opacné pusobi frikéni (brzdici) sila, kterd zpomaluje pohyb ionti. Podle Stokesova

zékona pro sférické Castice, tato frik¢ni sila miize byt vyjadiena nasledovné:
Fi=-6z-n-r-v 3)

kde 7 je viskozita kapaliny, r je polomér Castice nebo iontu a v je migracni rychlost.
Z rovnosti téchto opacné orientovanych sil v ustdleném stavu, tj. Fe = - F¢, Ize

pro elektroforetickou pohyblivost, m, odvodit:

- @

v
m=—
E 6xnr

Z rovnice (4) vyplyva, ze pohyblivost iontu je pfimo imérna jeho ndboji a nepiimo
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umérna jeho poloméru a viskozité roztoku, je tedy vlastnosti daného iontu pti danych
podminkach. V principu, tento parametr je fyzikalni konstanta a méla by byt méfena
pro celkové nabity analyt a extrapolovana na nekonecné zfedéni. To se ale obvykle lisi

od urceni experimentalniho [15,40,41].

3.2 Elektroosmoticky tok

Kromé¢ elektroforetického pohybu je Castym transportnim jevem v kapilarnich
elektromigra¢nich metodach elektroosmoticky tok (EOF) neboli elektroosmoéza. Jedna
se o elektrokineticky jev, kdy ptisobenim vnéjsiho elekrického pole na prostorovy néboj
elektrické dvojvrstvy v kapalin€ dochazi k pohybu této kapaliny.

Stény kapilar z taveného kiemene obsahuji silanolové skupiny, které se v kontaktu

s roztoky o vy$sim pH disociuji, jak je ukazano na obrazku 1:

—Si—OH —*>

- _SI_O- + H+

Obrazek 1: Disociace silanolovych skupin vnitini stény kiemenné kapilary.

Disociaci se vytvaii zadporny naboj na sténé kapilary. Ke sténé je pfitahovana vrstva
iontl zdkladniho elektrolytu a vznikd stabilni elektricka dvojvrstva (tzv. Sternova
vrstva). Kationty H' byvaji silné hydratovany a jejich pohyb spole¢né s asociovanymi
molekulami vody vyvolava tok celého roztoku k detektoru umisténého pied katodou.
Tok je tak silny, Ze unasi ke katod€ i anionty. Neutralni Castice se pohybuji rychlosti
EOF toku vlastni. EOF unasi vSechny piitomné ionty stejnou rychlosti, tj. z hlediska
separace pusobi jako neselektivni sila, vyznamné vSak ovliviiuje vyslednou migracni
rychlost pfitomnych analytl a tim 1 Cinnost separace a dobu analyzy. Ustanovenim
Sternovy a difuzni vrstvy se vytvareji potencidlové rozdily. Diflzni vrstvé prislusi
potencialovy rozdil, ktery se nazyva elektrokineticky potencial neboli zeta potencial
[42].

Elektrokineticky potencidl je v podstat¢ uréen povrchovou hustotou néaboje

na vnitini sténé kapilary. JelikoZ disociace ionogennich silanolovych skupin na vnitinim
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povrchu kiemennych kapildr je zavisla na pH roztoku, jimZ je kapilara naplnéna, je EOF
v téchto kapilarach silné¢ zavisly na pH nosného elektrolytu pifi elektromigracnich
separacich. Mezi pH 3-8 elektroosmoticky tok nékolikanasobné stoupa
a elektroosmoticka pohyblivost prevySuje elektroforetickou pohyblivost 1 rychlych
malych iontl, napf. chloridl. Elektrokineticky potencial a tudiz i EOF lze regulovat
zménou slozeni nosného elektrolytu (pH, iontova sila), Gpravou vnitintho povrchu
kapilary nebo téz vnéjSim pti¢nym polem.

Vyznacnou prednosti elektroosmotického toku ve srovnani s laminarnim proudénim
hydrodynamického toku je jeho téméef pravouhly rychlostni profil v celém prifezu
kapilary na rozdil od parabolického rychlostniho profilu hydrodynamického toku, takze

jeho prispévek k celkové disperzi zon je zanedbatelny [15].

3.3 Disperzni vlivy

Pii elektromigraci nékteré faktory ovliviiuji prabéh separace. Jde predevSim
o Jouleovo teplo, elektroosmoézu, diftzi a sorpci. Tyto jevy mohou Casto piisobit velmi
negativné tak, ze béhem elektromigrace plisobi proti separaci latek. Vzniklé individualni

z6ny latek jsou pak témito rusivymi efekty rozmyvany a promichavany [43].

3.3.1 Jouleovo teplo

Elektricky ohfev je hlavnim limitujicim faktorem pro pouzivani vysokych intenzit
elektrického pole, a tim 1 proudu a elektrickych vykoni, pii snaze o zrychleni analyzy.
Je zitejmé, ze dvojnasobné zrychleni analyzy vyZzaduje dvojndsobné napéti, avSak
tepelny vykon tim stoupne Ctytikrat.

Pii prichodu elektrického proudu sloupcem elektrolytu o priifezu, S, (m?) a mémé

vodivosti, &, (- m™) je produkovano Jouleovo teplo:

E-l 12

P=——"=—~— (5)
K-82

kde P znagi disipovany elektricky vykon (W-m™), | je elektricky proud (A) a E je

intenzita elektrického pole (V-m™).
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Produkci Jouleova tepla v kapilafe se zvySuje stfedni teplota uvnitt kapilary. Teplota
elektrolytu uvnitt kapilary je nehomogenné rozlozena, z ¢ehoz vyplyva radialni teplotni
profil. Teplotni profil ma zhruba parabolicky tvar s maximem teploty uprostied
aminimem u chlazenych stén kapilar. Mobilita iont je teplotné zavisla, a proto se
vzristem teploty o 1 K vzroste hodnota pohyblivosti cca o 2 %. Teplotni gradient
zpusobuje rozdilnou rychlost migrace iontl blizko stén a ve stfedu kapilary. Radidlni
teplotni profil pfinaSi samoziejmé¢ nehomogenitu i dalSich chemicko-fyzikalnich
vlastnosti, pH, hustoty, viskozity atd.

S ohledem na zavislost pohyblivosti na teploté, silné ucinky Jouleova tepla
na disperzi zon jsou tedy zcela ziejmé. Teplotni efekty mohou byt minimalizovany
optimalizaci elektrolytovych systémut ¢i konstrukci aparatury. V praxi to znamena
pouziti pufrii s nizkou iontovou silou a elektrickou vodivosti. Konstrukéni metoda
sniZeni efektil Jouleova tepla spociva ve zlepSeni odvodu tepla z kapilary a to zvySenim

plochy povrchu, ktery je chlazen [43,44].

3.3.2 Elektromigracni disperze

Elektromigracni disperze zplsobuje deformaci zony analytu. Pro silné elektrolyty
plati, Ze pokud je mobilita analytu vy$$i nez mobilita koiontu zakladniho elektrolytu,
vedouci rozhrani zény latky podléha diftzi a koncové rozhrani zony je ostré. Ma-li
analyt pomalejsi pohyblivost nez koiont elektrolytu, situace je opacna. Jsou-li mobility
stejné, pik neni deformovéan a ma tvar gaussovského piku [41].

v zonach oproti koncentraci zakladniho elektrolytu. Pro snizeni elektromigracni
disperze je tedy vyhodné davkovat vzorek o nizsi koncentraci, tim soucasn¢ ale

vzrastaji naroky na citlivost detekce [43].

3.3.3 Difuze

Vzorek k elektroforetické analyze, tak jak je nadavkovan do separacni kapilary,
reprezentuje zonu analyzovanych latek, na jejimz rozhrani je velmi ostry skok
koncentraci téchto latek. S postupem ¢asu se ostry skok koncentraci plynule rozmyva
difazi. Za zjednodusujiciho ptedpokladu, ze davkovany vzorek tvoii vcase t = 0

pravouhly tenky obdélnikovy schod koncentraci analyzovanych latek, pak po ur¢itém
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case t jsou vysledkem difize koncentracni profily zvonovitého tzv. gaussovského tvaru.

Lze je charakterizovat rozptylem, %, & standardni odchylkou, o, danou vztahem:
o =+2Dt, (6)

kde t je ¢as a D je difuzni koeficient [43].

3.3.4 Adsorpce na sténu kapilary

Mezi ionty separovanych latek a kapilarni st€énou dochdzi k interakci, z toho divodu
dochazi ke zméné v jejich migracnim chovani. Nepotazené stény kiemennych kapilar
jsou v kontaktu s roztokem elektrolytu, které vzdy obsahuji ionizované skupiny, aty
pritahuji opacné nabité ionty z roztoku elektrolytu. Tedy kapilara se chova jako
iontoméni¢ a podporuje sorpci makromolekul s malymi difiznimi koeficienty. Fixace
separovanych latek na kapilarni st€énu mulze byt i tak silna, Ze tyto latky nemusi byt
prakticky viibec z kapilary eluovany.

Adsorbce separovanych zon na sténu kapilary je jedna z nejvétsich prekazek zvlaste
v separaci vysokomolekularnich latek pomoci CZE. Zatim neexistuje univerzalni
metoda eliminace tohoto interferujicitho efektu. Ackoli tato interakce mize byt také
né¢kdy vyuzivana pro selektivni separace, preferuje se minimalizace tohoto efektu jak je

jen mozné [44].

v

3.4 Separacni ucinnost a rozliseni

v

3.4.1 Separacni u€innost

Utinnost elektroforetické separace je vyjadiena analogicky s chromatografii a to

poctem teoretickych pater, N,:

N =—5 (7

kde Let je efektivni délka kapilary (migracni drdha) a o je celkovy rozptyl
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koncentra¢niho profilu zény.
Vyskovy ekvivalent teoretického patra (nebo vyska patra), H, je vyjadien jako

diferencial zvyseni rozptylu zony béhem migrace kapilarou:

2
H = ddGL 8)

ktery je ¢asto pouzivan k charakterizaci disperznich vlastnosti separacniho systému.
Pro vyskovy ekvivalent teoretického patra a pocet teoretickych pater plati spolecny

vztah:

N=— ©)

Pocet teoretickych pater (nebo vyskovy ekvivalent teoretického patra) charakterizuje
rozSiteni zony piku béhem prichodu kapilarou. Vyssi pocet pater odpovida uzsim
piklim a lepsi separacni Ucinnosti. Jestlize detekované piky jsou symetrické a maji

gaussovsky profil, k vypoctu separacni G€innosti se pouziva vztah:

N :5,545.[L] (10)
W1/2
N :16-(l] (11
w

kde t je migracni ¢as a w je Sitka piku pti zdkladné a wy, je Sifka piku v poloviné jeho

vysky [44].

3.4.2 Rozliseni

Pro kvantitativni popis separace dvou analytii je pouzivan parametr rozliSeni Rs.

Obecné je rozliSeni definovano vztahem:
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2(t, -t

Rs =
W, + W,

(12)

kde t je migracni cas a W je Sitka piku pfi zékladn€. Hodnota rozliSeni umoznuje ¢iselné
vyjadfit uroven separace. Latky povazujeme za zcela oddélené, je-li Rs > 1,5. RozliSeni

muze byt také vyjadieno se vztahem k ucinnosti:
1 — (Am
Ri=—-N2.| —|, 13
s =7 ( = j (13)

MM 2 N je pramérny pocet teoretickych pater [45].

kde Am=m,-m, M=

3.5 Kapilarni elektromigracni metody

3.5.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza je nejjednodussi elektromigracni technikou a byva
také né€kdy oznaCovana jako kapilarni elektroforéza ve volném roztoku (free solution
capillary electrophoresis — FSCE). Oblast jejiho pouziti je velice rozsahla.

Slozky vzorku liSici se svymi pohyblivostmi se v kapilafe pohybuji rGznymi
elektroforetickymi rychlostmi smérem k detektoru a na tomto principu se od sebe
odd¢luji. Slozeni zakladniho elektrolytu (background electrolyte — BGE) je konstantni
v celé kapilate a s Casem se neméni. Kromé elektroforetického pohybu samotnych
nabitych ¢astic je cely objem roztoku uvnitt kapilary unésen elektroosmotickym tokem.
V kiemennych kapilarach s chemicky nemodifikovanym povrchem je tento tok
orientovan smérem ke katod¢ a jeho rychlost je relativné vysoka (vétSinou vyssi nez
elektroforetickd), takze vysledna rychlost pohybu kationtd a anionti ma stejny smér,
oba typy iontd tedy mohou byt separovany v jednom experimentu. Neutrdlni latky jsou
unaSeny EOF a tudiZ nemohou byt rozdéleny.

Instrumentélni uspotfadani pro CZE, které muze byt vyuzito i pro ostatni techniky

vysokoucinné kapilarni elektroforézy (HPCE), je znazornéno na obrazku 2. Vnitini
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prumér kiemenné kapilary je obvykle mensi nez 100 um a jeji délka je vétSinou
v rozsahu 30-80 cm. Kapildrni format separacniho prostoru dovoluje relativné G¢inny
odvod Jouleova tepla, coz umoziluje pouziti vysokych intenzit elektrického pole

(desitky kV / m) a tim i dosazeni vysokych t¢innosti a rychlosti separace [15,45].

zdroj
wyzokeho napeéti

® O

detektor

L

Anods —e — katocds

kapilara
m :
vetup - | | | vizhp

& | wzorek

;

elektrodové nadobky zakladniho elektrobt——

Obrazek 2: Schéma zatizeni pro kapilarni elektromigra¢ni metody.

3.5.2 Kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC)

CEKC je jeden ze zplsobu separace v CE. Metodika byla vynalezena v roce 1984
Terabem a spol. [10] a je nejmladsi ze separa¢nich principit CE. Tato metoda kombinuje
princip chromatografie a CE. Separace je zalozena na rozdilné distribuci analyzovanych
latek mezi pseudostacionarni fazi a vodnou fazi roztoku nosného elektrolytu, ve které je
pseudostaciondni  fdze  rovnomérné  rozptylena. Relativni  pohyb  téchto
pseudostacionarnich fazi vici sobé je vyvolan elektroosmotickym tokem dvoufazového
systému jako celku, ktery se pohybuje rychlosti, Ve, a elektroforetickym pohybem
nabité¢ pseudostacionarni faze, jeZ se pohybuje rychlosti, v.,, ve sméru opacném
(obrazek 3). Absolutni hodnota rychlosti Ve, je vysSi nez neZ elektroforetickd rychlost

Vep, Vysledny smér pohybu obou fézi je stejny, ale jejich rychlosti jsou riizné.
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Obrazek 3: Schéma vzniku relativniho pohybu vodné a micelarni faze v elektrokinetické
chromatografii.

T — kapilara, E — elektrody, LP — vodnéa faze, MP — micelarni pseudofaze iontového detergentu
(napt. SDS), DS — monomer detergentu ve vodné fazi, DA — detergent adsorbovany na vnitini
sténu kapilary, v, — elektroforetickd rychlost micelarni faze, v., — rychlost EOF roztoku
v kapilare, v — vysledna rychlost micelarni faze.

(Pievzato z [15])

V disledku raznych afinit slozek vzorku k pseudofazi jsou tyto slozky rozdilné
zpomalovany zpétnym pohybem pseudofaze, coz vede k jejich rozdilné migracni
rychlosti, a tudiz i1 kjejich separaci v potfadi zvySujici se afinity k miceldrni fazi
(obrazek 4).

MEKC vyuziva jako pseudostacionarni fazi povrchové aktivni latky viz tabulka 1
v koncentraci vys$si nez je tzv. kritickd micelarni koncentrace (CMC). Povrchové aktivni
latka se v koncentracich niz§ich nez CMC chova jako normalni elektrolyt.
Po prekroceni urcité mezni koncentrace (CMC) dojde vSak k prudké zméné nékolika
fyzikélnich vlastnosti jako jsou osmoticky tlak, elektrickd vodivost a povrchové napéti.
Tyto zmény jsou zpiisobeny tvorbou agregatii - micel. Shluky se skladaji z monomert
povrchové aktivni latky, kterd ma hydrofobni a hydrofilni ¢ast. Hydrofobni cast se

orientuje dovnitf micely a hydrofilni vn¢ do vodného prostiedi. Micela urcitého tenzidu
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je charakterizovdna poctem asociovanych molekul, kterému se tik4d agregacni dislo.
Micely jsou obvykle nabité a pohybuji se ve sméru nebo proti EOF (zévisi to na naboji).
Anionicky tenzid napt. SDS migruje smérem k anod¢, tedy v opacném sméru EOF.
EOF je vétsinou rychlejsi nez migracni rychlost micel v neutrdlnim nebo bazickém pH,
vysledny pohyb analytl je tedy ve sméru EOF, tedy ke katod&. Pii pouziti kationického
tenzidu je kapilarni sténa potaZena pozitivné nabitymi molekulami, které obrati smér
EOF. Proto je potieba otocit polaritu elektrod v usporadani CE.

Krom¢ micel lze u EKC wvyuzit 1 jiné typy pseudostacionarnich fazi,
napt. cyklodextriny a jejich derivaty, ionogenni polymery a olejové mikroemulze.
EKC nabizi diky kombinaci obou principt (chromatografie a CE) jedine¢né vlastnosti,
mezi néz patii: vysokd ucinnost, vysokd rychlost analyzy, potfeba malého mnozstvi
vzorku a maléd spotieba rozpoustédla. Oproti chromatografii Ize zde dosahnout vyssi
separacni Uc¢innosti a pocet teoretickych pater mize byt az nckolikandsobné vyssi

[15,40,45].

Tabulka 1: Piehled pouZivanych tenzidii v MEKC [45].

Detergent CMC (mM) Agregalni Cislo
anionické SDS 8,2 62
kationické DTAB 14 50
CTAB 1,3 78
neionogenni Triton X-100 0,24 140
zwitterionty CHAPS 8 10
CHAPSO 8 11
zlucové kyseliny  kyselina cholova 14 2-4
kyselina deoxycholova 5 4-10
kyselina taurocholova 10-15 4
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Obrazek 4: Separacni princip elektrokinetické chromatografie.

a — pocatecni stav v ty: do kapilary (T) naplnéné roztokem skladajicim se z vodné faze (LP)
a micelarni faze (MP) je zavedena zona vzorku (SV) obsahujici slozky A,B,C se vzristajici
k micelarni fazi prochazi jako prvni detektorem (OD), ¢ — schematicky chromatogram: i — signal
detektoru, ta, tg, tc — migracni Casy slozek A, B, C.

(Prevzato z [15])
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3.5.3 Ostatni mdédy kapilarnich elektromigracnich metod
3.5.3.1 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoforéza predstavuje elektroseparacni metodu, pii které se vzorek
separuje v diskontinualnim elektrolytovém systému vytvofeném vedoucim a koncovym
elektrolytem. Za téchto podminek Ize separovat bud’ anionty nebo kationty. Vedoucim
iontem, ktery je soucasti vedouciho elektrolytu, je ion s nejvétsi efektivni pohyblivosti
a naopak koncovy elektrolyt obsahuje iont s nejmensi efektivni pohyblivosti. Protiiont
vedouciho elektrolytu je volen tak, aby mél pufracni kapacitu pfi daném pH separace,
protiiont koncového elektrolytu je do znaéné miry libovolny. Pokud k takto
definovanému prostiedi pfipojime stejnosmérné elektrické pole, dochazi k pohybu iontl
k prislusnym elektroddm a ze smésné zony vzorku se vydé€luje rychlejsi a pomalejsi
slozka. Po urcitém case dojde k vytvofeni tzv. ustaleného stavu, ve kterém jednotlivé
slozky vzorku putuji stejnou rychlosti v bezprostiedné sousedicich zonach s velmi
ostrymi rozhranimi.

Zaznam ITP separace ma chrakteristicky stupiiovity prubeh, kde vyska schodu

odpovida kvalité a délka schodu kvantité analyzované latky [15,40].

3.5.3.2 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

CIEF déli molekuly majici amfolytickou povahu (aminokyseliny, peptidy, proteiny)
na zaklad¢ jejich rozdilnych izoelektrickych boda pl (tj. pH, pfi kterém ma molekula
celkovy naboj roven nule a v elektrickém poli se nepohybuje).

CIEF umoznuje separaci latek, které se 1isi alespon o 0,005 - 0,01 jednotek pl.
Separace probihd v gradientu pH, ktery je vytvofen aplikaci elektrického pole
na komplexni smés amfolytii v kapiléte, které jsou schopny pufrovat cely rozsah pH.
Amfolyty jsou molekuly, které obsahuji kyselou i bazickou ¢ast a maji hodnoty pl
v pozadované oblasti pH. Délené latky migruji roztokem, dokud nedoputuji do té ¢asti
separa¢niho prosttedi, jehoz pH je rovno jejich izoelektrickému bodu. V této chvili se
z nich stanou neutralni latky, zastavi se a vytvoii izkou zoénu — “zafokusuji se”. CIEF
vetSinou probihd pii redukci elektroosmotického toku, ktery by jinak mohl zpuasobit
vymyti amfolytd pfed kompletnim zafokusovanim. Po fokusaci je nutné zony

mobilizovat, aby mohly byt detekovany. Mobilizace se uskuteciiuje bud’
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hydrodynamickym tokem vyvolanym pietlakem nebo podtlakem u konct kapilary, nebo
elektroeluci. Elektroeluce se vyvold zménou slozeni anolytu (elektrodovy roztok
u anody) nebo katolytu (elektrodovy roztok u katody), napt. nahradou kyseliny bazi
nebo pifidavkem soli, které¢ zpiisobi anodicky nebo katodicky pohyb pH gradientu,
a tudiz i pohyb fokusovanych zon k detektoru [15,45].

3.5.3.3 Kapilarni gelové elektroforéza (CGE)

CGE je druh elektroforézy, pfi niz se latky rozd¢€luji na zakladé pohyblivosti v gelu.
Pohyblivost v gelu zavisi na naboji separované molekuly, jeji molekulové hmotnosti
a samoziejme na typu a porozité gelu.

Kapilarni gelova elektroforéza se vyuzivad zejména pro separaci velkych iontt,

jakymi jsou polysacharidy, peptidy, bilkoviny, fragmenty DNA a RNA [40,41].

3.5.3.4 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

CEC dé¢li nabité 1 neutrdlni latky na zéklad€ jejich rozdilnych rozdélovacich
koeficienti mezi mobilni a staciondrni fazi. Mobilni fize je unaSena pomoci
elektroosmotického toku ptes stacionarni fazi v naplnéné kapilare. Molekuly délenych
latek jsou undSeny mobilni fazi k detektoru a zarovenl zpozd'ovany interakci se
stacionarni fazi. CEC je diky pravothlému profilu EOF a moZnosti pouziti jemné&j$iho

zrnéni stacionarni faze [15,46].
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4 Analyza aminokyselin kapilarni
elektroforézou

Z fyzikalné-chemického hlediska jsou aminokyseliny amfolyty. Tyto analyty mohou
nést kladny, zaporny nebo efektivni nulovy naboj podle pH okolniho prostredi. Kazda
aminokyselina ma specificky izoelektricky bod pl (pl je pH, pifi kterém jsou
aminokyseliny celkové elektricky neutralni). pH elektrolytu odlisné od pl aminokyselin
umoziuje jejich analyzu metodou CE. Je mozné stanovovat AMK v jejich kationtové
formé v kyselém prosttedi (cca pH < 5) nebo jako anionty v bazickém prostiedi (pH 8
a vyssi). Pfi pH elektrolytu vy$Sim nez pl nese aminokyselina negativni naboj a putuje
smérem k anod¢, pti pH nizs§im nez pl nese pozitivni celkovy naboj a migruje smérem
k zaporn¢€ nabité elektrode (katod¢).

Analyzy AMK se provadéji metodami HPLC a dfive téZ chromatografii na tenké
vrstvé (TLC). CE ma nékteré vyhody oproti témto metodam. Patfi k nim vysoka
ucinnost separace, mala spotfeba c¢inidel, rychld analyza, absence vysokého tlaku
a pomérné jednoduchad instrumentace.

Nedostatek chromoforii u alifatickych AMK je limitujici pii jejich detekci v CE
nejcastéji pouzivanou UV-absorpcni detekci, kterou lze s dostateCnou citlivosti vyuzit
pouze pro aromatické aminokyseliny. Tento problém s neabsorbujicimi AMK Ize tesit
jejich derivatizaci. Této Upravy se dosdahne piipojenim vhodného chromoforu nebo
fluoroforu ke stanovované latce. G. Lunn a L. Hellwig napsali velice rozséhlou piirucku
[47] vénujici se této problematice, kde se nejen zamétfuji na samotné derivatizacni latky,
ale i na jejich reakcni a separacni podminky.

Pro detekci AMK jsou pouzivané riizné detektory pracujici na rtiznych principech.
Nejcastéji vyuzivanou detekci pii analyzach AMK pomoci CE je ptima UV-absorpéni
detekce [4] v oblasti, ve které absorbuje vhodny chromofor piipojeny k AMK, vétSinou
v rozsahu vinovych délek 200 az 220 nm. Pro UV detekci se jako chromofory pouzivaji
napt. 5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonyl chlorid, jez tvofi dansylované AMK nebo
fenylizothiokyanat vytvarejici stabilni fenylthiohydantoinové derivaty. Citlivost
detektoru se muze téz zvySit pouzitim specidlnich typt detekénich cel, jako jsou
napftiklad cely ve tvaru Z, U, ,,sleeve nebo bubliny.

Hlavni vyhodou fluorescencni detekce [48] je ziskani o nékolik fada lepsi citlivosti
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neZ pii pouziti UV absorpénich detektor. Urceni nativnich aminokyselin je mozné jen
u aromatickych aminokyselin jako je Tyr nebo Trp, které vSak vyzaduji vinovou délku
excitace nizké oblasti UV 210-290 nm. Béznéji se vyuziva znateni AMK
fluorescen¢nimi znackami, které mohou byt excitovany pii vinovych délkach komeréné
dostupnych laserit (napf. He-Cd nebo Ar laser) [49]. Mezi nejbéZngji pouZzivané
fluorofory patii napt. fluorescein izothiokyanat, fluoresceinamin, O- ftaldialdehyd nebo
naftalen-2,3-dikarboxaldehyd.

Hmotnostni spektrometrie (MS) ma také své misto v detekci aminokyselin.
NejbéZznéji pouzivanym iontovym zdrojem je elektrosprej (ESI), ktery umoziiuje
rychlou charakterizaci elektroforeticky separovanych aminokyselin jejich relativnimi
molekulovymi hmotnostmi [50].

Elektrochemicka detekce (ECD) [51] je dalsi, 1 kdyz ne tak Casty zplsob detekce
AMK v CE. Do elektrochemické detekce mlZeme zafadit detekci amperometrickou
[52], potenciometrickou [5] a vodivostni [53]. Amperometrickd a voltmetricka detekce
jsou techniky vysoce citlivé i selektivni a pouzivaji se pro AMK obsahujici ve své
struktuie oxidovatelné a redukovatelné funkcni skupiny, tedy pro aminokyseliny jako
tyrosin, cystein nebo tryptofan.

Separace enantiomerd AMK je dilezitym aspektem v analyze AMK, jelikoz se
jedna o opticky aktivni latky, které tvori zakladni stavebni kameny peptidi a bilkovin
vSech zivych organismii. AMK se nachazeji v biogennich makromolekulach peptidech
a bilkovinach pievazné ve svych L-formach. K rozliSeni jednotlivych forem mize byt
vyuzito pfimych a nepfimych metod. Pfimé metody se provadi s ptidavkem chirdlniho
selektoru k zakladnimu elektrolytu jako jsou cyklodextriny, ionty kovi, chirdlni ligandy
¢i antibiotika. U nepifimé metody stanoveni dochdzi k pfevedeni enantiomera
na diastereomery pomoci chiralnich derivatizacnich ¢inidel [54].

Nékteré piiklady stanoveni AMK s vyuzitim CE metod jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2: Ptiklady analyz aminokyselin kapildrnimi elektromigra¢nimi metodami.

2a) Analyzy AMK ve farmaceutickych preparatech

Analyza SloZeni a pH BGE Derivatizace Detekce Ref.
Stanoveni 1-[(2s)-3-merkapto-2-methylpropionyl]- 20 mM fosfat, pH 12,0 5-iodoacetamido- LIF [55]
L-Pro (kaptopril), ve farmaceutickych preparatech. fluorescein
Stanoveni bazickych AMK (His, Arg, Lys) ve Vedouci elektrolyt-10mM potassium - [56]
farmaceutickych preparatech. acetat pH 4, koncovy elektrolyt-10

mM B-alanin
Stanoveni AMK (Lys, His, Thr, Trp, Tyr, 40 mM Tris a 160 mM kyselina borita, - UV, 214 nm [57]
a-keto-Leu, a-keto-Ile, a-keto-Val, a-keto-Phe upravené hydroxidem sodnym pfti
a a-hydroxy-Met ) obsazené v preparatu pH 10,0
Ketosteril.
Stanoveni Arg (allantoinu a cholinu) 30 mM fosfatovy pufr, pH 9,25 - UV, 200 nm [58]
v Rhizoma Dioscoreae.
Stanoveni 1-(aminomethyl)cyclohexanacetatu 5 mM 5-sulfosalicylova kyselina, - Nepiima UV, 215 nm, [59]

(gabapentin) v lécich a tobolkach.

0,5mM CTAB, pH 11,0

vyuziti sulfosalicylového

iontu jako chromoforu
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Analyza SloZeni a pH BGE Derivatizace Detekce Ref.
Stanoveni homotaurinu — jako necistoty 40 mM borat, pH 9,2 Fluoreskamin UV, 205 nm [60]
v kalcium acetylhomotaurinu ve

farmaceutickych preparatech.

Separace a stanoveni N-acetyl-Cys a jeho 100 mM borat, pH 8,4 - UV, 214 nm [61]
necistot ve farmaceutickych preparatech.

2b) Analyzy AMK v biologickych matricich

Analyza SloZeni a pH BGE Derivatizace Detekce Ref.
Stanoveni AMK v moc¢i (Lys, Arg, His, Gly, 2 M kyselina mravenci, 20% methanol - TOF - MS [62]
Ala, Ser, Val, Ile, Leu, Pro, Thr, Met, Glu,

Phe,Asp, Tyr).

Stanoveni AMK v kapilarni krvi (His, Trp, Phe, 10 mM fosfat, pH 2,8 - UV 200 nm [63]
Tyr, homo-Cys, Cys, karnosin).

Stanoveni AMK v plodové vodé 1,7 M acetat, 0,1% HEC, pH 2,15 - CCD [64]

(B-Ala, ornithin, kreatinin, citrulin,

4-hydroxy-Pro, 1-methyl-His, GABA).
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Analyza SloZeni a pH BGE Derivatizace Detekce Ref.
Stanoveni AMK ve slinach. 20 mM borat, pH 9.5 FITC LIF, 488 nm [65]
(Pro, Ser Gly, Glu)

AMK v séru ( Glu, Asp). 10 mM borat, pH 9,3 NDA LED-IF [66]
Stanoveni AMK neurotransmitera 100 mM kyselina borita, 100 mM SIFA LIF, 488 nm [67]
(Glu, Asp, GABA, Gly, Tau a Gln). SDS, 8 % v/v methanol, pH 9,6

Stanoveni AMK neurotransmitert 100 mM borat, 20 mM 2-HP-B-CD NBD-F LIF, 488 nm [68]
(Glu, GABA, Gly, Tau, Ser, Asn, Arg, Lys, Phe,

Leu, Ile, Tyr, Val, citrulin, Met, -Ala, His, Ala,

Gln, Thr).

Stanoveni 17 proteinogennich AMK v pojivové 1 M kyselina mravenci - ESI - MS [69]

tkani pfi prolapsu panevnich organti (Pro, Phe,
Met, Asn, Glu, Gln, Ala, Val, Leu, His, Gly,
Asp, Thr, Try, trans-4-hydroxy-Pro, Arg, Ile).
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Analyza SloZeni a pH BGE Derivatizace Detekce Ref.
Stanoveni AMK z endothelidlnich bunck cév 20 mM borat, pH 9,0 pro FITC FITC LIF [70]
(Ala, Tau, Gly, Glu, Asp). derivaty OPA

20 mM borat, 20 % ACN, 10 mM B-

CD pro OPA derivaty
Stanoveni AMK v extraktech ¢ajovych listkil 10 mM Na,B407, pH 9,3 NDA LED-IF [71]
(Arg, Trp, Tyr, Phe, Leu, Ile, His, Asn, Thr,
Thea, Val, Met, Gln, GABA, Ser, Ala, Asp, Pro,
Cys, Lys, Gly).
Stanoveni S-alk(en)yl-Cys-S-oxidl v bézné 20 mM boréat, 20 mM SDS, 10% (v/v) FMOC-CI UV-VIS, 265 nm [72]
konzumované zeleniné (brokolice, zeli, fedkev, methanol pH 9,2
cibule, ¢esnek,...).
Stanoveni dimethyl-L-Arg a jemu strukturné koncentrovany borat, pH 9,4 NBD-F UV, 200-254 nm [73]

a funk¢né podobnych latek v lidské plazmé
(NG—monomethyl—L—Arg, L-Arg,

L-homo-Arg, L-ornithin, L-citrulin).
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5 Derivaty kyseliny 2,6-diaminopimelové

Analyzované derivaty kyseliny 2,6-diaminopimelové jsou odvozeny ze spole¢ného
strukturniho zékladu, kyseliny 2,6-diaminopimelové, k jejiz aminoskupiné je amidickou
vazbou pfipojen piislusny acyl: alifaticky, aromaticky, s volnou karboxylovou skupinou
nebo s esterifikovanou karboxylovou skupinou (viz tabulka 3). Derivaty DAP byly
syntetizovany s cilem pfipravit potencialni inhibitory enzymu N-sukcinyl-L,L-
diaminopimelat desukcinylasy [74].

Bakterialni infekce jsou podstatnym a stdle rostoucim problémem na celém svéte.
Diivodem této hrozby ale nejsou jen pocetné druhy bakterii, ale zejména jejich neustale
nartstajici rezistence vuc¢i antibiotikim. Védei po celém svété se nepfetrzité snazi
o vyvoj novych 1€kl proti onemocnénim zplisobenym bakteriemi.

Jednim ze zplsobii plisobeni antibiotik je plisobeni na bunéfnou sténu bakterie,
napt. inhibice syntézy kyseliny diaminopimelové, jez je intermedidtem v biosyntéze
lysinu [75]. DAP 1 lysin jsou kliCovymi slozkami peptidoglykanti, které tvoii sit’
bunécné stény bakterie. Lysin je potiebny pfi stavbé bunécné stény u grampozitivnich
bakterii, DAP se naopak uplatiiuje v bunééné sténé¢ u gramnegativnich bakterii
a mykobakterii [76]. PferuSeni syntézy stavebnich slozek bunécné stény, jako je DAP
nebo lysin, je tedy pro bakterii letalni. K zastaveni syntézy téchto stavebnich slozek
muze dojit inhibici pfislusného enzymu v syntéze. Bylo prokazano, ze delece genu
kodujiciho enzym z DAP/lysinové biosyntetické cesty je letalni pro Helicobacter pylori
a Mycobacterium smegmatis. Jedna se o gen dapE, ktery koduje N-sukcinyl-L,L-
diaminopimelat desukcinylasu (DapE) (EC 3.5.1.18). Tento enzym katalyzuje

hydrolyzu N-sukcinyl-L,L-diaminopimeldtu na L,L-diaminopimelat (viz obrazek 5).

Obrazek 5: Hydrolyza N-sukcinyl-L,L-diaminopimelatu na L,L-diaminopimelat.

(ptfevzato z [74])
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Tabulka 3: Piehled strukturnich vzorct a relativnich molekulovych hmotnosti (M)

kyseliny 2,6-diaminopimelové (DAP) a jejich N-acyl derivata.

Oznaceni/nazev analytu Strukturni vzorec M,
DAP i i 190,2
Kscling 2.6-diam _— H OWOH
yselima Z,0-diaminopimelova NH, NH,
(0] (6]
Al 232,1
HO OH
N-acetyl-DAP
NH, HNY
O
A2 ? 2 260,3
N-isobutyryl-DAP Howw
NH, HN
(0]
(e} O
A3 260,3
HO OH
N-butyryl-DAP N, "
\ﬂ/\/
(0] (0]
Ad 374,3
HO OH
N-pivalyl-DAP " HN
o
O o
A5 )‘\(\/\(“\ 374,3
HO OH
N-valeryl-DAP NH, HN\H/\/\
o}
o (0]
A6
HO OH 294 3
N-benzoyl-DAP NH, HNYQ




Oznaceni/nazev analytu

Strukturni vzorec

E1l

N-fumaryl, Me-ester-DAP

E2

N-malonyl, Et-ester-DAP

E3

N-2-Me-sukcinyl, Me-ester-DAP

C1

N-glutaryl-DAP

C2

N-3-Me-glutaryl-DAP

C3

N-3,3-diMe-glutaryl-DAP

C4

N-3,3-tetrafluoro-sukcinyl-DAP

302,3

304,3

318,3

304,3

3183

332,4

362,2
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6 Experimentalni ¢ast
6.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly stupné Cistoty p.a.

- Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) — Serva (Heidelberg, Némecko)

- kyselina fosfore¢n4, kyselina octova a hydroxid sodny — Lachema (Brno, CR)

- methanol - Penta (Chrudim, CR),

- kyselina iminodioctova (IDAA) — Bachem (Bubendorf, Svycarsko)

- cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB), dodecylsulfat sodny (SDS) — Fluka
(Buchs, Svycarsko)

- acetonitril (ACN) — Sigma Aldrich (Praha, CR)

Zakladni elektrolyty byly filtrovany pies filtr s porozitou 0,45 pum filtr Millipore
(Bedford, MA, USA).

6.2 Uprava vzorkd

Derivaty DAP byly syntetizovany na pevné fazi v Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR (UOCHB) a purifikovany HPLC s obracenou fazi [74]. Pro CE
analyzu byly vSechny vzorky rozpustény v deionizované vodé€. Koncentrace vzniklych

roztokd se pohybovaly v rozmezi 3,6-5,8 mmol-dm .

6.3 Pristrojové vybaveni

Mgéfeni byla provedena na CE analyzatoru domaci vyroby UOCHB AV CR [77].
Pfistroj byl obsluhovan manudln¢, sbér a zpracovani dat byly provedeny
chromatografickou stanici Clarity (DataApex, Praha, CR). Experimenty byly provedeny
v kfemenné kapilate (vné pokryté polyimidem) dodané firmou Polymicro Technologies
(Phoenix, AR, USA) o vn&j$Sim praméru 375 um a vnitinim praméru 50 pm, celkové
délky 40 cm a efektivni délky 29 cm. Davkovani bylo provedeno hydrodynamickym
zpisobem. Pfistroj nebyl vybaven aktivnim chlazenim kapilary, teplota okolniho

prostiedi pfi méfeni se pohybovala v rozmezi od 22 do 26 °C, proto hodnoty efektivnich
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elektroforetickych pohyblivosti byly korigovany na referencni teplotu 25 °C.
Analyzované latky byly detekovany pomoci UV-absorpéniho fotometrického detektoru
pti vinové délce 206 nm, zdrojem zateni byla bezelektrodova vysokofrekvencné buzena
jodova vybojka (LKB-Pharmacia, Uppsala, Svédsko), detektorem zafeni byla
UV-senzitivni kiemikova fotodioda s vestavenym predzesilovaem (Hamamatsu
Photonics Deutschland, Herrsching, Némecko).

Kapilara byla mimo dobu méteni ulozena v 0,5 M kyseliné octové, pii kazdém
uvedeni piistroje do provozu byla kapilara promyvana vodou, 0,1 M hydroxidem
sodnym (pfipadné¢ 1M hydroxidem sodnym) a zdkladnim elektrolytem. Mezi
jednotlivymi méfenimi byla kapilara promyvéana zdkladnim elektrolytem. Velikost
separacniho napéti byla +12 kV nebo —12 kV. Vzorky byly dévkovany tlakem
6-10 mbar po dobu 3-20 s.
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7 Vysledky a diskuze
7.1 Analyza derivata DAP

7.1.1 Slozeni zakladnich elektrolytu

Dulezitymi parametry pro volbu zékladniho elektrolytu (BGE) v CE je jeho
separacni selektivita a ucinnost pro dané analyty a jejich pfimési. BGE fidi nejen
ionizaci a migraci analytu, ale taky velikost EOF, ktery je zptisoben rezidualnimi naboji
slabych elektrolytii a amfolytd je pH, nebot efektivni pohyblivost téchto analytl je
na pH silné zavisld. Pro amfolyty typu aminokyselin vcetné analyzovanych derivati
DAP jsou vhodné dvé oblasti pH ato kyseld oblast (pH 2,0-4,0), kde bazické
aminoskupiny jsou protonované a kyselé karboxylové skupiny jsou pouze castecné
disociované a analyty migruji jako kationty, nebo zdsaditd oblast (pH 8,0-10,0), kde
aminoskupiny jsou protonované pouze casteCné, karboxylové skupiny jsou plné
disociované, analyty nesou negativni naboj a migruji jako anionty. Zakladni elektrolyty
musi mit také dostateCnou pufracni kapacitu, aby byly schopné zajistit pozadované pH
v z6né putujiciho analytu.

Na zéklad¢ strategie pro raciondlni volbu experimentilnich podminek bylo
testovano nékolik druhtit BGE v kyselém 1 alkalickém pH: klasické pufry (Tris/acetat,
Tris/fosfat), koncentrované slabé kyseliny (kyselina octovd) a izoelektricky BGE
(kyselina iminodioctova) pro metodu CZE a vySe uvedené BGE s ptidavky anionickych
(SDS) i kationickych (CTAB) tensidii pro metodu MEKC. SloZeni a pH pouzitych BGE

a separacni napéti a proudy v téchto BGE jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Prehled pouzivanych zakladnich elektrolyta.

Zkratka  SloZeni zakladniho elektrolytu pH U(KkV) 1A

BGE I 500 mM kyselina octova 2,54 12 7,1

BGE 11 100 mM TRIS; 50 mM kyselina octova 8,20 12 233

BGE III 20 mM TRIS; 5 mM kyselina fosfore¢na; 8,64 12 18.6
50 mM SDS

BGE IV 200 mM kyselina iminodioctova 2,28 12 35

BGE V 100 mM kyselina fosforecnd; 50 mM TRIS 2,18 12 45

BGE VI 500 mM kyselina octova; 60 mM SDS 2,54 12 24

BGE VII 100 mM TRIS; 50 mM kyselina octova; 8,20 12 23
5 mM CTAB

BGE VIII 100 mM TRIS; 50 mM kyselina octova; 8,20 12 23,5
10 mM CTAB

7.1.2 Stanoveni stupné Cistoty

Derivaty DAP jsou prvné syntetizované a poprvé analyzované latky, tudiZz nejsou

dostupné odpovidajici standardy a nelze tedy pouzit pro jejich kvantitativni

a kvalitativni analyzu metodu kalibra¢ni kiivky nebo metodu standardniho ptidavku.

Stupné Cistoty byly kvantifikovany na zaklad¢é vyhodnoceni relativni korigované plochy

piku, Pca, podle vztahu:

A
PCA(i)= n 4

2 A

i=1

100 (%)

(14)

kde A je korigovana plocha piku i-t¢ slozky daného preparatu a n je pocet slozek

tohoto preparatu. Korigovana plocha piku je plocha piku délend migracnim Casem

tohoto piku. Takto stanoveny stupen Cistoty je pouze ptiblizny, nebot’ molarni absorp¢ni

koeficienty jednotlivych slozek ve vzorku se mohou lisit. Vzhledem k ocekdvané

strukturni podobnosti pifimési a hlavnich syntetickych produktii 1ze vSak predpokladat

1 podobné hodnoty jejich molarnich absorp¢nich koeficientil, a tudiz i relativné dobry

odhad stupné Cistoty.
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Analyza a urceni stupné Cistoty derivati DAP byly provedeny metodou CZE
v zékladnich elektrolytech BGE I a BGE II a metodou MEKC v BGE III. Hodnoty Pca
se pohybovaly vrozmezi 90,8 ~ 100 %. V tabulce 5 jsou shrnuty stupné cistoty
pro vSechny analyty, zjisténé ve vybranych zakladnich elektrolytytech (kysely BGE I,
zasadity BGE II a s pfidavkem SDS BGE III).

Priklady analyz vybranych derivath DAP jsou zndzornény na obrazku 6.
Pro srovnéni jsou ukézany zaznamy analyzy analyti E1 a C3 v jednotlivych
elektrolytovych syst¢tmech BGE I, BGE II a BGE III. Analyt E1 byl vyhodnocen
vysokym stupném cistoty (~ 100 %) ve vSech tfech pouzitych zakladnich elektrolytech
(viz obrazek 6A, B, C), u analytu C3 byla v BGE I a Il nalezena jedna neidentifikovana
primés (pik x) s pohyblivosti mensi nez je pohyblivost tohoto analytu a jeho stupeni
Cistoty byl vyhodnocen na 94,8 % v BGE 1 a na 94,1 % v BGE 11, viz obrazky 6D a 6E
a tabulka 5. Metodou MEKC v BGE III byly v preparatu tohoto analytu zjistény tfi
neidentifikované minoritni pfimési X, X, X3 (viz obrazek 6F) a jeho stupen Cistoty
dosahl pouze 90,8 %.

Z vysledkti analyz je vidét, ze se mohou vyskytovat rozdily ve stupni Cistoty
v zévislosti na pouzité metodé¢ (CZE x MEKC) a zvoleném zakladnim elektrolytu, coz
je dokumentovano i na obrazku 7. Analyt C4 vykazuje v BGE I vysoky stupen Cistoty
(~100 %), ve zbylych dvou elektrolytech BGE II a III vsak byly nalezeny jedna resp.
dv€ minoritni pfimési a stupen Cistoty dosahoval pouze 97,1 resp. 95 %. U latky C1
byl metodou CZE v BGE I a II taky stanoven vysoky stupen €istoty (~100 %), avSak
metodou MEKC v BGE III byly v tomto preparatu objeveny dvé minoritni pfimési x;
a X, a stupen Cistoty dosahoval pouze hodnoty 94,5 %.

Metoda MEKC v BGE 1II se tedy jevi pro dané analyty jako U¢inngjSi separacni
metoda neZ metoda CZE v BGE I a II, nebot’ byla schopna oddélit pfimési, které

zustavaly metodou CZE neodhalené.
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Tabulka 5: Stupen Cistoty Pca jednotlivych analyti vyjadieny relativni korigovanou plochou
piku stanoveny metodou CZE v BGE I a BGE II a metodou MEKC v BGE II1.

Slozeni BGE viz tabulka 4 a oznaceni analytl viz tabulka 3.

Pca (%)
Analyt BGE 1 BGE 11 BGE III
DAP ~ 100 ~ 100 ~ 100
Al 94,5 93,6 93,7
A2 95,8 95,4 96,1
A3 96,6 97,1 97,0
A4 94,3 95,0 95,8
AS 95,6 96,5 95,6
A6 95,2 95,4 96,2
E1l ~ 100 ~ 100 ~ 100
E2 94,3 91,4 95,1
E3 94,4 93,4 95,9
C1 ~ 100 ~ 100 94,5
C2 96,9 98,4 93,2
C3 94,8 94,1 90,8
C4 ~ 100 97,1 95,0
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Obrazek 6: Analyzy derivati DAP (analytdi E1 a C3) metodou CZE vBGE I a BGE 11
a metodou MEKC v BGE III.

(A) El, ¢ =3,97 mM, (Pca~ 100 %) v BGE I; (B) El, ¢ = 3,97 mM, (Pca~ 100 %) v BGE II;
(C) E1,c=3,97 mM, (Pca~ 100 %) v BGE III; (D) C3, ¢ = 3,91 mM, (Pca = 94,8 %) v BGE [;
(E) C3,c=3,91 mM, (Pca=94,1 %) v BGE II; (F) C3, ¢ =3,91 mM, (Pca=90,8 %) v BGE III;
x - neidentifikované minoritni pfimési; A,gs, absorbance pii vinové délce 206 nm; davkovani
10 mbar, 5 s

Slozeni BGE viz tabulka 4 a oznaceni analytl viz tabulka 3, ostatni experimentalni podminky
viz kapitola 6.3.
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Obrazek 7: Analyzy derivati DAP (analyti C1 a C4) metodou CZE v BGE I a BGE 1I

a metodou MEKC v BGE I11.

(A) Cl,c=4,11 mM, (Pca~ 100 %) v BGE I; (B) C1, ¢ = 4,11 mM, (Pca~ 100 %) v BGE II;
(C)Cl,c=4,11 mM, (Pca = 94,5 %) v BGE 11I; (D) C4, ¢ = 3,59 mM, (Pca ~ 100 %) v BGE I;
(E) C4, c=3,59 mM, (Pca=97,1%) v BGE II; (F) C4, ¢ = 3,59 mM, (Pca = 95,0%) v BGE III;

x - neidentifikované minoritni pfimési; A, absorbance pifi vilnové délce 206 nm; davkovani

10 mbar, 5 s

Slozeni BGE viz tabulka 4 a oznaceni analytl viz tabulka 3, ostatni experimentalni podminky
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viz kapitola 6.3.
7.1.3 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Citlivost analyz v CE je zavisla na typu pouzitého detektoru. Pro detekci métenych
latek byl pouzivany UV-fotometricky detektor pii emisni vlnové délce 206 nm.
Parametry detektoru jako je Sum, odezva detektoru, pomér signal/Sum, citlivost, mez
detekce a mez stanovitelnosti byly urceny pro vSechny vzorky metodou CZE v BGE 1
a BGE II a pomoci MEKC v BGE III. Pro srovnani je v tabulkach 6, 7 a 8 piidana
k derivatim DAP i samotnd kyselina 2,6-diaminopimelova. Koncentrace analytii byly
prepocitainy na efektivni koncentraci, Ce, podle hodnot stupiii Cistoty urCenych
v kapitole 7.1.2. S efektivni koncentraci bylo pocitano v dalSich parametrech.

Citlivost detektoru, Sp, byla vyjadiena podle vztahu:
Sp=— (15)

kde Rp je nap&tova odezva detektoru (V), ¢ je koncentrace analytu (mol-dm™). Limit

detekce LOD a limit stanovitelnosti LOQ jsou podle vztaht

LOD =3Si (16)

D

LOQ =1osl (17)

D

kde n je Sum (V) a Sp je citlivost detektoru (V-mol -dm?).

Z porovnani jednotlivych parametri u BGE 1 — BGE III viz tabulky 6, 7 a 8 je
vidét, Ze nejvetsi citlivosti detektoru je dosaZzeno u vétSiny analytd v BGE III (20 mM
TRIS; 5 mM kyselina fosforecna; 50 mM SDS) zdavodu, Ze tento elektrolyt
neabsorbuje v UV oblasti zafeni a naopak nejmensi citlivost se jevi u analyz v relativné
siln¢ absorbujicim elektrolytu BGE I (500 mM kyselina octova).

Porovnani hodnot LOD a LOQ u DAP a derivatd DAP je uvedeno v tabulkach 6, 7

cvwr
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ve své¢ struktufe obsahuje aromatickou skupinu a naopak nejvyssi hodnoty pro kyselinu

2,6-diaminopimelovou, ktera obsahuje pouze dv€ karboxylové skupiny,

neobsahuje Zzadnou amidovou vazbu.

avSak

Tabulka 6: Charakteristiky detektoru stanovené pfi analyze DAP a derivati DAP metodou

CZE v BGE L.
Analyt c Cef Rp Rp/n* Sp LOD LOQ
(mmol-dm™) (mmol-dm™) (mV) “) (V-mol™".dm®) (mmol-dm™) (mmol-dm™)
DAP 7,10 7,10 15,12 7,56 2,13 2,80 9,39
Al 5,80 5,48 49,75 24,28 9,08 0,66 2,20
A2 3,84 3,68 40,20 20,10 10,92 0,55 1,83
A3 5,19 5,01 72,03 36,02 14,38 0,42 1,39
A4 4,19 3,95 48,86 24,43 12,37 0,49 1,62
AS 4,74 4,53 47,49 23,75 10,48 0,57 1,91
A6 4,40 4,19 165,67 82,84 39,54 0,15 0,51
E1l 3,97 3,97 118,57 59,29 29,87 0,20 0,67
E2 4,93 4,65 58,30 29,15 12,54 0,48 1,59
E3 4,40 4,15 49,43 24,72 11,91 0,50 1,68
C1 4,11 4,11 54,26 27,13 13,20 0,45 1,51
C2 3,93 3,81 50,73 25,37 13,32 0,45 1,50
C3 391 3,71 53,70 26,85 14,47 0,41 1,38
C4 3,59 3,59 31,16 15,58 8,67 0,69 2,30
*n~2mV

Tabulka 7: Charakteristiky detektoru stanovené pii analyze DAP a derivati DAP metodou

CZE v BGE 11

Analyt c Cer Ro  Ro/m*  Sp LOD LOQ
(mmol-dm™) (mmol-dm™) (mV) ) (V-mol™-dm®) (mmol-dm™) (mmol-dm™)

DAP 7,10 7,10 20,01 10,01 2,82 2,13 7,09
Al 5,80 5,43 79,04 39,52 14,56 0,41 1,37
A2 3,84 3,66 67,41 33,71 18,42 0,33 1,09
A3 5,19 5,04 94,85 47,43 18,82 0,32 1,06
A4 4,19 3,98 63,61 31,81 15,98 0,38 1,25
AS 4,74 4,57 65,24 32,62 14,28 0,42 1,40
A6 4,40 4,20 147,71 73,86 35,17 0,17 0,57
E1l 3,97 3,97 144,42 72,21 36,38 0,17 0,55
E2 4,93 4,51 105,31 52,66 23,35 0,26 0,86
E3 4,40 4,11 60,35 30,18 14,68 0,41 1,36
C1 4,11 4,11 89,72 44,86 21,83 0,28 0,92
C2 3,93 3,88 61,19 30,60 15,77 0,38 1,26
C3 3,91 3,68 67,10 33,55 18,23 0,33 1,10
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| C4 3,59 3,49 90,85 45,43 26,03 0,23 0,77 |
*N~2mV
Tabulka 8: Charakteristiky detektoru stanovené pii analyze DAP a derivati DAP metodou
MEKC v BGE III.
Analyt C Cef Rp Rp/n* Sp LOD LOQ
(mmol-dm™) (mmol-dm™) (mV) ) (V-mol™".dm’)  (mmol-dm™) (mmol-dm™)
DAP 7,10 7,10 37,85 18,93 5,33 1,13 3,75
Al 5,80 5,44 107,93 53,97 19,84 0,30 1,01
A2 3,84 3,69 81,80 40,90 22,17 0,27 0,90
A3 5,19 5,03 109,42 54,71 21,75 0,28 0,92
A4 4,19 4,01 90,68 45,34 22,61 0,27 0,89
AS 4,74 4,53 93,86 46,93 20,72 0,29 0,97
A6 4,40 4,23 352,63 176,32 83,36 0,07 0,24
E1l 3,97 3,97 217,5 108,75 54,79 0,11 0,37
E2 4,93 4,69 98,50 49,25 21,00 0,29 0,95
E3 4,40 4,22 98,33 49,17 23,30 0,26 0,86
C1 4,11 3,88 97,16 48,58 25,04 0,24 0,80
C2 3,93 3,66 86,12 43,06 23,53 0,26 0,85
C3 3,91 3,55 90,41 45,21 25,47 0,24 0,79
C4 3,59 3,41 86,25 43,13 25,29 0,24 0,79
*N~2mV
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7.2 Charakterizace derivatu DAP

7.2.1 Korekce efektivnich elektroforetickych pohyblivosti
na referencni teplotu 25 °C

Pfistroj, na kterém byly méfeny vSechny analyzy, nedisponuje aktivnim
chlazenim kapildry tzn. méfeni byla provadéna pii aktualni laboratorni teploté.
Z divodu proménlivych teplot béhem dne u jednotlivych méfeni a kvili tvorbé
Jouleova tepla v kapilafe bylo potfeba vypocitané elektroforetické pohyblivosti danych
latek pro jejich vzajemné porovnavani zptesnit prepocCitdnim na referencni teplotu
25 °C.

Pomoci 20 mM vodného roztoku chloridu draselného byl prométen elektricky proud
pti Sirokém rozsahu vlozeného napéti pfi jinak stejnych experimentalnich podminkach
jako pfi ostatnich CE experimentech. PfirGstek teploty, AT, (rozdil teploty uvniti
kapilary a okolni teploty) byl vypocitdn ze zmén elektrického odporu, R, pfi ur¢itém

ptikonu vkladaném na kapilaru podle vztahu:

(18)

kde Ry je odpor pfi nizkém piikonu, kdy zvySeni teploty se miize zanedbat, R je odpor
pfi daném piikonu. Z piikonu vkladaného na kapilaru a jemu odpovidajicimu pfirtistku
teploty je sestrojen graf (obrazek 8). Dosazenim hodnot ptikonu do regresni rovnice
této zavislosti je vypocitan ptirtstek teploty pro dané CE experimentdlni podminky
a hodnota je vyuZita ve vztahu pro vypocet efektivnich elektroforetickych pohyblivosti,
Merr, 25, vZtaZzenych k referencni teploté s nartistem efektivni pohyblivosti 0 2 % na 1 °C

podle vztahu:
Myt o5 = Mg 1 [1 - 0,020(T, + AT —25)] (19)

kde merios je efektivni elektroforetickd pohyblivost pii 25 °C, mesti je efektivni
elektroforeticka pohyblivost pii aktualni teploté experimentu, Ty je okolni teplota béhem

analyzy a AT je rozdil teplot uvnitt kapilary oproti okoli [78].
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Obrazek 8: Graf zavislosti nartistu teploty uvnitt kapilary na elektrickém piikonu vztazeném

na jednotku délky kapilary.

7.2.2 Stanoveni efektivni elektroforetické pohyblivosti

Vsechny analyzované derivaty DAP  byly charakterizovany efektivni
elektroforetickou pohyblivosti, kterd byla vypoctena z experimentdlné namétenych

udajii podle nasledujiciho vztahu:

m 1 1 Leff "Ltot
eff,i= . .~ '
tmlg,l teof U

(20)

kde tmigi je migracni ¢as daného analytu (s), teot je migracni ¢as elektroosmotického toku
(s), Lefr je délka kapilary k detektoru (m), Lt celkova délka kapilary (m) a U je vlozené
napéti (V). Vypocitané hodnoty byly prepocitané na efektivni pohyblivosti pii 25 °C viz
kapitola 7.2.1. Tato korekce je velice dilezitd pro piipadné pozd¢jsi analyzy téchto latek
na pfistrojich jiného typu. Efektivni elektroforetické pohyblivosti v elektrolytech BGE I
- BGE VIII jsou uvedeny v tabulce 9. Udaje jsou pramérnymi hodnotami ze dvou

naméfenych hodnot, které se nelisily vice nez o 0,03 - 0,8 %.
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Tabulka 9: Efektivni elektroforetické pohyblivosti korigované na referenc¢ni teplotu 25 °C, Mg 25, derivati DAP stanovené metodou CZE v BGE I, II, IV a V

a metodou MEKC v BGE 111, VI, VII a VIIL

M5 ° 10’ (mz‘V_l'S_l)

Analyt BGE 1 BGE 11 BGE I1I BGE 1V BGE V BGE VI BGE VII BGE VIII
Al 4,7 —-15,7 -14,2 7,3 8,5 -9,2 14,2 -13,0
8,3 -9,1
A2 5,0 -14,8 -13,6 7,0 7,8 -16,6 -11,9 -10,8
7,7 -16,5
A3 4,8 —-14,6 -13,2 7,0 7,9 -17.,8 -11,8 -10,0
-17,6
A4 5,0 -14,5 -12,7 6,9 7,9 -21,7 -9,3 -6,8
7,8
AS 4,7 -13.9 -12,2 6,7 7,6 -23,1 -8,7 -6,1
-23,0
A6 4,4 -13.9 -11,4 6,6 8,1 -25,7 -1,2 4,9
-25,6 -0,7
El 3,5 -14,0 -11,1 6,0 7,3 -16,0 -9,4 -7,5
-15,8
E2 4,1 -14,3 -12,1 6,7 7,7 -16,2 -11,9 -9,4
7,6
E3 4,9 -13,6 -11,7 6,9 7,9 -19,2 -11,5 -9,1
-18,9
Cl 4,1 -25,2 -23,2 6,3 7,0 -10,6 -15,3 -10,5
C2 4,3 -24,0 23,6 6,3 7,4 -14,0 -12,3 7,4
C3 4,3 =233 -22,9 6,2 7,4 -20,6 -8,3 ~0
C4 -2,4 -30,4 -29,6 ~0 -10,3 -12,9 28,0 28,6
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Kationické efektivni elektroforetické pohyblivosti ur¢ené metodou CZE
v BGE I (0,5 M kyselina octova, pH 2,54) byly pomérné¢ malé z divodu kompenzace
kladn€ nabité amino skupiny N-acyl derivatd ¢astecné zapornym ndbojem dvou az tii
karboxylovych skupin. V pfipad¢ derivatu C4 se v dusledku piitomnosti Ctyf atomu
fluoru v postrannim fetézci acylu stala karboxylova skupiny natolik silnou kyselinou,
ze byla 1 vtomto kyselém pH silné disociovana, vysledny ndboj tohoto derivatu byl
zaporny a analyt se pohyboval jako aniont, tedy za markerem EOF, a jeho pohyblivost
byla také zaporna.

V zéasaditém prostredi pifi analyze metodou CZE v BGE 1I (100 mM TRIS; 50 mM
kyselina octova, pH 8,2) se vSechny analyty chovaly jako anionty. Derivaty A1-A6
a E1-E3 si byly zhlediska pomérti naboji a velikosti strukturné podobné a z toho
vyplyvaly 1 podobné efektivni elektroforetické pohyblivosti. Analyty CI1-C4
obsahovaly ve své struktufe acyl s dalsi volnou karboxylovou skupinou (krom¢ dvou
karboxylli samotné DAP), ziporny naboj tohoto volného karboxylu se projevil
zvySenou anionickou pohyblivosti téchto. U C4 je vyssi anionickd pohyblivost oproti
ostatnim strukturné podobnym derivatiim jesté patrnéjsi.

Podobné je tomu i u metody MEKC v BGE III (20 mM TRIS; 5 mM Kkyselina
fosfore¢na; 50 mM SDS, pH 8,64), kde derivaity A1-A6 a E1-E3 vykazovaly
anionickou pohyblivost vrozmezi —11,1 az —14,2 - 10 m>V's"'. Efektivni
elektroforetické pohyblivosti u C1-C4 se v disledku volné karboxylové skupiny
pohybovaly od —22,9 do -29,6 - 10~° m*V™'s".

Pro BGE IV (200 mM kyselina iminodioctovd, pH 2,28) a BGE V (100 mM
kyselina fosfore¢na; 50 mM TRIS, pH 2,18) byly pozorovany podobné zavislosti
pohyblivosti analytd na jejich struktufe jako u BGE I, krom¢ toho oba tyto zakladni
elektrolyty maji niz$i pH neZ BGE I, coz vede k v&tSimu naboji analyti a k vétSim
elektroforetickym pohyblivostem.

Metodou MEKC v kyselém BGE VI (500 mM kyselina octovd; 60 mM SDS
pH 2,54) dochézelo v disledku komplexace kladné nabitych analyt s vyrazné zaporné
nabitymi micelami dodecylsulfatu sodného k tvorbé zaporné nabit¢ho komplexu
analyt-micela. Rozdily v efektivnich elektroforetickych pohyblivostech mezi
jednotlivymi derivaty byly dany hydrofobicitou a vlastnim nabojem analytu.

U BGE VII (100 mM TRIS; 50 mM kyselina octova; 5 mM CTAB, pH 8,2)
a BGE VIII (100 mM TRIS; 50 mM kyselina octova; 10 mM CTAB, pH 8,2) byl

51



vzhledem k jejich pH vysledny naboj analyti zdporny. Jinak je tomu opét jen u derivatu
C4, u kterého se vytvotil komplex s CTAB natolik silny, ze prevladl vyrazny kladny
naboj neseny micelami CTAB. U BGE VIII doslo ke sniZeni absolutnich hodnot
pohyblivosti, coz je zptisobeno pevnéjsim komplexem zaporné nabitych analytd
s kladn¢ nabitymi micelami CTAB.

Pii syntéze derivati DAP byla pouzivana smés enantiomert a diastereomert
kyseliny 2,6-diaminopimelové a vzniklé derivaty byly smési dvou diasteomernich
forem. Tyto formy se ve vétsiné ptipadi nelisily svymi efektivnimi elektroforetickymi
pohyblivostmi, migrovaly ve smésné zoné a poskytovaly jeden pik. V nékterych
ptipadech vSak dochazelo alespon k castecnému rozdéleni téchto forem a to metodou
CZE v kyselém elektrolytu BGE V, metodou MEKC v BGE VI a BGE VII.

7.3 Separace derivatia DAP

Zakladni elektrolyty pouzivané pro separaci derivati DAP byly vybrany na zakladé¢
zjisSténych hodnot z predeslych analyz jednotlivych derivatd. Elektroforetické
pohyblivosti derivati se strukturné podobnym acylem, stanovené¢ metodou CZE byly
velmi podobné, coz pro separaci neni vhodné. Plivodni zdmér provést separaci v rezimu
CZE i MEKC byl proto zménén a separace smési derivati DAP byly provadény pouze
metodou MEKC v kyselych i alkalickych BGE s ptidavkem anionického i kationického
tensidu.

Rozd€leni analyti do smési bylo provedeno na zidkladé podobnosti chemické
struktury acylu (tabulka 10). Byly vytvofeny ctyfi skupiny smési: smés 1 byla
vytvofena z latek Al, A2, A3 obsahujicich alifaticky acyl, smés 2 z analyti A4, AS,
s alifatickym acylem a latky A6 obsahujici aromaticky acyl, smés 3 tvotily derivaty
s acyly obsahujicimi esterifikovanou karboxylovou skupinu a smés 4 se skladala

z derivatl obsahujicich v acylu volnou karboxylovou skupinu.
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Tabulka 10: Rozdéleni jednotlivych analytt do dil¢ich smési.

Smés Analyty
1 Al A2 A3
2 A4 A5 A6
3 El E2 E3
4 Cl C2 C3 C4

Separace derivati DAP byla uskute¢néna v kyselém, zasaditém 1 izoelektrickém
elektrolytu s ptidavkem povrchové aktivniho tenzidu k vytvofeni micelarni pseudofaze
a v nekterych piipadech pro moznost zajisténi lepsi separacni ucinnosti a selektivity
jeste s ptidavkem organického modifikatoru.

Separace s pfidavkem tenzidu byla provedena v nékolika zékladnich
elektrolytech:
s anionickym tenzidem (20-80 mM) SDS v:
- 20 mM TRIS; 5 mM kyselina fosforecna, pH 8,64
- 200 mM kyselina iminodioctova, pH 2,28
- 2 M kyselina octova, pH 2,18
- 500 mM kyselina octova, pH 2,54

s katonickym tenzidem (5-10 mM) CTAB v:
- 100 mM TRIS; 50 mM kyselina octova, pH 8,20
- 500 mM kyselina octova, pH 2,54

Nejlepsi separacni podminky byly nalezeny v 500 mM kyselin¢ octové s ptidavkem
60 mM SDS. Na obrazku 9 je znazornéna separace, kde ve smési 1; 2; a 4 doslo
k uplné separaci vsech latek, u smési 3 je derivat E1uplné odd€len a derivaty E2 s E3 se
piekryvaji. Bylo zkouseno i ptidani organickych modifikatort, ale poZzadované separace
dvou nerozdélenych analytii stejné¢ dosaZeno nebylo. V 500 mM kyseliné¢ octové byla
zkouSena 1 koncentrace SDS 40 a 80 mM, ale 60 mM SDS se zdéala byt optimalni
koncentraci pro tuto separaci. V tomto sytému se ndm u nékterych analytl také objevuje

efekt déleni diastereoizomert, ktery byl pozorovan uz u BGE V (100 mM kyselina
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fosforecnd; 50 mM TRIS, pH 2,18) pfi charakterizaci jednotlivych derivati.

Tyto optimalni podminky byly pouZity i pro celkovou separaci smési 11 derivath
DAP (obrazek 10). Vynechany byly analyty E2 a E3, které se nepodafilo rozdélit
v zadném z ndmi pouzitych BGE. Celkové separace bylo dosazeno v relativné kratké

dob¢ (11 min).
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Obrazek 9: MEKC separace jednotlivych smési derivati DAP v 0,5 M kyseliné octové s 60 mM SDS.
x - neidentifikované minoritni pfimési; A,g, absorbance pti vinové délce 206 nm; davkovani 10 mbar, 5 s
Slozeni BGE viz tabulka 4 a oznac¢eni analytli viz tabulka 3, ostatni experimentalni podminky viz kapitola 6.3.

55



C4
4 4
C2
A4 N
= A3 C
£ A5
3 ca |
< 5 AD A1
X o
0 T T T T T T T T
4 6 8 10 12

migraéni €as (min)

Obrazek 10: Separace 11 derivati DAP v 500 mM kyselin€ octové s 60 mM SDS.

x - neidentifikované minoritni pfimési; A, absorbance pti vinové délce 206 nm; davkovani
10 mbar, 5 s
Slozeni BGE viz tabulka 4 a oznaceni analytli viz kapitola tabulka 3, ostatni experimentalni

podminky viz 6.3.
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8 Zaver

Experimentalné¢ ziskané vysledky v této diplomové praci dokazuji, ze kapilarni
zonova elektroforéza (CZE) a micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) jsou
vhodnymi metodami pro analyzu a fyzikdlné-chemickou charakterizaci aminokyselin
a jejich derivata.

Metodami CZE a MEKC byla provedena kvalitativni analyza stanovovanych
analytti. Zahrnovala ureni chemické cCistoty nové syntetizovanych N-acyl derivati
kyseliny 2,6-diaminopimelové (DAP) pomoci relativnich korigovanych ploch pika
a stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti UV-fotometrického detektoru, ktery
byl soudasti CE analyzatoru sestrojeného na UOCHB AV CR.

Taktéz metodami CZE a MEKC byly N-acyl derivaty DAP charakterizovany
efektivnimi elektroforetickymi pohyblivostmi v nékolika zékladnich elektrolytech
v kyselé 1 alkalické oblasti pH. Zmétené elektroforetické pohyblivosti byly korigovany
na referen¢ni teplotu 25 °C.

Pro separaci strukturné velmi podobnych N-acyl derivati DAP metodou MEKC byl
hledan vhodny zékladni elektrolyt. Separace byly provedeny v kyselych 1 alkalickych
zakladnich elektrolytech, a to s pfidavkem jak anionického tenzidu dodecylsulfatu
sodného (SDS), tak i kationického tenzidu cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB).
Nejlepsi podminky separace N-acyl derivati DAP byly nalezeny v kyselém zakladnim
elektrolytu (500 mM kyselina octova, pH 2,54) s piidavkem anionického tenzidu SDS

o koncentraci 60 mM.
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