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Anotace

V prvni casti diplomové prace byly pfipraveny chemicky modifikované separacni
kapilary s eliminovanym elektroosmotickym tokem a byla v nich stanovena rezidualni
elektroosmoza v kyselém i alkalickém elektrolytu. Nésledné byly experimentalné proméfeny
migracni charakteristiky dostupnych pyrrolizidinovych alkaloidi v zakladnich elektrolytech
bez a s pridavky dodecyl siranu sodného, acetonitrilu a methanolu. Druhd ¢ast pace byla
zaméeiena na moznosti prekoncentrace fedénych pyrrolizidinovych alkaloidt v piipravenych

pokrytych i nepokrytych kapilarach.
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pokryté kapilary

Annotation

In the first part of the thesis the chemically modified separation capillaries with
eliminated electroosmotic flow were prepared and the residual electroosmosis in acidic and
alkaline electrolyte was determined. Subsequently, the migration characteristics of the
available pyrrolizidine alkaloids in background electrolytes without and with the addition of
sodium dodecyl sulfate, acetonitrile and methanol were experimentally measured. The second
part of the thesis was focused of possibilities of preconcentration of diluted pyrrolizidine

alkaloids in prepared in coated and uncoated capillaries.

Key words
Capillary zone electrophoresis, pyrrolizidine alkaloids, micellar -electrokinetic
chromatography, sweeping method, dynamic pH junction, on-line preconcentration

techniques, coated capillaries
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Seznam zkratek

APS — peroxodisiran amonny (ammonium peroxodisulfate)

BGE — zakladni elektrolyt (background electrolyte)

CE — kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

CMC — kritickd micelarni koncentrace (critical micelle concentration)

COT - vybor pro toxicitu (committee on toxicity)

CZE — kapilarni zénova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)

DMA — dimetylakrylamid (dimethylakrylamide)

DTAB — dodecyltrimetylamoniumbromid (dodecyltrimethylammonium bromide)

EDL — detektor elektronového zachytu (electron capture detector)

EOF — elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

ESI — ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

FASS — zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (field amplified sample stacking)
FSANZ — Utad pro kontrolu potravin v Australii a na Novém Zélandu (Food Standards
Australia New Zealand)

HPLC — vysokoucinné kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
LC — kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

LIF — laserem indukovana fluorescence (laser-induced fluorescence)

LOD — mez detekce (limit of detection)

LOQ — mez stanovitelnosti (limit od quantification)

LVSS — zakoncentrovéani vzorku z velkého objemu (large volume sample stacking)
MEKC — micelarni elektrokineticka chromatografie (micellar electrokinetic chromatography)
MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

PA — pyrrolizidinové alkaloidy (pyrrolizidine alkaloids)

PANO — N-oxidy pyrrolizidinovych alkaloidii (N-oxides of pyrrolizidine alkaloids)



PTFE — polytetrafluoretylen (polytetrafluoroethylene)

SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SZPI — Statni zeméd¢€lska a potravinaiska inspekce

TEMED - tetrametyletylendiamin (tetramethylethylenediamine)

tITP — pfechodné izotachoforéza (transient isotachophoresis)
UV — ultrafialové zareni (ultraviolet light)

VIS - viditelné svétlo (visible light)
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UvVoD

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou latky pfirozené se vyskytujici v fadé rostlin z riiznych
celedi. Tyto alkaloidy vykazuji po metabolické aktivaci jak aktivni, tak chronickou toxicitu,
kterou zpusobuji pyrrolové struktury, a jejich primarnim pisobistém jsou jatra. Tyto alkaloidy
se nachazi ptevazn¢ v rostlinnych zdrojich, které mohou kontaminovat zdroje, nasledné
pouzivané jako krmivo pro hospodéiska zvifata, tudiz je popsan vyskyt pyrrolizidinovych
alkaloiddi i ve zdrojich zivocisnych. Pyrrolizidinové alkaloidy se povétSinou vyskytuji
vrostlinach ve formé karboxylovych soli a po jejich disociaci je lze separovat
elektromigracnimi metodami.

Elektromigra¢ni metody jsou zalozené na pohybu nabitych castic v elektrickém poli
po vlozeni stejnosmérného napéti. Jednou z téchto modernich separacnich technik je kapilarni
zonova elektroforéza (CZE), ve které probihd analyza v kiemennych kapilarach. Vysledkem
téchto analyz je elektroforegram, na némz je zaznamendna zavislost signalu na Case. Nejvice
pouzivand je CZE s UV detekci, ktera umoznuje separovat analyty absorbujici pii vinové
délce od 200 do 400 nm.

V této diplomové praci je popsdna a experimentdlné ovéfena moznost analyzovat
pyrrolizidinové alkaloidy pomoci CZE s UV detekci v pokrytych kapilarach, byla takeé
prostudovana moznost on-line prekoncentrace fedénych vzorkd pyrrolizidinovych alkaloidi,

jak v pokrytych, tak nepokrytych kapilaréach.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilérni elektroforéza (CE) se fadi mezi moderni analytické elektromigracni separacni
metody, kterd umoziiuje rychlé a ucinné separace nabitych cCastic pfitomnych v malém
objemu vzorku. Separace je zalozena na zakladé rozdilné pohyblivosti nabitych castic
ve stejnosmérném elektrickém poli, vytvofeném vkladanim konstantniho stejnosmérného
napéti mezi elektrody. Castice mohou nabyvat riiznych velikosti, a to od jednoduchych iontt
pfes makromolekuly az po koloidni castice. Elektroforetickd pohyblivost zavisi na néboji,
ktery analyt nese, kdy ¢im vétsi je pomér a velikosti, tim vy$si mobilita a diky tomu nizsi
migracni ¢as. Elektroforetickd pohyblivost zavisi také na viskozité zdkladniho elektrolytu.
Pohyb analytd je pfimo umérny aplikovanému potencialu. Elektroforeticky lze analyzovat
1 Castice suspenzi ¢i emulzi. Elektroforéza je vyuzivanou metodou ptevazné k separaci vzorki
biologického ptivodu, jako jsou napiiklad proteiny a peptidy. Elektroforéza je vhodna i pro
analyzy séra, stanoveni organickych i anorganickych ionti, ale i chiralni separace. Jedna se o
techniku  vyuZivanou v mnoha analytickych laboratofich, vcetné¢ primyslového,
farmaceutického a biochemického vyzkumu. CE dosahuje vysoké rychlosti a nizkého limitu
detekce s nizkymi provoznimi ndklady. Praveé diky nizkym limitdm detekce lze separovat i
velmi malé mnozstvi vzorku. Podle pouzitého napéti se elektroforéza déli na nizkonapétovou

(do 300 V), stfedné napetovou (1500 V) a vysokonapét'ovou (30 000 V) [1; 2; 3; 4].

1.2 Historie

Vroce 1892 byl poprvé popsdn pohyb anorganickych castic v koloidnim roztoku
po piipojeni elektrického pole. Nésledné se ukazalo, ze podobné se pohybuji i proteiny
v koloidnim roztoku. V podobném uspotadani se elektroforéza proteini krevniho séra dodnes
pouzivé jako diagnostickd metoda pii klinickém vySetfeni. Vedle kapilarni elektroforézy
vznikla v polovin¢ Sedesatych let také kapilarni izotachoforéza a je vyuzivana jako metoda
pro analyzu smési anorganickych ¢i organickych malych iontt [3; 5].

V tiicatych letech dvacatého stoleti Svédsky elektrochemik Arne Tiselius zkonstruoval
zafizeni umoZzujici rozdélit proteiny krevniho séra, a to albumin alfa, beta a gama globulin za

pouziti elektroforézy. Za tuto prukopnickou praci dostal v roce 1948 Tiselius Nobelovu cenu

[6].
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Zatizeni pro kapilarni elektroforézu jako prvni zhotovil v roce 1967 Hjertén. Hjertén
provadél elektroforézu v podélné rotujici trubici [2; 7]. V roce 1974 Virtaen a poté Mikkers
a Everaerts vroce 1979 provedli elektroforézu v kapilarach s vnitinim primeérem zhruba
200 um vyrobenych z teflonu PTFE [1; 8].

Vroce 1981 James Wallace Jorgenson a Krynn DeArman Lukacsova objasnili
separaci riznych iontli (aminokyselin, dipeptidi a amind) zénovou elektroforézou ve velmi
tenké sklenéné kapilafe a demonstrovali tak vysokou ucinnost separace v této uzké kapilare
v porovnani s velmi rozSifenou kapalinovou chromatografii. Publikace Jorgensona
a Lukacsové o kapilarni zonové elektroforéze se dockala uznani az v roce 1989 [3; 5]. V roce

1989 se na trhu objevuje prvni komeréni ptistroj pro CE [1].

1.2.1 Elektroosmoticky tok
Elektroosmoticky tok (EOF) byl poprvé popsan v roce 1809 Ferdinandem Friedrichem

Reussem, jehoz experimenty prokazaly, ze voda mulze prosakovat skrz porézni jilové
diafragmy zésluhou aplikace elektrického pole [9].

Tento elektroosmoticky tok nékdy téz elektroendoosmoza vznikd plsobenim
stejnosmérného elektrického pole na difuzni cast elektrické dvojvrstvy u vnitini stény

kapilary, viz obr. 1.
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Obrazek 1 - Vznik EOF v kiemenné kapilate, pfevzato a upraveno z [10].

Tam se nachazi rozhrani pevné a kapalné¢ faze a pohyblivost vody je zpiisobena

ionizaci silanolovych skupin na povrchu kapilary z kiemicitého materialu kapilary, kdy tento
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material ziskava pii kontaktu s elektrolytem nehybny povrchovy naboj. Tento naboj k sob&
pfitahuje ionty opacného znaménka, protoze sténa kapilary se chova, jako by méla néboj
zaporny. V difuzni ¢asti ziistava piebytek volného ndboje a takto se vytvofi potencidlovy
rozdil, tzv. zeta potencial. EOF je jednim z hybnych sil kapilarni elektroforézy a je disledkem
fazového rozhrani mezi pohyblivou (kapalnou) ¢éasti a nepohyblivou (vnitini sténa kapilary)
casti kapilary. Pti separaci v CE dochazi soucasné jak k elektroosmoze, tak k elektroforéze.
V nabité vrstvé v pritomnosti vnéjsiho elektrického pole ziskava tekutina hybnost, ktera se
prenasi do dalSich vrstev tekutiny G¢inkem viskozity a je-li kapalna faze v kapilaie pohybliva,
dojde k jejimu proudéni [9; 11].

Pokud je rychlost elektroosmotického toku, VEOF vyssi nez rychlost elektroforézy,
VELFO, pak se vSechny ionty pohybuji jednim smérem a Ize je detekovat v jedné analyze.
Je-li kapilara rovnomérné nabitd a na obou koncich pod stejnym tlakem, je proudéni
rovnomérné v celém prifezu kapilary s vyjimkou tenké elektrické dvojvrstvy (EDL) u stény
kapilary, kde proudéni na fazovém rozhrani klesé na nulu. Samotna EOF nezptsobuje zadnou
axialni disperzi analytu a roz$ifeni zon je hlavné v disledku podélné molekularni difuze [9].

Hlavni vyhodou EOF, ve srovnani s laminarnim proudénim hydrodynamického toku,
je jeho témét pravouhly rychlostni profil v celém prufezu kapilary, na rozdil od parabolického
profilu toku, zobrazeny na obr. 2. Znamena to, ze jeho piispévek k celkové disperzi zon

analyti je pfi elektromigracni separaci minimalni [11].

laminarni tok

f
|
\/

+ = —
>

anoda katoda

clektroosmoticky tok

Obrazek 2 - Rozdil mezi lamindrnim tokem a pistovym tokem EOF a jejich vlivem na tvar

piku, nahote: parabolicky profil toku, dole: pistovy profil toku, ptevzato a upraveno z [10].
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Dalsi vyhodou EOF je, ze je to uziteCny prostfedek k transportu analytl a pufru
v mikrofluidnim systému. Také potiebné napéti je nezavislé na poloméru kapiléry, a proto je
EOF vyhodny pro transport nekonecné¢ malych objemu tekutiny velmi tzkymi kapildrami.
EOF umoznuje detekci iontli s opacnymi znaménky v jedné analyze, snizuje ¢as samotné
analyzy a umoziluje provoz mikrozatizeni v kontinudlnim rezimu. Nevyhodou EOF je, Ze
jakékoli odchyleni od jeho klasického tvaru zpiisobuje rozsifovani zon [9].

Disociace silanolovych skupin v kfemenné kapilare je siln€¢ zavisla na pH nosného
elektrolytu, kdy mezi pH 3-8 silné€ stoupa EOF a ptevysuje elektroforetickou pohyblivost, viz
obr. 3. Tato zdvislost znamend, ze EOF lze jednoduse regulovat zménou pH elektrolytu,

upravou vnitiniho povrchu kapilary anebo vnéjsim elektrickym polem [11].

OH OH OH OH Vysoké pH o O o O

L L . >~ .

S 1 S1 1  E Qi i S i
Nizké pH

Obrézek 3 - Disociace silanolovych skupin, pievzato a upraveno z [12].

1.2.2 Zakladni vztahy

Elektroforeticka pohyblivost u nabité Castice je jeji rychlost pohybu v elektrickém
poli o jednotkové intenzité. Jestlize jsou na zaCatku separace Castice na stejném misté, pak se
behem separace dostavaji do popiedi ty Castice, které maji vétsi pohyblivost a Castice s nizsi
pohyblivosti ziistdvaji opozdéné a dochdzi k jejich odde€leni. Elektrickd sila F pisobi na
nabitou ¢astici s ndbojem ¢

Fi=Q+E (1)
a uvadi tak ¢astici do pohybu. Elektricka sila je pfimo imérna sile elektrického pole E. Proti

elektricke sile piisobni sila tfeci, dand Stokesovym zakonem,

Fy =—6xm*n*xr*v 2)
kde v je rychlost pohybu iontu a 7 je viskozita prostiedi. Pii rovnosti téchto opacnych sil 1ze
psat

F, =-F, (3)
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a vysledny pohyb iontl v roztoku je dan plisobenim téchto dvou sil. B¢hem elektroforézy je

dosazeno ustaleného stavu, kdy obé¢ sily jsou si rovné, ale maji opacny smér [12].

qxE=—-6*xmxn*xr*xv 4)
Pro dany ion je v urcitém prostfedi jeho mobilita konstantni. Rychlost ionti v elektrickém

poli je poté urena vztahem

V= Wep * E (5)

Vztah pro vypocet elektroforetické pohyblivosti pep 1ze vyjadiit kombinaci vztahii (4 a 5)

Hop = — (6)

BT *T

Z této rovnice vyplyva, ze elektroforetickd pohyblivost je piimo umérnd svému ndboji a
nepiimo umeérna jeho velikosti a viskozité prostfedi. Separace kapildrni elektroforézou se
udava pomoci migracnich cast t, elektroforetickou pohyblivosti pep , selektivitou separace o a
rozliSenim R [3; 12].

Pohyblivost slabych elektrolytl je zavisla na jejich disociaci a to znamena, ze i na pH daného
prostfedi. Vztazenim pohyblivosti slabych elektrolyti k danému pH, iontové sile a teploté se
dostane efektivni pohyblivost. Této zavislosti pohyblivosti na pH se Casto vyuziva pfi

separaci amfolyti.
Elektroosmoticky tok lze urcit z rovnice, kde
Veo = Meo * E (7)

Veo j€ rychlost elektroosmotického toku, E je jednotkova intenzita elektrického pole.

Elektroosmotickd mobilita m,, 1ze vyjadfit rovnici,

Meo = €L/M (8)
kde C je elektrokineticky potencial, n je viskozita roztoku a & je relativni permitivita

(dielektricka konstanta) roztoku [11].
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1.3 Instrumentace

Instrumentalni systém kapilarni elektroforézy (obrazek €. 4) se sklada z davkovaciho
zafizeni, kapilary, elektrod, nadobky se zdkladnim pufrem a nadobky se vzorkem, zdroje

vysokého napéti a detektoru na konci kapilary, ktery zaznamenéava migrujici zony vzorku [3].

smér toku

[
( délka kapildry \ |
(20-100 cm) Cal O -
i
- detektor vyhodnoceni
A zdroj 1
-7 ) vysokého napéti 2 oy
V|9 (5-30kV) = 2| Y
[ — > r_ =N
- +]- -+1- .
2 14 Tos _t
pufr/vzorek ufr .
po nadavkovani " po detekci

Obrézek 4 - Nékres zatizeni pro CE, pievzato a upraveno z [14].

1.3.1 Kapilary

Mezi nejvice pouzivané kapilary v kapilarni elektroforéze patii kiemenné, které jsou
velmi kiehké, a proto se pokryvaji tenkou vrstvou polyimidu. Jejich délka je vétSinou cca 30
az 80 cm a jejich vnitini pramér byva typicky 50 ¢i 75 pm. Kviili malému vnitfnimu praméru
kapilar je mozné velmi dobte odvadét Jouleovo teplo, ¢imz je mozné pouzivat vysoké napéti
v fadech kilovolti a tim dosahovat rychlych separaci a vysokych ucinnosti. Miniaturizace
kapilar je téZ zakladem vysoké citlivosti kapilarni zonové elektroforézy [11].

Efektivni délka, je délka kapilary od jejiho zacatku k detektoru. Celkova délka
kapilary je tak o 5 aZz 10 cm vétsi nez jeji efektivni délka. Detekéni okno lze vytvofit
opalenim vrchni vrstvy polyimidu a o€isténim ethanolem. U pokrytych kapilar neni vhodné
pouzivat plamen z ditvodu poSkozeni vnitiniho pokryti a v takovém piipad€ je vhodné pouzit
vrouci H2SO4, horky KOH anebo pokryti mechanicky odstranit ziletkou [13].

Pravé tyto odolné kiemenné kapilary jsou velkou vyhodou CZE, protoze je mozné je
promyvat 1 znacn¢ agresivnimi ¢inidly, napiiklad roztokem NaOH, coz umoziuje i1 analyzy
velmi znecisténych vzorkl, jako jsou odpadni vody. Zminéné Jouleovo teplo produkuje

v kapiléfe teplotni gradient, ktery ma parabolicky tvar s nejvyssi teplotou uprostfed a nejnizsi
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u chlazenych stén kapilary. Se vzristem teploty o 1 K dochazi ke vzristu mobility iontli cca
0 2 %, tento teplotni gradient pfispiva k rozSifovani zén béhem migrace, kdy u chlazenych

stén kapilary ionty migruji pomaleji nez v jejim stiedu [2].

1.3.2 Detekce

Detekce v kapilarni elektroforéze je stejné¢ dilezitd jako v jakémkoli jiném
analytickém zafizeni a je spojena s nckolika typy detektori, jako je naptiklad
elektrochemicky, vodivostni, fotochemicky, fluorescen¢ni anebo hmotnostné spektrometricky
detektor. V CE je mozné dosahnout meze detekce az 10™ mol/l [3].

Spektrofotometrické¢ detektory musi byt velmi citlivé z divodu malého priméru
kapilary a jsou zalozeny na sledovani absorpce ultrafialového (UV) nebo viditelného svétla
(VIS), které funguji na bazi diodového pole. Je moZné vyuzivat laserem indukovanou
fluorescenci (LIF), nebo je také vhodné spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim

spektrometrem (MS), kde je mozné ziskat kvantitu a souCasn¢ analyt identifikovat [1].

1.3.2.1 UV/VIS detektor

Spektrofotometrické detektory jsou zalozeny na absorpci UV nebo viditelného svétla.
Detekce muze byt provedena zpravidla off-line anebo on-line. Pti off-line detekci zony
opoustéji celu, jednotlivé frakce jsou sbirdny a méfeny pod fotometrem. Prvni on-line detekci
vyvinul Hjertén, kdy detekéni cela pro méfeni absorpce svétla je soucasti kapilary.

Zdrojem zateni pro UV oblast byvaji nejcastéji deuteriové (D2) vybojky, ale mohou
byt pouzity 1 naptiklad kadmiové (229, 326 nm) nebo rtutové (254 nm) vybojky. Jako zdroj
zateni pro viditelnou oblast je vhodnad wolframova lampa [3].

Detektory s fotodiodovym polem piinasi fadi vyhod oproti detekci s pevnou vinovou
délkou. VSechny slouceniny jsou detekovany pii pevné vinové délce v béznych
fotometrickych detektorech, které mohou mit riznou hodnotu Amax. Ve fotodiodovém poli
jsou zaznamenana spektra vSech slouCenin a stanovi se Amax pro kazdy jeden analyt. Diky
tomu je dosaZena maximalni detekce vSech analyzovanych latek. Zateni z lampy je zaméteno
na okénko v separatni kapilafe, a to Stérbinou prochdzi do holografického miiZzkového
polychromatoru. Celé spektrum vinovych délek z UV 1 viditelné oblasti je snimano fadou

fotodiod a signal je zaznamendn do pocitace [3].
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1.3.2.2 Vodivostni detektor

Vodivostni detektory jsou zalozeny na meéfeni vodivosti, respektive poklesu napéti
v zakladnim elektrolytu (BGE). Tyto detektory jsou neselektivni a umoziuji detekovat zonu
jakékoliv slouceniny s odlisnou efektivni mobilitou od BGE. Vodivost zony s analytem se 1isi
od vodivosti elektrolytu, a pravé tato zména je zaznamenana detektorem. Pokud dojde
k tomu, ze vodivost zony analytu se lisi minimalné nebo neli$i od vodivosti ionti v BGE,

nelze spravné analyty detekovat [3].

1.3.2.3 Amperometricky detektor

Pii amperometrické detekci je redoxni potencidl zaznamenan na povrchu elektrody.
Ionty jsou oxidovany nebo redukovany po priuchodu detekéni celou. Rozsah potencialu, ktery
lze vyuzit, zavisi na pouzitém rozpoustédle a materidlu elektrod, ten mize byt naptiklad ze
skelného uhliku. Amperometrickd detekce probihd primarné off-line, protoze v CE je pouzito
vysokonapétové pole a umisténi amperometrického detektoru v kapilafe nebylo z tohoto
divodu mozné. Pozdé&ji byly vyvinuty navrhy, kdy oddélné zony analytu byly transportovany
do detek¢ni kapilary, kterd je spojend se separacni kapilarou specialné vyvinutym elektricky
vodivym spojem z porézniho skla. Amperometrické detektory jsou vyrazné citlivé, kdy lze

detekovat nanomoly (10 mol/l) az attomoly (10'® mol/1) [3].

1.3.2.4 Fluorescen¢ni detektor

Fluorescence je jev, kdy molekularni systém absorbuje foton a tim dojde k vybuzeni
do excitovaného stavu. Systém se poté vraci do zakladniho stavu emitovanim fotonu. Toto
emitované fluorescencni zafeni je méteno detektorem. Molekuly, které ptirozené fluoreskuyi,
se méfi piimo a 1ze dosahnout velmi nizkych hodnot mezi detekce. Fluorescencni detekce je
citlivgjsi neZ detekce absorbance, ale je selektivnéjsi [3].

V nejjednodussim usporadani je jako zdroj budiciho zatfeni pouzita rtutova vybojka
(365 nm), jako dals$i mize byt pouzita xenonova vybojka, kterd poskytuje budici zéateni
v celém spektru UV-VIS. Intenzita fluorescence je piimo Umérna prave intenzité¢ pouzitého
budiciho zéfeni, proto je vhodné pouziti laserii. Nevyhodou ale je, Ze u laserti nelze posouvat
vlnovou délku emise k absorpénimu maximu dané slouceniny a jen omezené mnozstvi
sloucenin lze méfit ptimo. Proto je zde vhodné provést derivatizaci sloucenin tak, aby se
ptevedly na slouceniny poskytujici fluorescenci. Jako derivatizani Cinidla se pouzivaji

napiiklad naftalen, dansylchlorid, nebo fluorescamin. Samotna derivatiza¢ni reakce by méla
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probihat rychle, s vysokym vytéZzkem a poskytovat pouze jeden derivatiza¢ni produkt. Mez

detekce fluorescenénich detektort se pohybuje od 10 do 10 mol/l [3].

1.3.2.5 Hmotnostni detektor

Hmotnostni detektor funguje na principu bombardovani analytu svazkem elektronti, az
dojde k rozbiti molekuly na iontové fragmenty. Vysledny soubor nabitych ¢astic je rozdélen
dle poméru hmotnosti k naboji. Ziskany zaznam se nazyva hmotnostni spektrum [3].

Spojeni hmotnostni spektrometrie s kapilarni elektroforézou predstavuje univerzalni,
selektivni a vysoce citlivou detekéni metodu. Ve spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnostnim spektrometrem jsou potfebné velmi nizké pritoky, cca nanolitry za minutu, a
udrzeni vysokého napéti na spojeni kapilar. Nejvétsi prilom ve spojeni CE-MS nastal pii

zavedeni ionizace elektrosprejem (ESI) [14].

1.4 Utinnost separace v kapilarni elektroforéze

V disledku odporu proti prevodu hmoty nastava v klasické HPLC rozsitovani piku,
avsak prti kapilarni elektroforéze jsou piky tzké a nastava pouze minimalni rozsifovani zony.
Dtvodem je elektroosmoticky tok, jehoz pistovy rychlostni profil zajistuje neseni slozek
vzorku stejnou rychlosti po celé délce kapilary [9].

Projevem jednotlivych zon prochéazejicich kapilarou je odezva detektoru pred koncem
kapilary, ktera mé charakter piku. Kvalitativni charakteristikou je migracni cas latky a
kvantitativni charakteristikou je plocha piku. Pokud je pik Gaussovského tvaru (neni

frontujici ani chvostujici), 1ze vyjadfit i dalsi charakteristiky [15].

1.4.1 Pocet teoretickych pater
Separa¢ni Uc€innost (N) v CZE se vyjadiuje stejnym parametrem jako v HPLC, a to

poctem teoretickych pater,

v=() ©)

g

N = 5,54*( ‘ )2 (10)

Wi/2
kde / je efektivni délka kapilary, ¢ vyjadiuje smérodatnou odchylku a w;. je Sitka piku
v poloviné jeho vysky [16].

Utinnost Ize vyjadfit i z jiného vztahu, kde misto parametru §itky piku v poloviné jeho vysky

je vyuzita Sitka piku pfi zékladné,
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N =16 * (%m)2 (11)

kde #, je migracni Cas latky a w vyjadiuje Sitku piku pii zakladné [12; 15; 17].

1.4.2 RozliSeni
RozliSeni (Ry) je mirou separace dvou pika. Pii Ry = 1,5 Ize povazovat piky latek za

kvantitativné oddélné. Vypocita se ze vztahu, ve kterém

R, = Z(mz=tm1) (12)

W2+W1
jsou tmi, tm2 migracni Casy latek 1 a 2, a w;, w2 jsou Sitky pika latek 1 a 2 pfti jejich zdkladné

[15].

1.4.3 Mez detekce, mez stanovitelnosti

Dalsi z dilezitych charakteristik jakékoli analytické metody je uréeni meze detekce
(LOD), respektive meze stanovitelnosti (LOQ). Jednou z metod, jak LOD urcit, je metoda
postupného zied'ovani, kdy davkovany analyt postupné fedime az do chvile, kdy signal
naméieny detektorem ma 3x vétsi vySku nez primérny Sum. Tento stav definuje nejnizsi
spolehlivé detekovatelnou koncentraci. Dal$i moznosti je vypocitat statisticky praimérny Sum
zakladni linie nejlépe ze slepého pokusu a zkalibracni kiivky odecist odpovidajici
koncentraci. LOQ odpovida mnozZstvi, které lze spolehlivé detekovat, ale i stanovit a je

nejcasteji 3,3 nasobkem meze detekce [15].

1.5 Elektromigrac¢ni techniky

1.5.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Principem kapilarni zoénové elektroforézy je migrace vzorku v prostiedi zdkladniho
elektrolytu, ktery vede veskery elektricky proud. Slozeni zédkladniho elektrolytu je konstantni
v celé délce migraéni drédhy a neménné v Case. Specificka vodivost v celé kapilafe je
konstantni pfed 1 béhem analyzy, a pii prichodu elektrického proudu timto roztokem je
intenzita elektrického pole jednotnd v celé kapilafe. Pro separaci je nutné, aby efektivni
mobility a migracni rychlosti byly riizné, a takového stavu je mozné docilit vhodnou volbou
BGE. Samotné separace pak probih4 tak, Ze se do kapilary naplnéné pracovnim elektrolytem
nadavkuje vzorek a po vlozeni elektrického pole za¢ne protékat elektricky proud. Jednotlivé
slozky vzorku za¢nou migrovat riznymi rychlostmi a dojde k jejich vzajemnému oddéleni
[2].
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1.5.2 Izoelektricka fokusace

Pii izoelektrické fokusaci jsou d¢leny amfoterni latky na zdkladé jejich
izoelektrickych bodu (distribuce kladnych a zapornych naboji v molekule). Mezi typické
amfolyty se fadi aminokyseliny, peptidy a bilkoviny. Jestlize je pH prostfedi vyssi nez
izoelektricky bod, amfolyt se nachazi ve form¢ zaporné Castice. Pokud je pH nizsi, prevliada
kladna forma amfolytu. Samotnd elektromigrace probiha v prostfedi gradientu pH, ktery je
vytvoifen pusobenim elektrického pole na smés amfolytl. Délené latky pak ve smési migruji
do té¢ doby, nez doputuji do té ¢asti, kde je pH rovno jejich izoelektrickému bodu. V tomto
misté se molekula stava elektroneutralni. Kazdy amfolyt ma pfedem vyhrazené konecéné
misto, kam doputuje, kde se zakoncentruje a poté detekuje. Po ustaleni je tieba fokusované
z6ny mobilizovat bud’ hydrodynamickym tokem nebo elektroeluci. Detekce je poté provedena

na jednom konci kapilary za pomoci UV detektoru [1; 11].

1.5.3 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Miceldrni elektrokinetickd separace (MEKC, obr. 7) je technika slouzici k déleni
analytid a nenabitych ¢astic. MEKC v sobé zahrnuje prvky chromatografie i elektroforézy.
Ackoli MEKC vyuziva elektrické pole jako hnaci silu pro migraci analyti zplsobem
podobnym kapilarni zonové elektroforéze (CZE), rozdil mezi MEKC a CZE spoc¢iva v jejich
separa¢nim mechanismu. Separace pomoci CZE je zaloZena na rozdilu v elektroforetické
pohyblivosti iontl, oproti tomu MEKC vyuziva rozdilu v rozdé€lovacim poméru sloucenin
mezi vodnou a micelarni fazi (presnéji pseudostacionarni fazi) [18].

Micelarni faze je tvofena micelami (obr. 5), které vznikaji v roztoku BGE po ptidani
tenzidu o koncentraci vyssi, nez je jeho kriticka micelarni koncentrace (CMC) [3].

CH3(CH3)110503

SD3 je detergent

uhhlcaty nabita
fetézec skupina

gﬁ%

S
T

\

micela mn:ela
s hydrofobni ofilnd
dutinou utmnu

Obrazek 5 - Micely, ptevzato z [19].



Kritickd micelarni koncentrace (obr. 6) je mezni koncentrace povrchové aktivni latky,

kdy se spolu za¢nou molekuly této povrchové aktivni latky shlukovat, a tak vytvareji micely.

vlastnosti téchto povrchové aktivnich latek. Micely jsou slouceniny s charakteristickou
amfipatickou molekularni strukturou, kdy ve vodném prostredi hydrofobni fetézce tvoii jadro

micel a hydrofilni hlavicky sméfuji do roztoku [20].

cme Aok

—sVlastnost

Osmoticky tlak

Povrchové napéti

Molarni vodivost

—  Koncentrace

Obrazek 6 - Fyzikalni vlastnosti a jejich zména pii dosaZeni kritické micelarni koncentrace,

prevzato a upraveno z [21].

Micely na svém povrchu nesou zaporny naboj a pfirozené by migrovaly smérem
k anodé, ale EOF, ktery je dostatecné silny a migruje ke katodé, je strhavé s sebou a vysledny
pohyb micel je v kapilare ve stejném smeéru jako elektroosmoticky tok (obr. 7). Micely mohou
migrovat 1 opacnym smérem, ke katod€, pokud by na svém povrchu nesly ndboj kladny.
V technice MEKC se nejcastéji pouziva aniontovy tenzid dodecyl siran sodny (SDS), protoze
obsahuje vysokou hladinu surfaktantt [1; 22; 23].

MEKC dokaze oddélit nejen iontové slouceniny, ale také neiontové slouceniny
soucasné. Separacni mechanismus MEKC je vice podobny mechanismu vysokouéinné
kapalinové chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC) neZ elektroforéze. Technika MEKC
dosahuje vyssi ucinnosti, kdy divodem je ptedevsSim rozdil v profilu pritoku v kapildrni
trubici od HPLC [18].
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Separace se provadi za pouziti BGE svysokym pH, které zajiStuje dostatecny
elektroosmoticky tok. Retencni ¢as t pro neutrdlni slozky se vzdy nachazi mezi retenénim
¢asem neutralniho inertu, ktery pseudostacionarni faze nezadrzuje (t) a retencnim ¢asem micel
(tme). Latky s vy$$Simi hodnotami reten¢nich casii jsou vice zadrzované micelami. Extrémné

hydrofobni slozka miiZze byt zahrnuta do micel a detekovana pii ¢ase tme. [22; 24].
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Obrazek 7 - Schématicky princip MEKC, pfevzato a upraveno z [25].

1.5.4 Izotachoforéza

Izotachoforéza je elektromigracni separacni technika, kdy se vzorek dévkuje mezi
vedouci a koncovy elektrolyt a latky se poté déli dle jejich elektroforetickych mobilit a ion
migruje elektrickym polem. Smés se déli pfi konstantnim proudu v gradientu vysokého
napéti. Zény jsou sevieny mezi vedoucim a koncovym elektrolytem a k mistu detekce se
pohybuji stale stejnou rychlosti [3].

Pti izotachoforéze lze v jedné analyze separovat bud’ pouze kationty, anebo pouze
anionty, a pravé kromé& separovanych kationtli nebo aniontli jsou obsaZeny i opacné nabité
ionty, tzv. protiionty, které zachovavaji elektroneutralitu v zonach. Po néjaké dobé se ustali
stacionarni stav, ve kterém se vSechny zoény pohybuji neménnou a stejnou rychlosti, a v némz
jsou kationty sefazeny podle klesajici pohyblivosti. Jednotlivé zony jsou v tomto stavu velmi

ostré, protoze zde plsobi samozaostiujici efekt, tzn. pokud kation vlivem difuze opusti svou
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z6nu a dostane se do zény s méné pohyblivymi kationty, zacne na néj plsobit vétsi gradient
potencidlu, tim se kation urychli a dostane se zpét do své zoény. Vysledny zidznam
izotachoforézy se nazyva izotachoforegram a ma svij charakteristicky prabéh, kdy informaci
o kvalité poskytuje vyska zony, o kvantité€ jeji Sitka [26].

Iontové slouceniny migruji v disktrétnich zénach stejnou rychlosti mezi dvéma
iontovymi roztoky, mezi vedoucim elektrolytem, ten ma nejvyssi pohyblivost a koncovym
elektrolytem, ten ma pohyblivost nejnizsi. Analyty migruji mezi témito elektrolyty dle své
individualni pohyblivosti. V tomto nespojitém systému se meni elektrické pole, ¢imz se
udrzuje rovnomérna rychlost migrace latek, a brani se tak miseni zon. Izotachoforeticky
princip lze vyuzivat pro prekoncentraci vzorkd pted separaci v kapilarni elektroforéze. Je

mozné tak dosdhnout az stonasobného zvyseni citlivosti [27].

1.5.5 Afinitni kapilarni elektroforéza

Afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) se vyuziva pievdzné v biochemii pro déleni
makromolekul prostiednictvim specifické reverzibilni interakce jako naptiklad vazba enzymu
substratem nebo protilatky s antigenem [3].

ACE je vhodna predevs§im pro studium riznych nekovalentnich interakci a stanoveni
vazebnych konstant a stechiometrii. Nekovalentni intermolekularni interakce jsou
vSudypfitomné v chemickych a biochemickych systémech. Vazebné konstanty poskytuji
zakladni méfitko afinity rozpusténé latky k ligandu. Jejich stanoveni je dllezity krok v popisu

molekularnich interakci [28].

1.5.6 Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) byla objevena v roce 1990. CEC je zaloZena
na spojeni metod kapalinové chromatografie (HPLC) a kapilarni elektroforézy (CE). Pohyb
v CEC je zplsoben elektroosmotickym tokem vzniklym diky pfipojeni elektrického pole.
Jsou zde zachovany vyhody obou metod, ze kterych vzeSla, a to vyS$$i ucinnost a
jednoduchost instrumentace z CE, vyssi kapacita a selektivita kolony zplisobend interakcei se
stacionarni fazi, tak jako v HPLC. V CEC dochazi k separaci analytli dvojim mechanismem.
Elektroneutralni i ionizované latky jsou rozseparovany na zaklad€ rozdilnych interakci se
stacionarni fazi jako v klasické chromatografii, ale ionizované latky se navic pohybuji
v elektrickém poli jejich efektivnimi pohyblivostmi, ¢imZ je dosazeno pravé vétsi selektivity

separace [3].
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CEC se podoba CE vtom, Ze se pouzivaji kolony s malym vnitfnim primérem
(50-100 um), aby se maximalizoval pomér povrchové plochy k objemu a mohlo byt
odvadéno ohmicky generované teplo a tim se minimalizovaly teplotni gradienty, které by
mohly zptsobit rozsiteni zony. CEC je technika vhodné pro separace velmi slozitych smési
ptfirodnich produktd a biologickych sloucenin, jako jsou smési triglyceridl, karotenoidi

a flavonoidu [29].

1.6 Metody pouzivané k zakoncentrovani vzorku

Kapilarni zénova elektroforéza dosahuje nizs$i citlivosti nezli Casto pouzivana
kapalinova chromatografie, a to z divodu davkovéani velmi malych objemti vzorku (cca
nanolitrit). Jako dalsi divod lze uvést kratkou absorpéni drahu detek¢niho paprsku
vyuzivaného pfi méteni spektralnim detektorem. Tyto citlivostni nedostatky lze eliminovat
technikami realizovanymi pomoci zmén elektrického ¢i chemického pole v kapilare. Témito
technikami lze v CE zvysit citlivost detekce, protoze slozky analytu je takto mozné
zakoncentrovat do velmi uzkych zon a zvysit tak jejich koncentraci pied provedenim samotné
detekce [30; 31].

Citlivost detekce 1ze zvysit ipravami konstrukce detektorti nebo 1ze vyuzit technik, jako
je napiiklad laserem indukovana fluorescence (LIF) nebo hmotnostni spektrometrie (MS).

N 24

prekoncetrace [30; 31].
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Obrazek 8 - Moznosti prekoncentraci v kapilarni elektroforéze, ptevzato a upraveno z [30].
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Mezi off-line techniky prekoncentrace vzorku lze zaradit extrakci kapalina-kapalina,
extrakci pevnou fazi nebo elektrokinetickou membranovou extrakci (EME). Tyto
prekoncentracni techniky (obr. 8), ve srovnani s témi on-line vSak nejsou dostate¢né ptiznive,
zdavodu dlouhého zpracovani a cCasové narocnosti. Mezi hlavni on-line techniky
prekoncentrace vzorku lze tadit zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (FASS),
zakoncentrovani ptrechodnym pH rozhranim, zakoncentrovani vzorku z velkého objemu

(LVSS), techniku sweepingu a dalsi [30; 31].

1.6.1 Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole

Z n¢kolika on-line prekoncentracnich technik je zakoncentrovani vzorku zesilenim
pole nejjednodussi a nejbéznéjsi. Pii FASS je hydrodynamicky davkovan vzorek s nizkou
vodivosti do kapilary naplnéné vysokovodivostnim zdkladnim elektrolytem. Protoze intenzita
elektrického pole je nepfimo iimérné vodivosti, je na vzorkovou zénu aplikovano vyssi pole
nez na zonu s BGE. Elektroforetickd migrace iontovych analytt je tedy ve vzorku rychlejsi
nez v BGE, coz zplsobuje zakoncentrovani analyt na hranici vzorku a elektrolytu. Néasledna

separace probiha s uzsi zonou vzorku. I kdyz je vodivost vzorku omezena, 1ze dosahnout az

stonasobného zvySeni citlivosti detekce naddvkovanim dlouhé zony vzorku [30; 31].

1.6.2 Zakoncentrovani prechodnym pH rozhranim

Metoda prechodného pH rozhrani (dynamic pH junction) je zaloZena na rozdilné
ionizaci, presnéji efektivni mobilit¢ slabé zasaditych a slabé kyselych vzorkitl (kazdy
elektrolyt ma jiné pH) ve vice segmentovém systému elektrolytu. Zakladnim ptedpokladem
je, ze naptiklad slaba kyselina je protonovana pii nizkém pH a ionizovana pii vysokém pH.
Proto je pomoci kyselé matrice vzorku mozné koncentrovat slabé kyseliny na hranici pH,
kterd se pohybuje vzorkem. Tato technika se v nékterych ohledech velmi podoba
izoelektrické fokusaci, s tim rozdilem, Ze v metod¢ pfechodného pH rozhrani se pouziva
stupniovity gradient ke koncentraci slabych kyselin, zasad a amfolytii [32].

Obecné ma matrice vzorku niz$i hodnotu pH, nezli je pKa analytu a zikladni
elektrolyt ma pH naopak vyssi, neZ je pravé pKa tohoto analytu. Kapildra se nejprve naplni
elektrolytem a poté se davkuje zona delSi nez obvykla zona vzorku. Po aplikovani napéti
vstupuje matrice do oblasti zdkladniho elektrolytu. Na rozhrani se timto vytvoii pfechodny
pH gradient, ktery udéluje molekulam analytu nédboj a zvySuje tak jejich efektivni pohyblivost
a analyt fokusuje do uzké zony [30; 33].
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Pokud vSak nadavkujeme velky objem vzorku, muze dojit k vyraznému poklesu

efektivity. Tato metoda nachdzi uplatnéni v sekvenovani DNA a analyze 1éCiv [34].

1.6.3 Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu

Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu (LVSS) je dalsi prekoncentra¢ni metodou,
pfi které se davkuje velky objem vzorku s nizkou vodivosti do celého objemu kapiléry. Je zde
nutné, aby matrice migrovala z kapilary ven jejim nastfikovym koncem, coz je zajisténo bud’
elektroosmotickym tokem anebo pouzitim vnéjsiho tlaku. Tento zbytek vzorku kromé analytu
migruje z kapilary ven v opacném sméru, nez migruji analyty. Analyty musi migrovat rychleji
nez matrice, aby doslo k jejimu odstranéni. Z tohoto principu vychazi, ze v jedné analyze lze

zakoncentrovat bud’ pouze kationty anebo anionty [30].

1.6.4 Technika nameteni

Technika nameteni (sweeping) je on-line technika prekoncentrace vzorki, ktera
zlepsuje citlivost kapilarni elektroforézy. Sweeping je definovan jako jev, kdy jsou analyty
zachycovany a koncentrovany pseudostacionarni fazi, ktera pronika do zony vzorku bez této
faze. Analyt je touto technikou zaostfen do tzkych past v kapilafe a je zvySen objem vzorku,
ktery 1ze davkovat bez ztraty ucinnosti. Pfi této technice 1ze necistoty z matrice velmi G¢inné
odstranit [35; 36].

Provedeni sweepingu spoc¢ivd v pfiddni micelotvornych latek do zékladniho
elektrolytu, ale kapilara ani vzorek toto Cinidlo neobsahuji. Poté dochazi k interakci mezi
analytem (ion, neutralni latka) a pseudostacionarni fazi (aditivum), kterd pronika do Siroké
oblasti vzorku, a pravé na tomto rozhrani dochézi k zakoncentrovani neboli nameteni vzorku
do tzkého pasma. Sweeping je nezdvisly na elektroosmotickém toku a probihd optimalné,
pokud je vodivost vzorku podobné vodivosti zékladniho elektrolytu. Sweeping je G€inny pro
neutralni i nabité analyty, které maji silnou afinitu k pseudostacionarni fazi [35].

Vseobecné se jako aditiva pouzivaji aniontové micely jako je dodecylsulfat sodny
(SDS) a zlucové soli. Pro separace aniontovych analytl se pouzivaji tenzidy kationtové nebo
neiontové, jako je dodecyltrimethylamoniumbromid (DTAB), cetyltrimethylamoniumbromid

(CTAB), nebo mikroemulze a sulfatované cyklodextriny [30; 33; 35].
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1.7 Pyrrolizidinové alkaloidy

Alkaloidy jsou skupinou sloucenin obsahujici dusik a mohou byt slozeny z jednoho ¢i
vice atomll dusiku v rdmci heterocyklického kruhu. Termin alkaloid je odvozen ze slova
alkali-like neboli podobny alkéliim, a to proto, Ze zde neni pfesn¢ definovana hranice mezi
alkaloidy a pfirozen¢ se vyskytujici komplexni aminy [37].

Pyrrolizidinové alkaloidy (PA) jsou pfirozené se vyskytujici fytotoxiny jako sekundarni
metabolity velkého mnozstvi rostlin po celém svété, kdy cca 3 % kvetoucich rostlin je
schopno vytvaiet PA jako obranny mechanismus proti hmyzim $kiidcim. Pyrrolizidinové
alkaloidy jsou velkou skupinou cca 25 alkaloidi produkovanych asi 6000 rostlinnymi druhy,
spadajicich do 13 rtiznych Celedi. Az 95 % znamych PA se nachazi v pouze péti Celedich
rostlin a to, Asteraceae, Boraginaceae, Fabaceae, Orchidaceae a Apocynaceae. Celkovy
obsah PA v rostlindich zdvisi na cel¢ tfad¢ faktorGi (druh, ro¢ni obdobi, umisténi atd.)

[38; 39; 40].
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Obrazek 9 - Chemicka struktura pyrrolizidinovych alkaloidt, pfevzato z [41].

Chemicka struktura, kterd je znazornéna na obrazku 9, ve vSech PA zahrnuje dva
kondenzované pyrolové kruhy s dusikovym heteroatomem, sklddajici se ze dvou strukturnich
slozek, a to necinové baze (aminoalkohol odvozeny od pyrrolizidinu) a necinové kyseliny
odvozené od vétvenych aminokyselin, jako je naptiklad valin, threonin, leucin, izoleucin.
Existuji dvé hlavni skupiny PA, 1,2-nenasycené PA a nasycené PA. 1,2-nenasycené¢ PA lze

tfidit na retronecinovy, heliotridinovy a otonecinovy typ, zatimco platynecinovy typ odpovida
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nasycenym PA. Retronecinovy a heliotridinovy typ vykazuje bicyklicky kruh a maji
diastereoisomery v poloze 7, otonecinovy typ je oxidovan v poloze 8 s monocyklickym

kruhem [41].

1.7.1 Toxicita pyrrolizidinovych alkaloidi

K toxicité pyrrolizidinovych alkaloidli dochazi po jejich metabolické aktivaci. Rizné
konkuren¢ni metabolické cesty mohou vést bud'to k detoxikaci nebo otravé. Experimentalni
toxikologie dokazuje, ze PA maji jak akutni, tak chronickou toxicitu, kdy primarnim mistem
metabolické aktivace jsou jatra [42].

Toxicitu PA definuje jiz vySe zminéna chemicka struktura (obr. 9), kdy pro toxické
ucinky jsou relevantni pouze 1,2-dehydropyrrolizidinové alkaloidy, jinak jsou povazovany za
netoxické. Toxicita vyzaduje metabolickou aktivaci reaktivnich sloucenin a tyto metabolity
vznikaji pisobenim enzymi CYP 3A4 a poté se vaZzou na makromolekuly, véetné¢ DNA.
Pouze relativné mala ¢ast je v nezménéné formé a vétSina metabolitli je navazana na tkanové
slozky [42].

Bylo popsano nékolik ptipadi intoxikace s poSkozenim jater a naslednym rozvojem
jaterni cirhozy. Syndromem intoxikace organismu je veno-okluzivni onemocnéni nazyvané
intoxikace byla pravidelnd konzumace lé¢ivého c¢aje zpodbélu a devétsilu matkou
v téhotenstvi. Tento c¢aj obsahuje vysoké hladiny PA, které mohou zpisobit toxické
poskozeni jater plodu. Novorozenec po porodu zemiel na otravu témito PA z ¢aje [43].

Dalsi ptipad nalezu PA v Cajich odhalila Statni zemédélska a potravinaiska inspekce
(SZPI), ktera kontrolovala bylinny ¢aj s nazvem Energie (vyrobce Byliny Mikes). V tomto
¢aji byla odhalena asi 15x vyS8i pfitomnost PA, neZ je povoleno. Bylinnad cajova smés
obsahovala 2929 ng/kg PA, pficemz nejvyssi dolovené mnozZstvi je stanoveno na 200 pg/kg
[44]. Smrtelnd davka pyrrolizidinovych alkaloidii se pohybuje v rozmezi od 0,5 mg/kg do
3,3 mg/kg denniho piijmu [45].

1.7.2 Zdroje pyrrolizidinovych alkaloidu

Pyrrolizidinové alkaloidy a N-oxidy pyrrolizidinovych alkaloidii (PA a PANO) jsou
kontaminanty v mnoha potravinach, vcetné mléka, masa, medu, ¢aje a vySe zminénych
bylinnych nélevii. Spolecnd sklizen plevelll obsahujicich PA je povazovéna za hlavni zdroj

kontaminace téchto produktli na rostlinné bazi. Byla vSak také hlaSena ptirozena kontaminace
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PA/PANO z puady. Pyrrolizidinové alkaloidy mohou byt také pfitomny v mléce zvifat
krmenych plevelem ze sklizni, ale dostupné diikazy naznacuji, ze PA v mléce neptfedstavuji
pro spotiebitele riziko [40; 41; 42].

Obsah PA v rostlinach se pohybuje od 100 do 40 000 mg/kg, kdy nejvyssi koncentrace,
az 180 000 mg/kg, byly zjistény u byliny Senecio rideri z Celedi Asteraceae [46].

V rostlinach jsou PA produkovany hlavné ve velmi mladych bunikach, ale jsou ulozeny
v ruznych Castech rostliny, jako jsou listy a kofeny. Tvorbu pyrrolizidinovych alkaloida
v rostlinach ovliviiuji vnéjsi podminky, jako je kvalita ptidy, obsah dusiku, pH pidy, svétlo
nebo vlhkost. PA jsou v rostlindch ¢astecné volné, ale vétSinou se vyskytuji ve formé soli

s organickymi kyselinami [47].

1.7.2.1 Rostlinné zdroje
Tiapatkovka nachova (Echinacea purpurea)

Mezi 1éCivymi rostlinami zaujima rod Echinacea vyznamné misto, tfapatkovka
pochazejici ze Severni Ameriky je fazena do Celedi Asteraceae. Echinacea pochazi z deviti
riznych druht, ale pouze tfi se pouzivaji jako bylinky s mnoha terapeutickymi ucinky.
Ttapatkovka nachova zvySuje odolnost proti infekcim, zejména chiipce, a doporucuje se pfii
snizené obranyschopnosti organismu. PouZiva se zejména pii infekcich dychacich a
mocovych cest. Lze ji pouZit 1 na drobné fezné rany a popaleniny, kozni vyrazky a dalsi kozni
onemocnéni. Echinacea purpurea tlumi bolest, isti krev a lymfaticky systém. Nadzemni ¢ast
rostliny obsahuje té¢kavy olej a malé mnozstvi pyrrolizidinovych alkaloidi, jako je tussilagin a

isotussilagin [48; 49].

Kostival (Symphytum officinale)

Kostival 1€katsky je vyuzivan jako bézny 1€k, ktery se pouzivd v mnoha zemich svéta
jiz od 15. stoleti. Kostival je vyznamny zejména pro svou schopnost hojit rany, ale ma 1 dalsi
ucinky, vcetné sedativnich, analgetickych a protikrvacivych.

Dosud bylo identifikovano 180 rtiznych pyrrolizidinovych alkaloidt, z nichz 19 bylo
izolovano zrostliny kostivalu. Bylo zjiSténo, ze rostlina obsahuje 14 netoxickych a 5
toxickych PA s hepatogennimi, mutagennimi a karcinogennimi U¢inky. Toxické PA se
nachéazeji v riznych koncentracich v celé rostliné kostivalu, ale vétSinou v kotenech. Mezi
dal$i chemikalie z kostivalu s vyznamnymi farmakologickymi a toxickymi ucinky patfi:

alantoin, kyselina k&dvova, karoten, tfisloviny a dalsi [50].
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Podbél 1ékarsky (Tussilago farfara)

Tussilago farfara je ¢inskd bylina se zlutymi kvéty z Celedi Asteraceae, jejiz listy se
sklizeji v kvétnu a Cervnu. Listy obsahuji latky jako tfisloviny, pentacyklické triterpeny,
steroly, flavonoidy, kyselinu skoficovou a pyrrolizidinové alkaloidy jako jsou senkirkin
(obr. 10), senecionin (obr. 11), tussilagin a isotussilagin. Mnozstvi téchto latek je déno
geneticky [51].

Podbél se bézné pouziva pro tlevu od kasle, jelikoz ma protizanétlivé ucinky, ale
toxické PA, které obsahuje, mohou zpusobit vazné poskozeni jater. Z tohoto divodu nékteré
zem¢ zavedly predpisy omezujici denni pfijem PA nebo jejich N-oxidi z rostlinnych
pripravkl. Stanoveni PA v T. farfara je zasadni pro kontrolu kvality této rostliny a piibuznych
preparati. Z téchto ditvoda bylo také navrhovano odstranit podbél z oficidlniho seznamu 1€k

[52; 53].

Obrazek 10 — Senkirkin, ptevzato z [54].

Starcek primétnik (Senecio jacobaea)

Starek piimétnik je nebezpecny plevel, jehoZ rostlina obsahuje pyrrolizidinové
alkaloidy, jimiZ jsou senecionin (obr. 11), seneciphyllin a jejich N-oxidy. V malych davkach
muze zpisobit rakovinu jater, ale ve velkych davkach miize byt az smrtelny. Tato bylina se
do ¢ajovych smési nepouziva. V Evropé¢ je starcek zvlasté¢ odpovédny za otravu koni a skotu
a jeho konzumace za Cerstva nebo jako soucast sena mlize byt pro tato zvifata smrtelnd. Mezi
pfiznaky otravy u koni, ktefi jsou zvlasté citlivi na otravu senecioninem ze starceku, patii
nervozita, zivani, letargie a podivna chize. Zvifata umiraji, kdyz zkonzumuji 4-8 %
hmotnosti rostliny [55; 56].

Alkaloid senecionin 1ze izolovat z rliznych rostlinnych zdroja, kromé dalSich alkaloidt

se nachazi v rostlin¢ Senecio vulgaris neboli star¢eku obecném, dale pak S.paludosus neboli
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stareku bazinném a S.silvaticus neboli starceku lesnim. Tyto byliny se ¢asto pouzivaji jako
lidovy 1€k na diabetes mellitus, krvaceni, vysoky krevni tlak a kiece [37; 57].
U lidi z Jizni Afriky byla hlaSena otrava z kontaminovaného chleba a v Zapadni Indii

byla zase hlaSena otrava bylinnym ¢ajem z chiestnatce z ¢eledi Fabaceae [56].

Obrazek 11 — Senecionin, pievzato z [58].

1.7.2.2 Zivo&isné zdroje

Pyrrolizidinové alkaloidy se mohou dostat do stravy pienosem semen nebo jinych
¢asti bylinnych rostlin, 1ze je ale také nalézt v medu, kam se dostavaji prenosem pylu, nebo
v mléce, kam se dostanou pienosem z krmiva. Bezpecna hladina piijmu PA byla prfedbézné

stanovena na 1 mg alkaloidu na kg télesné hmotnosti [59; 60].

Med

Utad pro bezpeénost potravin Australie a Nového Zélandu (FSANZ) uvadi, ze med
produkovany veelami, které se Zivi kvéty druhit Echium, miZe obsahovat vysoké hladiny PA.
Mnozstvi PA v riznych druzich medu se velmi 1i8i, pficemz nejvetsi riziko je u medu
produkovaného zjednoho druhu. Dlouhodobé vystaveni velkému mnoZstvi mize poskodit
jatra a ohrozZeni jsou lidé, ktefi konzumuji vice nez dvé polévkové 1zice medu denné. Je ale
nepravdépodobné, ze by med z jinych zdroji obsahoval nebezpecné hladiny téchto alkaloidl

a neexistuji zadné zpravy o nemoci spojené s konzumaci medu [61; 62].

Mléko
PA se do mléka dostavaji krmivem, ale pouze v malych mnozstvich, cca 0,04—0,08 %

z ptijmu tohoto krmiva. Prasata, skot a kon¢ jsou vysoce citlivé druhy zvifat na PA, zatimco
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ovce, kozy a kralici nikoli. Mutagenni U¢inky byly prokazany v mléce kojicich potkant
krmenych PA. Bylo také prokdzano, ze poSkozeni jater mize nastat u mysi krmenych kozim
mlékem kontaminovanym Senecio jacobaea [63; 64].

Nezavisly védecky organ, ktery piezkoumavd chemické latky v potravinach,
spotiebnich vyrobcich a zivotnim prostiedi (COT), na zaklad¢ dostupnych informaci dospél k

zaveéru, ze PA v mléce neptedstavuji riziko pro lidské zdravi [43].

Maso a vejce

Senecio jacobaea je druh, ktery obsahuje toxické PA, které mohou zabijet i pasouci se
zvitata. Alkaloidy se dostavaji do téla zvifete po poziti pastevni trdvy a pozd¢ji se nachdzeji
v mléce nebo mase hospodaiskych zvitat. [65].

Otravy PA v mase kufat jsou monitorovany kontrolou kvality zrna v krmivu, ale existuji
také diikkazy, ze PA mohou byt pieneseny i do vajec. Pyrrolizidinové alkaloidy, které byly
zjistény ve vejcich, piekrocily maximalni povolenou koncentraci stanovenou na 0,1 pg.
I ptesto, Ze neexistuji zddné dikazy o chronickych zdravotnich problémech zpisobenych
konzumaci téchto produktl, jsou i dal§i potraviny, vcetné obili a masa, které vyzaduji

sledovani pro zajisténi jejich bezpecného piijmu [66; 67].

1.7.3 Analyza pyrrolizidinovych alkaloidi

Roxana Lebada, Andrea Schreier a kolektiv, na Univerzit¢ ve Vidni, Ustav
farmakognozie, provadéli kvantifikacni metodu pro analyzu PA v podbélu 1ékaiském pomoci
kapilarni elektroforézy s vnitini a externi standardizaci. Jejich vyvinutd metoda je velmi
citlivd, umoznuje kvantifikaci méné€ nez 0,5 ppm senkirkinu a senecioninu ve vzorku [68].

Pii pfipravé vzorki byly testovany riizné extrakéni postupy, kdy nejlépe vysSla metoda,
pii které¢ byl vzorek zahfivdn pod zpétnym chladi¢em 15 minut s 50% methanolem
okyselenym kyselinou citronovou na pH 2-3. Na zavér bylo provedeno cisténi extrakti za
pomoci extrakce na pevné fazi na patronach s diolovou fazi. Tento postup extrakce alkaloidl
je nejveétsi vyhodou metody, kterd nahrazuje zdlouhavou Soxhletovu extrakci a vzhledem
k vysoké citlivosti a kratké dob¢€ analyzy je kapilarni elektroforéza doplitkovou metodou pfi
kvantifikaci pyrrolizidinovych alkaloidd [68].

Samotné separace byla provedena na modelu SpectraPHORESIS2 1000 (San José,
CA, USA) skapilarou o vnitinim priméru 75 pm z kfemenného skla, detekce byla

uskute¢néna pomoci UV detektoru. Jako elektrolyt byl pouzit fosforeCnanovy pufr
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(20 mM, pH 4) s ptidavkem kyseliny citronové. VSechny analyzy byly provadény pfi teploté
25 °C s konstantnim napétim 30 kV. Bylo pouzito hydrodynamické davkovani po dobu jedné
sekundy pro PA skoncentraci 50 ppm a vyssi, pro nizs$i koncentrace bylo davkovani
prodlouzeno na dv¢ sekundy. VInova délka detekce byla zvolena 220 nm. Separace alkaloid
bylo dosazeno za méné nez 10 minut a to tak, Ze doba migrace senecioninu byla 7,2 minut a
doba migrace senkirkinu byla 7,4 minut [68].

Lijun Yu Sam Fong Yau Li, (Katedra chemie, Singapurska republika) vyvinuli on-line
prekoncentratni metodu kombinujici zakoncentrovani pfechodnym pH rozhranim
a nametenim (dynamic pH junction-sweeping). Tato technika byla pouzita pro analyzu ¢ty
toxickych pyrrolizidinovych alkaloidi, a to senkirkinu, senecioninu, retrorsinu a
seneciphylinu v ¢inské bylin€ Kuan donghua [69].

Piimé elektrokineticka prekoncentrace nastfiku velkého objemu (az 20 % délky
kapilary) na kapildfe byla provedena pomoci dynamické pH junction-sweeping metody.
Vzorek matrice byl slozen z 10 mM fosfatu s 20 % v/v methanolu, pracovni elektrolyt
obsahoval 20 mM boritan, 30 mM SDS a 20 % v/v methanolu, hodnota pH byla 9,1. VSechny
separace byly provedeny na CE-P2 Autosampler (CE Resources Singapur) s UV/VIS
detektorem (SPD-10AVP, Shimadzu, Japonsko). Délka kapilary zkiemenného skla
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) byla 60 cm a jeji efektivni délka byla 50 cm.
Vnitini primér ¢inil 50 pm a vn&jsi primér 368 pm. Elektroforetickd separace byla
provedena pii vloZenim napéti 20 kV a teplotou 22 °C. Data byla shroméazdéna softwarem
CSW (DataApex, Ceska republika) [69].

Ptiprava vzorku spocivala v navazeni jednoho gramu prasku z byliny, ktery byl
zahiivan pod zpétnym chladicem po dobu 30 minut s 60 ml 50% methanolem okyselenym
kyselinou citronovou na pH 2-3. Po vychladnuti byl roztok zfiltrovan a vyextrahovan
dvojnasobnou extrakci pomoci 30 ml dichlormethanu a dvakrat pomoci 30 ml etheru
za ucelem odstranéni lipofilnich latek ze vzorku. Vodny roztok byl poté alkalizovan 25%
hydroxidem amonnym o pH 9-10 a PA jako volné baze byly extrahovany trojndsobnou
extrakci 30 ml dichlormethanu. VSechny tfi organické vrstvy byly spojeny a odpateny
do sucha a poté byl zbytek znovu rozpuStén v 1 ml methanolu pro CE analyzu. Tato
prekoncentraéni metoda vedla k u¢inné identifikaci a stanoveni stopovych hladin toxickych
PA (30 ppb) v redlnych vzorcich.

Vyse zminéna metoda [68] umoZziovala kvantifikaci pfiblizn€ 0,5 ppm senkirkinu a
senecioninu za 10 minut, av§ak metoda funguje pro relativné vysoké mnozstvi PA v bylinach.

Neni tolik vhodné pro detekci niZSich koncentraci PA, které mohou byt v byliné pfitomny,
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proto byla vyvinuta metoda s vysokou citlivosti a selektivitou pro analyzu toxickych PA
a snizilo se tak riziko pro spotiebitele [69].

Kun Cao a kolektiv (Chemicka skola a Chemické inzenyrstvi, Univerzita Chongqing,
Chongqing, P. R. Cina) pouzili on-line prekoncentraci za cilem zlepsit citlivost PA
u Tussilago farfara. Metoda spocivala v zakoncentrovani vzorku zesilenim pole a sweepingu
v micelarni elektrokinetické chromatografii. Limity detekce senkirkinu a senecioninu byly
2-5 ng/1[53].

Vsechny experimenty byly provedeny s pouzitim CL1020 CE (Cailu, Peking, Cina)
s UV detektorem. Kapildra ztaveného oxidu kiemicittho (Yongnian Ruifeng
Chromatography Devices Company, Hebei, Cina) s vnitinim primérem 50 pm, celkova délka
kapilary ¢inila 58 cm a jeji efektivni délka byla 50 cm. Separace byly provadény pii 25 °C.
Separace byly provedeny pii vkladdaném napéti s normalni polaritou (15 kV), UV detekce
byla méfena pti 220 nm. Pro FASS-sweeping MEKC byly analyty rozpustény ve 40 mM
boritanovém elektrolytu (pH 4,8), pracovnim elektrolytem byl 40 mM boritanovy elektrolyt
(pH 9,5) s ptidavkem 10 mM SDS a 5 % v/v methanolu. Roztok vzorku byl hydrodynamicky
davkovan do kapildry do délky 20 cm po dobu 90 s. V této studii byla vyvinuta citliva,
jednoducha a rychla metoda FASS-sweeping MEKC pro analyzu toxickych PA v rostliné
Tussilago farfara. Tato metoda byla ukazana jako uzite¢ny ndastroj pro rychlé a citlivé
stanoveni PA v tradi¢nich ¢inskych bylinnych vzorcich. Tyto vysledky by mohly pfispét
k vhodnému vyuziti zdroje Tussilago farfara potravinach, farmaceutickém pramyslu a dalSich

oblastech [53].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a pomiicky
Aceton Sigma — Aldrich, Némecko
Acetonitril Sigma — Aldrich, Némecko

Deionizovana voda — pfipravend na piistroji Milli-Q® Reference Water Purification System

(Merck, Billerica, MA, USA)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Dimethylakrylamid Sigma — Aldrich, Némecko
Dodecylsiran sodny Sigma — Aldrich, Némecko
Hydroxid sodny Sigma — Aldrich, Némecko
Izopropylalkohol Sigma — Aldrich, Némecko
Kyselina chlorovodikova 35% Sigma — Aldrich, Némecko
Kyselina octova Sigma — Aldrich, Némecko
Metanol Sigma — Aldrich, Némecko
Peroxodisiran amonny Sigma — Aldrich, Némecko
Senecionin Sigma — Aldrich, Némecko
Senkirkin Sigma — Aldrich, Némecko
Tetraboritan sodny dekahydrat p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Tetramethylethylendiamin Sigma — Aldrich, Némecko
Thiomocovina Sigma — Aldrich, Némecko
y-metakrylopropyltrimethoxysilan Sigma — Aldrich, Némecko

2.2 Pouzité pristroje a vybaveni

Kapilarni elektroforeticky systém Agilent 7100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) vybaveny
autosamplerem a detektorem diodového pole

Kapilarni elektroforeticky systém Agilent 1600 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) vybaveny
autosamplerem a detektorem diodového pole

pH-metr ORION STAR A21 (Thermo Scientific, Finsko)

Kiemennd separacni kapilara (Polymicro Technologies, USA) pokryta o vnitfnim primeéru
50 um a délce 60 cm, efektivni délka 52 cm

Kiemenna separacni kapilara (Polymicro Technologies, USA) pokrytd o vnitinim praméru

50 um a délce 50 cm, efektivni délka 42 cm
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Kiemenna separacni kapilara (Polymicro Technologies, USA) nepokrytd o vnitinim priméru
50 um a délce 60 cm, efektivni délka 52 cm

Analytické vahy AB204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

Automatické pipety (Thermo Scientific, Finsko)

Mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Centrifuga Micro High Speed Jet (Heathrow Scientific, USA)

Vortex (BioTech a.s., Praha, Ceska republika)

Ultrazvukova lazen Bandelin (Bandelin Gmbh, Berlin, Némecko)

2.3 Priprava roztoki pro pokryti kapilary
Pro pokryti kapiléar byly pfipraveny nasledujici roztoky:
Roztok 10% MPT: 100 pul y-metakrylopropyltrimethoxysilanu
450 ul kyseliny octové
450 pl acetonu
Roztok 10% DMA: 35 ml destilované vody
4 ml dimethylakrylamidu
odvzdusnéni v ultrazvuku 20 minut pfi 45 °C pod vakuem
Roztok 10% TEMED: 0,1 ml TEMEDu (tetramethylethylendiamin)
0,9 ml destilované vody
Roztok 10% APS: 0,1 g peroxodisiranu amonného
1 ml destilované vody
Roztok 1% DMA: 100 pl 10% dimethylakrylamidu
865 ul destilované vody
35 pl isopropylalkoholu
5 ul 10% TEMEDu
5 ul 10% APS

2.4 Pokryvani kifemennych kapilar polydimethylakrylamidem

Ptiprava vnitfniho povrchu kapilary spocivala v promyvani acetonem po dobu 10 minut,
1 M NaOH po dobu 30 minut, 0,1 M HCI po dobu 10 minut, destilovanou vodou 10 minut a
nakonec 10% roztokem MPT 30 minut. Nasledné¢ byly konce kapilar uzavieny septy a
ponechany 20 hodin pii laboratorni teploté. Potom byly profouknuty dusikem a proplachnuty

acetonem a naplnény 1% roztokem DMA a promyvany po dobu 15 minut. Konce kapilar byly
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znovu uzavieny septy a kapilary byly ponechany na usuSeni pii 50 °C celkem 3 hodiny.
Nasledn¢ byly zchlazeny, profouknuty dusikem, proplachovany vodou po dobu 10 minut a na
zaveér vysuSeny dusikem. Takto pokryta kapilara byla pfipravena dle postupu popsaného

Wanem a kol [70].

2.5 Priprava zakladnich elektrolyta a dalSich roztoki

Pro ptipravu fosforeCnanového pufru o koncentraci 10 mmol/l byl navazen dihydrat
dihydrogenfosfore¢nan sodny a pfipraven tak roztok o dané koncentraci. Pomoci pH metru
bylo stanoveno jeho pH na 4,71. Dale byl pfipravovan boritanovy pufr o koncentraci
20 mmol/l, pro ktery byl navazen dekahydrat tetraboritanu disodného a pfipraven tak roztok
o pozadované koncentraci. Pomoci pH metru bylo stanoveno pH tohoto roztoku na 9,38.

Déle byly pfipraveny roztoky thiomocoviny a to tak, ze krystal thiomocoviny byl
rozpustén v 600 ul pripraveném fosfore¢nanovém pufru a jeden krystal v pufru boritanovém.

Pro ptipravu roztoku dodecyl siranu sodného (SDS) o koncentraci 10 mmol/l bylo
navazeno pottebné mnozstvi SDS, po zahtéati rozpusSténo v boritanovém pufru a doplnéno
po rysku. Pii pfipravé vysSSich koncentraci SDS bylo postupovano totozn€, pouze
s odpovidajici vys$i navazkou chemikdlie. Pufry s pfidavky aditiv jako byl acetonitril a
methanol byly pfipravovany pipetovanim pottebného procentudlniho podilu rovnou do
odmérné bailky s potfebnym pufrem, ze kterého byly doplnény i roztoky s potiebnou

koncentraci SDS.

2.6 Priprava vzorki

Standardy alkaloidii, ze kterych byly pfipravovany roztoky, byly skladovany v lednici
pfi teploté 2-8 °C. Vzorek senkirkinu byl pfipraven jako zasobni roztok rozpustény ve vodé
a methanolu v poméru 1:1 s vyslednou koncentraci 0,22 mg/ml, ze kterého byla dale
pripravovana kalibra¢ni fada. Pro zméfeni migracnich charakteristik byl standard odpipetovan
600 pl do elektroforetické vialky, nasledné byl pro prekoncentraci pfipraven jako vzorek 10x
vodou fedény a 100x vodou fedény.

Pro zméfeni migracnich charakteristik senecioninu byl krystal tohoto standardu
rozpustén ve vodé a methanolu do 600 pl do elektroforetické vialky. Pro prekoncentraci byl
pfipraven tak, e 5 mg bylo rozpusténo ve vodé a methanolu v poméru 1:1. Cast tohoto
roztoku byla odebrdna a ptfidéna do fosfore¢nanového pufru s pH 4,71. Takto pfipraveny

roztok pro analyzu byl napipetovan do elektroforetické vialky. Jako zakladni elektrolyt byl
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pouzit boratovy pufr o pH 9,38. DalSim pouzivanym elektrolytem byl boratovy pufr
s ptidavkem 30 mM SDS a dalsi s pfidavkem 30 mM SDS a 5 % v/v acetonitrilu. Stejnym

zpusobem byl pfipraven vzorek senkirkinu a také smés senkirkinu a senecioninu.

2.7 Postup analyzy

Kapilara byla vlozena do elektroforetického analyzatoru v kazeté (cartridge), ktera je
uzpusobena UV-VIS detekci, pfed jejim uvedeném do provozu byla predkondicionovana
proplachem po dobu 15 minut NaOH (0,1 M), po dobu 15 minut s vodou Milli-Q a po dobu
15 minut s danym elektrolytem pfed prvnim spuSténim. Pro zbaveni se bublin na
elektroforetickém zaznamu byly pfipravené elektrolyty a standardy alkaloidii odstfedény
v mikrozkumavce Eppendorf o objemu 1,5 ml pfi 10 000 otackach za minutu na centrifuze
Micro High Speed Jet po dobu 5 minut. Do elektroforetické vialky bylo odpipetovano 600 pl
roztoku z vrchni ¢asti mikrozkumavky.

Analyzy migrac¢nich Cast senkirkinu a senecioninu byly provadény pomoci 10 mM
fosfore¢nanového pufru nebo 20 mM boritanového pufru. Déle byl experiment méien
v 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM roztocich SDS doplnénych 20 mM boritanovym
pufrem. Poté v celé fad¢ (10 az 50 mM SDS) s pfidavkem aditiv, a to s 5, 10, 15, 20 % v/v
acetonitrilu a 5, 10, 15, 20 % v/v methanolu, prekoncentrace byla provedena v riznych
kombinacich SDS a aditiv viz pfiloha 1.

VSechny analyzy probihaly pifi 25 °C, davkovani tlakem 50 mbar (~5 kPa) a vlnova
délka pro detekci byla volena 214 az 280 nm. Doba davkovani vzorkll se rtizné meénila
(zvySoval se Cas). Nektera metfeni byla provedena pii kladném napéti (25 kV) a néktera zase
pfi napéti zaporném (-25 kV). Kazdy den pfed a po meéfeni byla kapildra promyta
0,1 M NaOH po dobu 10 minut a nasledné jesté¢ deionizovanou vodou Milli-Q po dobu

5 minut.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Pti zpracovani experimentalni ¢asti diplomové prace byla nejprve piipravena pokrytd
kapilara a nésledné testovana rychlost elektroosmotického toku v nepokryté a pokryté
kapilafe pro potvrzeni ucCinnosti pokryti. Déle byly meéfeny migrani charakteristiky
vybranych standardi pyrrolizidinovych alkaloidl ve zvolenych elektrolytech. Byly sledovany
jejich zdanlivé pohyblivosti v boritanovém pufru s ptidavkem SDS a dalsich aditiv. Poté byly
aplikovany prekoncentracni kroky jak v pokrytych, tak v nepokrytych kapilarach. Vsechny
analyzy byly méteny pii 25 °C.

3.1 Rychlé a presné méreni elektroosmotického toku v nepokryté a
pokryté kapilare

Permanentni pokryti kapildry je zaloZzeno na kovalentni vazbé nebo fyzikalni adsorpci
mezi ¢inidlem a sténou kapilary, ¢imz lze eliminovat EOF a interakce analytu s kapilarou.
Pokryti, kdy je vrstva fyzikdln¢ adsorbovana — elektrostaticky, hydrofobnimi interakcemi ¢i
vodikovymi vazbami — se upiednostiiuje pied kovalentnim pokrytim pro jednoduchost
regenerace kapilary. Piiprava kovalentné vazané vrstvy, jiz se dosdhne celistvého odolného
pokryti kapildry polymerem, méa nékolik krokii: Preduprava, zavedeni dvojnych vazeb
na sténu kapildry, a nakonec navazani polymeru na pfipravenou mezivrstvu. Postup jako
prvni popsal Hjertén. Pro statické pokryti se z neutralnich polymera vytvafejicich hydrofilni
povrch v této diplomové praci vyuziva polydimethylakrylamid [71; 72]. U kapilar pokrytych
dimethylakrylamidem je diky hydrofobnéj§imu povrchu v porovnani s polyakrylamidem
zajiSténa vyssi stabilita pii alkalickém pH [70].

Jelikoz elektroosmoticky tok vyrazné ovliviluje separaci analytd, je potieba zméfit jeho
rychlost. Nejjednoduss§i zplsob provedeni je nastfiknuti nenabité slouceniny,
tzv. elektroneutralniho markeru, v tomto pfipadé thiomocoviny do kapilary. V piipravené
pokryté kapilafe bylo ptedpoklddano potlaceni EOF, a proto byla pouZita metoda dle

Williamse [73] zn4dzornéna nize na obrazku s ¢islem 12.

Elektroosmoticky tok byl proméfen v pokryté i nepokryté kapilafe pro porovnani jeho
potlaceni za pomoci thiomocoviny jak ve fosfore€nanovém, tak i v boritanovém pufru.
Analyzy elektroneutralniho markeru byly provedeny pfi napéti 25 kV a vinové délce 230 nm.
Vypocet elektroosmotického toku je znazornén v tabulce 1 niZe v textu, v nepokryté kapilare

byly analyzy v obou pufrech opakovany 2x, jak je uvedeno v tabulkdch 2 a 3 v pfiloze 1,
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v kapildfe pokryté byly analyzy opakovany celkem 5x, jak je uvedeno v tabulkach 4 a 5

v priloze 1.

Ptfed samotnou analyzou bylo provedeno promyti kapilary elektrolytem po dobu 90 s,
poté bylo provedeno plnéni kapilary thiomocCovinou jako markeru elektroosmoézy pfi
podminkéch 50 mbar (~5 kPa) po dobu 10 s, nadavkovani elektrolytu pfi 50 mbar (~5 kPa)
30 s, dale znovu thiomocovinou 10 s, elektrolytem 30 s a thiomoCovinou 10 s. Napéti 25 kV

bylo aplikovéano v kroku E, uvedeném na obrazku 12, a to po dobu 60 s.

deteltor
; : > madavkovani
A ;E I neutralmiho markeru
] Nl
; l posun markeru
B v kapilare
. ; : i i: nadavkovam
C i neutralniho markerm
D i' i posun markeru
v kapilare
v NI
E ® : I I (=) separace
_.. .
EOF
N N2 | W3 . o
F I r—l nadavkovam
: neutralniho markerun
N N2 N3
G l pohyb tlakem k
detektoin

Obrazek 12 - Princip metody pro rychlé stanoveni EOF, pfevzato a upraveno z [73].
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Po zmétfeni migracnich cCasti thiomocoviny v pokryté i nepokryté kapilafe byla
vypoctena mobilita elektroosmotického toku, pro vypocet byly pouzity nasledujici upravené

vztahy [73]:

Vi = —4 (13)
tN3+T

leof = ((tN3 - th) - (th - tNl)) * Vi (14)

leor = £2£ (15)

Kde vy, je rychlost migrace, kterou se pohybuji jednotlivé zény markeru (zde

. . tinj . 4y . . 1
thiomocoviny N;, N2, N3), % vyjadiuje korekci pohybu posledni zény neutrdlniho markeru
(zde ? s), tn,, tn,, tn, jsou migracni Casy jednotlivych zony markeru, l.,r je vzdalenost,
kterou urazi zoény elektroneutralniho markeru béhem elektroforézy a t,, je Cas, po ktery je

aplikovano napéti (zde 60 s).

Tabulka 1 - Stanoveni EOF na nepokryté kapilare v 10 mM NaH>POq pufru (pH 4,71), napéti 25 kV,
teplota 25 °C, davkovani tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s

1. méfeni 2. méreni
tn1 (min) 8,788 8,459
tn2 (min) 9,498 9,135
tn3 (min) 12,561 12,006
Vi (ms™) 6,85%10* 7,169%10
Leor(m) 9,677%1072 9,441%1072
Ueoy (M*V-1s) 3,871 *10° 3,777 *10°
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Ukézka vypoctu z prvniho méteni:

l 0,52 -
Up = — g = 5 =1685%10""s
tyy+at 12,561%60+—-

leof = ((th - th) - (th - tN1)) *Um
= ((12,561 * 60 — 9,498 * 60) — (9,498 x 60 — 7,88 * 60)) * 6,85 107
=9,677*107%2m

leos ¥l 9,677 %1072 % 0,6

_ _ -8 2171 -1
Ueor = L sV 60+25+10° =3,871*10"°m“V~"s

Potlaceni EOF v pokryté kapilaie bylo potvrzeno, jelikoz v pfipravené pokryté kapilare
ve 20 mM Na;B4O7 pufru mé&l EOF hodnotu 8,8*10!'° m*V-!s! a ve 10 mM NaH,PO. pufru
mél EOF hodnotu 1,255*%10° m?V-!s!. Kdezto v nepokrytych kapildarach mél EOF hodnotu
3,823*10° m*V-!s v 10 mM NaH,POs pufru a v pufru 20 mM Na,B4O7 byla jeho hodnota
6,078*10 m?>V-lsl. Z t&chto dat je i potvrzeno, ze¢ EOF dosahuje vy$§ich hodnot v pufru
s vy$§im pH. Hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 2, 3,4 a 5 v ptiloze 1.

3.2 Migracni charakteristiky senkirkinu a senecioninu v zikladnich

elektrolytech v pokryté kapilare

Migracni charakteristiky standardii senkirkinu a senecioninu byly prométeny
ve fosforecnanovém (pH 4,71) aboritanovém pufru (pH 9,38). Postupné byly provadény
analyzy standardd v boritanovém pufru (pH 9,38) s ptidavkem dodecyl siranu sodného (SDS)
o koncentracich 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM SDS. Poté byly pohyblivosti
proméfovany s piidavkem dalSich aditiv, a to konkrétné acetonitrilu (ACN) a methanolu
(MeOH). Byla zde pouZita totozna metoda jako ke stanoveni EOF, s tim rozdilem, Ze pro
méfeni a vypocet byla pouZita krats$i pokrytd kapildra. Zméfené zavislosti jsou promitnuty
do grafii 1,4,5,6,9a10.

V ptipadé€ pokryti  vnitiniho povrchu kfemenné kapilary dojde k potlaceni
elektroosmotického toku a molekuly analytu se pohybuji jen svou vlastni elektroforetickou
pohyblivosti, ptipadné spolu s micelami SDS. Jelikoz bylo ale zjiSténo, Ze se EOF v prib&hu
analyz postupné¢ zvySoval kvili postupnému vymyvani pokryti z kapilary, byly zde
dopocitany pouze zdanlivé pohyblivosti pyrrolizidinovych alkaloidd. Na zéklad¢ tohoto

zjiSténi se dale pokracovalo s prekoncentraci senecioninu s nepokrytou kapilarou.
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V normalnim uspofadani elektroforetickych separaci je detektor na strané¢ katody
(z&porn¢ nabitd elektroda), micely SDS maji na svém povrchu zaporny naboj a migruji
smérem k anodé¢, tzn. v opacném smeéru nez EOF, ktery migruje smérem ke katod¢€. Skutecné
(efektivni) elektroforetické pohyblivosti jsou u vétSiny ionti mensi nez elektroosmoticka
pohyblivost. V pfipadé negativné nabitych micel SDS jsou kationty siln¢ pfitahovany
k negativné nabitym micelam za vzniku iontovych part, a proto migruji pomaleji, nékdy i za
neutralnimi latkami.

Migrace senkirkinu a senecioninu ve fosfore¢nanovém pufru (pH 4,71) v pokryté
kapilafe zavisi na nékolika faktorech, v€etn¢ naboje, velikosti a u¢innosti pokryti kapilary.
Senkirkin i1 senecionin jsou PA s podobnou chemickou strukturou, ale maji rizné funk¢ni
skupiny a molekulové hmotnosti, a proto se jejich migrani charakteristiky i za stejnych
experimentalnich mohou mirné lisit. Jsou to bazické slouceniny, které protonaci za kyselych
podminek ziskavaji kladny néboj, coz vede k migraci smérem ke katod¢. Jejich hodnoty pKa
jsou nasledujici: senkirkin 6,77 = 0,6 / 12,67 + 0,4; senecionin 5,86 + 0,6 / 12,81 £+ 0,4. Tyto
hodnoty byly vypoctené pomoci software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
Software V11.02 (© 1994-2023 ACD/Labs). Vysledné migracni charakteristiky téchto
alkaloidl v pufru fosfore¢nanovém jsou uvedeny v tabulkach 6 a 55 v ptiloze 1.

V boritanovém pufru (pH 9,38) zavisi migrace alkaloidt senkirkinu a senecioninu také
na vice faktorech. JelikoZ ma boritanovy pufr zéasadity charakter, alkaloidy budou
pravdépodobné zaporné nabité v disledku deprotonace jejich amino a hydroxylovych skupin.
Ptidanim SDS do pufru dochazi k vytvoreni micel, které mohou interagovat s analyty a tim
ovliviiovat rychlost jejich migrace. Pfi nizkych koncentracich SDS je celkova migrace
SDS muze byt migrace zpomalena v disledku interakce micel s analyty, jejich zdéanliva
pohyblivost je niZsi, a tim dochazelo k prodlouzeni Casu analyz. Ukazky zaznamil stanoveni
pohyblivosti senkirkinu a senecioninu jsou vyobrazeny niZe v textu v grafech 2, 3, 7 a 8.
Migracni Casy téchto alkaloidd a jejich zdanlivé elektroforetické pohyblivosti jsou uvedeny

v tabulkéch 7-52, 56101 v pftiloze 1.
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Graf 1 — Zavislost zdanlivé pohyblivosti senkirkinu na koncentraci SDS v pokryté kapilare ve
20 mM boritanovém pufiu, napeti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Zdanliva pohyblivost senkirkinu se vzrustajici koncentraci SDS klesa, protoze vyssi
koncentrace micel brzdi pohyb alkaloidu, ktery pfi normélnim napéti migruje ke katod¢ a
micely kanod¢. Na grafu 1 lze vidét, Ze jak se koncentrace SDS zvySuje, zdanliva
elektroforetickd pohyblivost senkirkinu klesa. Pfi niZSich koncentracich SDS bude pokles
zdanlivé pohyblivosti alkaloidu relativné pomaly diky nizké koncentraci micel (rozdil
koncentrace SDS a kritické micelarni koncentrace), avSak pii vySSich koncentracich SDS
bude pokles zdanlivé pohyblivosti vykazovat strmé&j$i trend. Hodnoty z grafu 1 jsou uvedeny

v tabulkéach 8 az 12 v ptiloze 1.
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Graf 2 — Ukdzka zdznamu stanoveni pohyblivosti senkirkinu ve 20 mM boritanovém pufru s pridavkem
10 mM SDS a 20 % v/v acetonitrilu v pokryté kapilare, napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani tlakem
50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Graf 3 — Ukdzka zdznamu stanoveni pohyblivosti senkirkinu ve 20 mM boritanovém pufru s pridavkem
20 mM SDS a 15 % v/v acetonitrilu v pokryté kapildre, napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani tlakem
50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Graf 4 — Zavislost zdanlivé pohyblivosti senkirkinu na koncentraci SDS s pridavkem aditiva
(acetonitrilu) v pokryté kapilare ve 20 mM boritanovém pufru, napeti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Pfidanim organického rozpoustédla, v tomto piipad¢ acetonitrilu (graf 4), dochézi
ke zméné€ selektivity na zékladé ovlivnéni distribuce analytu mezi miceldrni fazi a
elektrolytem. Organickd rozpoustédla ovliviiuji jak viskozitu, tak 1 relativni permitivitu
(dielektrickou konstantu) elektrolytu, tim sniZuji elektroosmoticky tok a mohou také meénit
adsorpci analytl na pokrytou kapilaru. Vysledny efekt tedy zavisi na druhu a mnozstvi
pfidaného organického aditiva a migrace analytu je zde uréena experimentalné dale v grafech
5, 10 a 11. Vysledné hodnoty migracnich charakteristik jsou uvedeny v tabulkach 13 az 32

v priloze 1.
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Graf 5 — Zavislost zdanlivé pohyblivosti senkirkinu na koncentraci SDS s pridavkem aditiva
(methanolu) v pokryté kapildare ve 20 mM boritanovém pufru, napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Na grafu 5 je zaznamenana zdéanliva pohyblivost senkirkinu na koncentraci SDS
s procentualnim pfidavkem methanolu. Methanol jako organické rozpoustédlo miiZze snizovat
EOF, coz miZe vést ke zvySeni doby migrace analytu. Na druhou stranu miZe methanol
ovlivnit distribuéni rovnovahu alkaloidu mezi vodnou a micelarni fazi, coz muze vést zase ke
zvySeni rychlosti jeho migrace kapilarou. Pfesny Uc¢inek methanolu v kombinaci ptidavku
SDS bude tedy zaviset na koncentraci ptfidaného rozpoustédla, s tim, ze zavisi také na
vlastnostech pokryti kapilary. Na grafu 5 lze pozorovat klesajici zdanlivé pohyblivosti
senkirkinu, ktery je méné vazany do micel, se zvySujicim se procentudlnim piidavkem
methanolu. Hodnoty, ze kterych je graf vytvofen, jsou zaznamenany v tabulkach 33 az 52

v piiloze 1.
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Graf 6 — Zavislost zdanlivé pohyblivosti senecioninu na koncentraci SDS v pokryté kapilare

ve 20 mM boritanovém pufru, napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Zde na grafu 6 je zaznamenan klesajici trend zdanlivé pohyblivosti senecioninu se
vzristajici koncentraci SDS. Vysvétleni tohoto trendu bylo jiz zminéno u alkaloidu
senkirkinu vyse na grafu 1. Migracni Casy senecioninu se s ptidavkem SDS prodluzovaly,

jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 57 az 61 v ptiloze 1.
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Graf 7 — Ukdzka zdznamu stanoveni pohyblivosti senecioninu ve 20 mM boritanovém pufru
s pridavkem 20 mM SDS a 10 % v/v methanolu v pokryté kapilare, napeti 25 kV, teplota 25 °C,
davkovani tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Graf' 8 — Ukdzka zdznamu stanoveni pohyblivosti semnecioninu ve 20 mM boritanovém pufru

s pridavkem 30 mM SDS a 10 % v/v acetonitrilu v pokryté kapildre, napeéti 25 kV, teplota 25 °C,
davkovani tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Graf 9 — Zavislost zdanlivé pohyblivosti senecioninu na koncentraci SDS s pridavkem aditiva
(acetonitrilu) v pokryté kapilare ve 20 mM boritanovém pufru, napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Na grafu 9 lze pozorovat monotonni klesajici trend pohyblivosti standardu
senecioninu, kdy s vy$$im ptfidavkem aditiva, zde konkrétné acetonitrilu, pohyblivost klesa.
Pti vysokych hodnotach pH v boritanovém pufru u nepokrytych kapilar a v mensi mite také
u kapilar pokrytych je EOF obvykle vys$i, ovSem s pfidanim organickych rozpoustédel
dochazi k jeho mirnému poklesu, coZ ma za nasledek pomalej$i migraci analytd a prodlouZeni
Cast analyz v elektrolytech s rostouci koncentraci organického rozpoustédla, viz tabulky 62

az 81 v priloze 1.
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Graf 10 — Zavislost zdanlivé pohyblivosti senecioninu na koncentraci SDS s pridavkem aditiva
(methanolu) v pokryté kapilare ve 20 mM boritanovém pufru, napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Zde na grafu 10 Ize pozorovat nelinedrni zavislosti pohyblivosti senecioninu, kdy pfi
ptidavku 5, 10 a 15 % v/v methanolu pozorujeme, ze pii koncentraci 20 mM SDS pohyblivost
dosahuje maxima a poté klesa. S pfidavkem 20 % v/v metanolu jiZ maximum nepozorujeme a
pohyblivost standardu senecioninu postupné klesd do niZSich hodnot.

Methanol v BGE zméni relativni permitivitu (dielektrickou konstantu) pufru a upravi
elektrické naboje na analytech, coZz vede ke zméné elektroforetické mobility. Obecné se
pfidanim organického rozpoustédla do urcité koncentrace snizuje EOF a prodluzuje se doba
analyzy bez naruSeni micelarni struktury. Hodnoty, ze kterych je graf 10 vytvofen jsou
zaznamenany v tabulkach 82 az 101 v ptiloze 1.

Rozdily mezi pribéhem zdanlivych pohyblivosti pyrrolizidinovych alkaloidii pro
elektrolyty s acetonitrilem a methanolem mohou byt zpisobeny také rozdilnym ovlivnénim

kritické micelarni koncentrace pro ob¢ rozpoustédla [74].
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3.3 Prekoncentrace pyrrolizidinovych alkaloidu

3.3.1 Prekoncentrace pomoci micel

Vzorek senkirkinu pro prekoncentraci byl meéfen v boritanovém pufru s piidavkem
10 mM a 30 mM SDS a poté i s ptidavkem 5 a 15 % v/v ACN. Byl nejprve nadavkovan
tlakem 50 mbar (~5 kPa) a poté bylo aplikovano zaporné napéti o hodnoté -25 kV. V grafech
11 a 12 jsou uvedeny zavislosti ploch pikli a ¢ase davkovani a v grafech 13 a 14 jsou uvedeny
zavislosti Sitky piku na cCase davkovani. Prekoncentrace byla provadéna postupné
s prodluzovanim ¢asu davkovani. Cas davkovani byl nastaven na 10 s, 30 s, 60 s, 120 s, 240 s,
360s, 480s, 600sa 720s. Pii davkovani 10s, 30sa 60snebyl zaznamenan
na elektroforegramu zadny pik z divodu nepfesdhnuti meze detekce. AZ od Casu 120 s byl
elektroforeticky pik zaznamenan, protoze uz mez detekce piesahoval. Cas davkovéani byl
postupné prodluzovan po 2 minutach a plochy piki se postupné zvétSovaly. Takto byla
provedena prekoncentrace pfipraveného standardu senkirkinu, ktery byl 10x ziedény a
vzorku, ktery byl zfedény 100x. VSechny namétfené hodnoty jsou uvedeny v tabulkdch

s Cislem 53 a 54 v priloze 1.

Graf 11 — Zavislost plochy piku 10x ziedeéného senkirkinu na case davkovani v pokryté kapilare ve
20 mM boritanovém pufiru s pridavky SDS a acetonitrilu, napéti -25 kV, teplota 25 °C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s az 720 s
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Zde na grafu 11 je znazornéno, ze pokud se prodlouzi doba davkovani, mnozstvi
analytu vstfikovaného do kapilary se také zvysi, coz vede ke zvétSeni plochy piku.
Ptitomnosti SDS a acetonitrilu v zdkladnim elektrolytu mtize dochazet ke zlepSeni symetrie

piku a celkového rozliseni.

Graf 12 — Zavislost plochy piku 100x ziedéného senkirkinu na case davkovani v pokryté kapilare
ve 20 mM boritanovém pufru s pridavky SDS a acetonitrilu, napeti -25 kV, teplota 25°C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/ 10 s az 720 s
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Pfi porovnani grafii 11 a 12 lze pozorovat, Ze v ptipad¢ prekoncentrace pomoci micel
je plocha piku senkirkinu 100x zfedéného vétsi, nezli je tomu v piipadé senkirkinu fedéného
pouze 10x, a tento rozdil je ztéchto grafli velmi zfetelny. Koncentrace SDS a pfidani

acetonitrilu ma také vliv na velikost plochy fedéného senkirkinu.
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Graf 13 — Zavislost sirky piku 10x ziedéného senkirkinu na case davkovani v pokryté kapildre ve
20 mM boritanovém pufiu s pridavky SDS a acetonitrilu, napéti -25 kV, teplota 25 °C, davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s az 720 s
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Pribéh zéavislosti kiivky $itky piku na grafu 13 je ovlivnén nékolika faktory, jako je
procentudlni pfidavek acetonitrilu a koncentrace SDS. Zde lze naptiklad pozorovat, ze pii
koncentraci 10 mM SDS je S§itka piku senkirkinu mensi od davkovani 240 s, nez pfi
koncentraci 30 mM SDS, kterd miiZze zpUsobit vétsi zesileni elektroforetické pohyblivosti
senkirkinu. JelikoZ acetonitril pfidany v pufru ovliviiuje jeho vlastnosti, miZe nasledné

~rw

ovlivnit 1 vyslednou Sifku elektroforetického piku.
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Graf 14 — Zavislost sirky piku 100x ziredéného senkirkinu na case davkovani v pokryté kapildre
ve 20 mM boritanovém pufru s pridavky SDS a acetonitrilu, napéti -25 kV, teplota 25 °C davkovani
tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s az 720 s

Z —e—10mM SDS
——30mM SDS
10mM SDS + 5 % ACN

=7 30mM SDS +5 % ACN

120 240 360 480 600 720
Cas davkovani (s)

Pti pouziti 100x ziedéného senkirkinu (graf 14) jsou rozdily mezi koncentracemi SDS
a ptidavku acetonitrilu mensi nez u 10x ziedéného senkirkinu (graf 13). Lze tedy konstatovat,
ze zavislost Sitky piku 100x zfedéného senkirkinu na case davkovani bude méné citliva

na zmény podminek nez v senkirkinu ziedéného pouze 10x.
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Graf 15 — Zavislost plochy piku na koncentraci redeéného senkirkinu v pokryte kapilare
ve 20 mM boritanovém pufiru s pridavkem 30 mM SDS, napéti -25 kV, teplota 25 °C, davkovani tlakem
50 mbar (~5 kPa)/5 min
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Standard senkirkinu o znamé koncentraci 0,22 mg/ml byl postupné fedén destilovanou
vodou, pro analyzu byla pouzita pokrytd kapildra, podminky méfeni byly nastaveny
na davkovani 50 mbar (~5 kPa) po dobu 5 minut, napéti na kapilare -25 kV. Jako BGE byl
pouzit 20 mM boritanovy pufr s pfidavkem 30 mM SDS. Pted kazdym méfenim byla kapilara
pfedkondiciovana pufrem po dobu 2 minut. Postupné byla proméfovana kalibracni fada,
plochy pikl se postupné zmensovaly a vysledna mez detekce pti uvedenych podminkach byla
stanovena na 0,055 mg/ml senkirkinu ve vzorku. Hodnoty, ze kterych je graf 15 vytvofen jsou
uvedeny v tabulce 102 v ptiloze 1.

Bohuzel touto metodou nebylo dosazeno lepsich vysledkli nez metodami predchozimi
[53; 68; 69] a to 1 pfes pokus prodlouzeni doby davkovani vzorku, nedoSlo k vyraznému

zlepSeni citlivosti detekce.

3.3.2 Prekoncentrace pomoci metody pH junction-sweeping

Pro metodu junction-sweeping byla pouzita kiemenna nepokryta kapilara a jako zakladni
elektrolyt pouzit boritanovy pufr (pH 9,38) a vzorek senkirkinu, senecioninu a poté smési byl
pfipraven rozpusténim ve fosfore¢nanovém pufru (pH 4,71). Bylo aplikovano kladné napéti

25 kV a davkovéni bylo nastaveno na hodnotu 50 mbar (~5 kPa) po dobu 10s, 60s, 120 s
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a 240 s. Poté byla metoda zopakovana pfi stejnych podminkéach s rozdilem ptidani SDS
do boratového pufru (30 mM SDS a 30 mM SDS s ptidavkem 5 % v/v acetonitrilu).

Boritanovy pufr s vysokym pH slouzil k vytvofeni EOF, ktery se v tomto uspotadani
pohyboval ke katod¢ a vzorek se pohyboval k anodé. Pfidanim SDS do zékladniho elektrolytu
muze zvysit selektivitu a rozliSeni separace a pfidavek acetonitrilu miize ovlivnit separaci
alkaloid® tim, Ze ovlivni povrchové napéti nepokryté kapilary.

Pii pouziti této prekoncentracni metody bude rychleji migrovat alkaloid senecionin
(zobrazeno na grafu 16), ztoho diivodu, Ze senecionin je silngj$i kyselinou nez alkaloid
senkirkin, protoze ma v boritanovém pufru (pH 9,38) niz$i hodnotu pKa a tim bude vice
zaporn¢ nabity. V tomto dusledku bude senecionin silngji ovlivnén EOF a migrovat ke katodé
rychleji nez senkirkin, ktery ma v boritanovém pufru (pH 9,38) pKa vyssi a bude mit mensi
zaporny naboj nez senecionin. V tomto diisledku bude senkirkin méné ovlivnén EOF a bude

migrovat pomaleji nez senecionin.

Graf 16 — Ukdzka zdaznamu z prekoncentracni metody pH junction-sweeping v nepokryté kapilare,
zakladni elektrolyt boritanovy pufr (pH 9,38) s pridavkem 30 mM SDS, standardy (senkirkin
a senecionin) rozpusténé ve fosforecnanovéem pufru (pH 4,71), napéti 25 kV, teplota 25 °C, davkovani

tlakem 50 mbar (~5 kPa)/10 s
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Vysledky pfi této metode¢ ale nebyly optimélni z divodu pfitomnosti bublin rozpusténych

plynii v zakladnich elektrolytech na elektroforegramu. Tyto bubliny zkomplikovaly analyzu,
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ale odstfedénim pufrl na centrifuze byl nakonec problém ¢astecné potlacen a tim byl sniZen
jejich vliv na signal detektoru. Rozdélené pyrrolizidinové alkaloidy byly ale stale detekovany
pouze na nekterych zdznamech pii riznych podminkach. Zde na grafu 16 je pfilozena ukazka

vybraného reprezentativniho zaznamu.
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4 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo potvrdit potencial kapilarni zoénové elektroforézy pro
citlivou a u¢innou detekci pyrrolizidinovych alkaloidd, coz jsou toxické slouceniny bézné se
vyskytujici v bylinnych pfipravcich, Cajich a dalSich potravinarskych piipravcich, at uz
rostlinnych nebo zZivocisnych.

V teoretické ¢asti prace byly popsany principy a mechanismy, které jsou soucasti
kapilarni elektroforézy vcetné elektroosmotického toku, elektroforetické migrace nabitych
analyti kapildrou naplnénou zakladnim elektrolytem a separace analyti na zaklad¢ jejich
elektroforetické mobility a velikosti. Byly zde diskutovany také dalsi techniky kapilarni
elektroforézy jako je micelarni elektrokinetickd chromatografie, izoelektrickd fokusace c¢i
izotachoforéza.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pfipraveny pokryté kapilary pomoci
polydimethylakrylamidu, byla vnich stanovena rezidudlni elektroosméza a prométeny
migrani charakteristiky alkaloidi senkirkinu a senecioninu v pfipravenych pufrech
s ptidavky dalSich aditiv. Daéle byly testovany moznosti prekoncentrace fedénych
pyrrolizidinovych alkaloidii v pokryté 1 nepokryté kapilate.

Pouziti pokrytych kapilar a prekoncentracnich krokti pomohlo zvysit citlivost a
selektivitu analyzy a umoznilo detekci téchto sloucenin 1 v nizkych koncentra¢nich hladinéch.
Detekce nizkych koncentraci, az stopového mnozstvi téchto alkaloidl v rostlinnych a
potravinaiskych produktech, by v konecném dusledku mohly chrénit spottebitele pied jejich
Skodlivymi G¢inky na lidsky organismus.

Pti provedeni prekoncentrace v nepokryté kapilate se vyskytovaly problémy s ruSenim
signalu detektoru rozpusténymi plyny v zékladnich -elektrolytech 1 po odstfedéni na
centrifuze. Pfi nizkych koncentracich analyti bylo n€kdy obtizné spravné identifikovat dany
standard a analyzy nebyly reprodukovatelné. V nepokryté kapilate se vysledky analyz pomoci
metody pH junction-sweeping tedy ukdzaly byt méné optimalni nez pii prekoncentraci
pomoci micel v kapilarach pokrytych.

Zavé€rem lze konstatovat, Ze kapilarni zonova elektroforéza je vykonnd moderni
analyticka technika, ktera od svého vzniku prosla vyznamnych pokrokem, jejiz aplikace
s prekoncentraci v pokrytych 1 nepokrytych kapilarach by také mohla ziskat Sir§i uplatnéni pfi
analyze dalSich komplexnich smési, nejenom pyrrolizidinovych alkaloidii senkirkinu

a senecioninu.
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6 PRILOHA 1

Tabulka 2 - Stanoveni EOF na nepokryté kapildare v 10 mM NaH>PO, pufru (pH 4,71)

1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 8,788 8,459
tn2 (min) 9,498 9,135
tn3 (min) 12,561 12,006
Vi (ms™) 6,85E-04 7,169E-04
Leor(m) 9,677E-02 9,441E-02
Ueor (M2V'sh 3,871E-08 3,777E-08
Heor (M?*V-Ish 3,823E-08

Tabulka 3 - Stanoveni EOF na nepokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru (pH 9,38)

1. méieni 2. méreni
ty1 (min) 7,544 7,270
tn2 (min) 8,242 7,966
tn3 (min) 12,550 12,387
Vi (ms™!) 6,860E-04 6,950E-04
Leop(m) 1,486E-01 1,553E-01
Ueor (M?V7 s 5,944E-08 6,213E-08
Heor (M?V-ish 6,078E-08

Tabulka 4 - Stanoveni EOF na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O; pufru (pH 9,38)

1. méfeni 2. méieni 3. méreni 4. méreni 5. méreni
ty1 (min) 10,884 10,823 10,817 11,030 11,008
tv2 (min) 11,557 11,495 11,488 11,693 11,678
ty3 (min) 12,287 12,221 12,21 12,409 12,395
Vi (ms™) 7,006E-04 7,044E-04 7,050E-04 6,938E-04 6,945E-04
Leor (M) 2,396E-03 2,282E-03 2,157E-03 2,206E-03 1,959E-03
Ueof (M*V71s) 9,584E-10 9,128E-10 8,629E-10 8,825E-10 7,834E-10
Heor (m*V's™) 8,800E-10
Tabulka 5 - Stanoveni EOF na pokryté kapilare v 10 mM NaH>POq pufiru (pH 4,71)
1. méreni 2. méreni 3. méreni 4. méreni 5. méreni
ty1 (min) 10,814 10,773 10,712 10,983 10,717
tv2 (min) 11,435 11,405 11,385 11,607 11,365
ty3 (min) 12,148 12,119 12,100 12,285 12,112
Vi (ms™) 7,086E-04 7,102E-04 7,114E-04 7,007E-04 7,107E-04
Leor(m) 3,911E-03 3,494E-03 1,793E-03 2,270E-03 4,221E-03
Ueor (M? V715 1,565E-09 1,398E-09 7,170E-09 9,081E-09 1,689E-09
Heor (Mm2V!s) 1,255E-09
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Tabulka 6 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 10 mM NaH>POq: pufru

(pH 4,71)
1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,272 1,328
tn2 (min) 1,372 1,431
ty3 (min) 2,178 2,24
Vi (ms™) 3,096E-03 3,096E-03
Lsenk () 1,311E-01 1,311E-01
Usenk (M>V's) | 4,371E-08 4,371E-08
Hseni MV 4,371E-08

Tabulka 7 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9.38)
1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 1,397 1,241
tn2 (min) 1,542 1,372
ty3 (min) 2,232 2,101
Vi (ms™) 3,023E-03 3,023E-03
Lsenk (M) 9,886E-02 9,886E-02
Usenk (M?V's™) | 3,295E-08 3,295E-08
Hsenk (M?V71s) 3,295E-08

Tabulka 8 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 1,357 1,358
tn2 (min) 1,49 1,492
ty3 (min) 2,226 2,227
Vi (ms™) 3,031E-03 3,030E-03
Lsenk (M) 1,097E-01 1,093E-01
Usenk (M?V's™) | 3,656E-08 3,642E-08
Hsenk (M2V71s) 3,649E-08

Tabulka 9 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B.0; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 1,497 1,45
tn2 (min) 1,6 1,599
ty3 (min) 2,3 2,315
Vi (ms™) 2,937E-03 2,919E-03
Lsenk (M) 1,052E-01 9,929E-02
Usenk (M2V's) | 3,507E-08 3,310E-08
Hsenk (M?*V-'sh 3,408E-08
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Tabulka 10 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 1,483 1,482
tn2 (min) 1,632 1,627
ty3 (min) 2,328 2,346
Vi (ms™) 2,903E-03 2,881E-03
Lsenk () 9,528E-02 9,924E-02
Usenk (M°V's™) | 3,176E-08 3,308E-08
Hseni MV 3,242E-08

Tabulka 11 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS

1. méieni 2. méreni
ty1 (min) 1,515 1,517
tn2 (min) 1,666 1,669
ty3 (min) 2,343 2,347
Vi (ms™) 2,885E-03 2,880E-03
Lsenk (M) 9,105E-02 9,090E-02
Usenk (M*V's™) | 3,035E-08 3,030E-08
Penk (m*V7's™) 3,033E-08

Tabulka 12 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS

1. méreni 2. merent
ty1 (min) 1,619 1,617
tv2 (min) 1,726 1,725
tn3 (min) 2,214 2,378
Vi (ms™) 3,047E-03 2,844E-03
Lsenk (M) 6,965E-02 9,300E-02
Usenk (M*V7's™) | 2,322E-08 3,100E-08
Hsent (M*V'sh 2,711E-08

Tabulka 13 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni

ty7 (min) 1,6 1,601

tv2 (min) 1,746 1,747

ty3 (min) 2,461 2,462
Vi (ms™) 2,751E-03 2,750E-03
Lsenk (M) 9,393E-02 9,389E-02
Usenk (M>V's) | 3131E-08 3,130E-08

Fsent (m*V-'s™) 3,130E-08
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Tabulka 14 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

H 9,38) + 20 mM SDS + 5 % v/v ACN
(p

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,692 1,693
tv2 (min) 1,848 1,849
ty3 (min) 2,576 2,577
Vi (ms™) 2,632E-03 2,631E-03
Lsenk (M) 9,034E-02 9,030E-02
Usenk (M*V's™) | 3,011E-08 3,010E-08
Psent (m*V's™ 3,011E-08

Tabulka 15 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9.38) + 30 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,598 1,597
tn2 (min) 1,742 1,741
ty3 (min) 2,403 2,402
Vi (ms™) 2,815E-03 2,817E-03
Lsenk (M) 8,733E-02 8,737E-02
tsenk (M?V's) | 2,911E-08 2,912E-08
Hsenk MV 2,912E-08

Tabulka 16 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.O;7 pufru

H 9,38) + 40 mM SDS + 5 % v/v ACN
(p

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 1,63 1,631
tn2 (min) 1,769 1,765
ty3 (min) 2,447 2,41
Vi (ms™) 2,766E-03 2,807E-03
Lsenk (M) 8,947E-02 8,608E-02
Usenk (M>V's™) | 2,982E-08 2,869E-08
Psent (m*V's™) 2,926E-08

Tabulka 17 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O; pufru

i + m + o V/V
(pH 9,38) + 50 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 1,79 1,791
tn2 (min) 1,944 1,945
ty3 (min) 2,642 2,643
Vi (ms™) 2,568E-03 2,568E-03
Lsenk (M) 8,384E-02 8,380E-02
Usenk (M?V's™) | 2,795E-08 2,793E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,794E-08
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Tabulka 18 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
tv; (min) 1,672 1,673
tn2 (min) 1,807 1,807
ty3 (min) 2,511 2,512
Vi (ms™) 2,698E-03 2,697E-03
Lsenk () 9,212E-02 9,240E-02
Usenk (M°V's™) | 3,071E-08 3,080E-08
Hseni MV 3,075E-08

Tabulka 19 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,76 1,845
tv2 (min) 1,903 1,997
ty3 (min) 2,633 2,663
Vi (ms™) 2,577E-03 2,549E-03
Lsenk (M) 9,076E-02 7,861E-02
Usenk (sz'ls‘l) 3,025E-08 2,620E-08
Psent (m*V'sT 2,823E-08

Tabulka 20 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,76 1,846
tn2 (min) 1,903 1,999
ty3 (min) 2,628 2,664
Vi (ms™) 2,582E-03 2,548E-03
Lsenk (M) 9,015E-02 7,827E-02
Usenk (M2V's™) | 3,005E-08 2,609E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,807E-08

Tabulka 21 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4.O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni

ty7 (min) 1,799 1,8

tn2 (min) 1,958 1,959

ty3 (min) 2,654 2,669

Vi (ms™) 2,557E-03 2,543E-03

Lsenk (M) 8,239E-02 8,408E-02
Usenk (M2V's™) | 2,746E-08 2,803E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,775E-08
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Tabulka 22 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,059 2,058
tn2 (min) 2,254 2,253
ty3 (min) 2,979 2,978
Vi (ms™) 2,286E-03 2,287E-03
Lsenk (M) 7,269E-02 7,271E-02
Usenk (M2V's™) | 2.423E-08 2,424E-08
Hseni MV 2,423E-08

Tabulka 23 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9.38) + 10 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,947 1,946
tn2 (min) 2,105 2,104
ty3 (min) 2,868 2,867
Vi (ms™) 2,372E-03 2,373E-03
Lsenk (M) 8,610E-02 8,613E-02
Usenk (M?V's™) | 2,870E-08 2,871E-08
Hsenk MV 2,870E-08

Tabulka 24 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 2,213 2,215
tn2 (min) 2,384 2,386
ty3 (min) 3,1 3,103
Vi (ms™) 2,199E-03 2,197E-03
Lsenk () 7,191E-02 7,197E-02
Usenk (M>V's) | 2,397E-08 2,399E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,398E-08

Tabulka 25 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 2,133 2,134
tn2 (min) 2,294 2,309
ty3 (min) 3,022 3,025
Vi (ms™) 2,254E-03 2,252E-03
Lsenk (M) 7,669E-02 7,310E-02
Usenk (M?V's™) | 2,556E-08 2,437E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,496E-08
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Tabulka 26 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 2,236 2,233
tn2 (min) 2,399 2,395
ty3 (min) 3,112 3,109
Vi (ms™) 2,191E-03 2,193E-03
Lsenk (M) 7,229E-02 7,262E-02
Usenk (M?V's) | 2.410E-08 2,421E-08
Hseni MV 2,415E-08

Tabulka 27 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni

ty; (min) 2,301 2,3

tn2 (min) 2,422 2,526

ty3 (min) 3,159 3,158

Vi (ms™) 2,159E-03 2,160E-03

Lsenk (M) 7,979E-02 5,261E-02
Usenk (M?V's™) | 2,660E-08 1,754E-08
Hsenk MV 2,207E-08

Tabulka 28 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 2,258 2,598
tv2 (min) 2,448 2,796
tv3 (min) 3,193 3,589
Vi (ms™) 2,137E-03 1,906E-03
Lsenk (M) 7,115E-02 6,805E-02
Usenk (M>V's) | 2,372E-08 2,268E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,320E-08

Tabulka 29 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B.O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,127 2,213
tn2 (min) 2,312 2,456
ty3 (min) 3,298 2,875
Vi (ms™) 2,070E-03 2,366E-03
Lsenk (M) 9,949E-02 2,499E-02
Usenk (M*V's™) | 3.316E-08 8,329E-09
Hsenk (M?*V-'sh 2,075E-08
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Tabulka 30 - Migracni charakteristiky senkirkinu
(pH 9,38) + 30 mM SDS + 20 % v/v ACN

na pokryté kapilare v 20 mM Na>B+O; pufru

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,661 2,122
tn2 (min) 2,885 2,281
ty3 (min) 3,609 2,965
Vi (ms™) 1,896E-03 2,296E-03
Lsenk () 5,687E-02 7,233E-02
Usenk (M?V's) | 1,896E-08 2,411E-08
Hseni MV 2,153E-08

Tabulka 31 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru
(pH 9,38) + 40 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,903 2,904
tn2 (min) 3,131 3,13
ty3 (min) 3,857 3,858
Vi (ms™) 1,776E-03 1,776E-03
Lsenk (M) 5,308E-02 5,349E-02
Usenk (M2V's™) | 1,769E-08 1,783E-08
Hsenk MV 1,776E-08

Tabulka 32 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru
(pH 9,38) + 50 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
tn7 (min) 3,127 3,126
tn2 (min) 3,368 3,369
ty3 (min) 4,04 4,046
Vi (ms™) 1,698E-03 1,695E-03
Lsenk (M) 4,390E-02 4,414E-02
psenk (M°V-'s™) | 1,463E-08 1,471E-08
I_lsenk (m2v-ls-1) 1,467E—08

Tabulka 33 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O; pufru
(pH 9,38) + 10 mM SDS + 5 % v/iv MeOH

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 2,022 2,023
tn2 (min) 2,167 2,169
ty3 (min) 2,871 2,872
Vi (ms™) 2,369E-03 2,369E-03
Lsenk (M) 7,947E-02 7,916E-02
Usenk (M2V's™) | 2,649E-08 2,639E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,644E-08
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Tabulka 34 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,062 2,063
tn2 (min) 2,223 2,225
tn3 (min) 2,86 2,861
Vi (ms™) 2,378E-03 2,377E-03
Lsenk (M) 6,792E-02 6,761E-02
Usenk (M2V's) | 2.264E-08 2,254E-08
Hseni MV 2,259E-08

Tabulka 35 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 2,111 1,597
tn2 (min) 2,356 1,741
ty3 (min) 2,9 2,402
Vi (ms™) 2,346E-03 2,817E-03
Lsenk (M) 4,209E-02 8,737E-02
Usenk (M>V's) | 1,403E-08 2,912E-08
Hsenk MV 2,158E-08

Tabulka 36 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 1,9 1,631
tn2 (min) 2,128 1,765
ty3 (min) 2,802 2,41
Vi (ms™) 2,426E-03 2,807E-03
Lsenk (M) 6,492E-02 8,608E-02
psene (M°V-'s™) | 2,164E-08 2,869E-08
I_lsenk (m2v-ls-1) 2,5 17E-08

Tabulka 37 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O; pufru

H 9,38) + 50 mM SDS + 5 % v/iv MeOH
(p

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,932 1,791
tn2 (min) 2,076 1,945
ty3 (min) 2,774 2,643
Vi (ms™) 2,450E-03 2,568E-03
Lsenk (M) 8,143E-02 8,380E-02
Usenk (M2V's) | 2,714E-08 2,793E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,754E-08
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Tabulka 38 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 3,015 3,015
tn2 (min) 3,102 3,105
ty3 (min) 3,999 3,629
Vi (ms™) 1,715E-03 1,886E-03
Lsenk (M) 8,333E-02 4,910E-02
Usenk (M2V's) | 2,778E-08 1,637E-08
Hseni MV 2,207E-08

Tabulka 39 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 3,215 3,125
tn2 (min) 3,221 3,119
ty3 (min) 3,589 3,785
Vi (ms™) 1,906E-03 1,810E-03
Lsenk (M) 4,140E-02 7,296E-02
Usenk (M>V's) | 1,380E-08 2,432E-08
Hsenk MV 1,906E-08

Tabulka 40 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 2,184 2,184
tn2 (min) 2,199 2,198
ty3 (min) 2,598 2,456
Vi (ms™) 2,611E-03 2,757E-03
Lsenk (M) 6,015E-02 4,036E-02
Usenk (M>V's) | 2,005E-08 1,345E-08
I_lsenk (m2v-ls-1) 1 ,675E—08

Tabulka 41 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty; (min) 2,419 2,485
tn2 (min) 2,511 2,636
ty3 (min) 3,186 3,185
Vi (ms™) 2,141E-03 2,142E-03
Lsenk (M) 7,490E-02 5,115E-02
Usenk (M2V's) | 2.497E-08 1,705E-08
Hsenk (M?*V-'sh 2,101E-08
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Tabulka 42 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,601 2,457
tn2 (min) 2,603 2,604
tn3 (min) 3,261 3,263
Vi (ms™) 2,093E-03 2,092E-03
Lsenk () 8,238E-02 6,426E-02
Usenk (M?V's™) | 2,746E-08 2,142E-08
Hsent M2V s 2,444E-08

Tabulka 43 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,931 2,933
tn2 (min) 3,101 3,105
ty3 (min) 3,8 3,811
Vi (ms™) 1,803E-03 1,797E-03
Lsenk (M) 5,721E-02 5,759E-02
Usenk (M>V's) | 1,907E-08 1,920E-08
Hsenk MV 1,913E-08

Tabulka 44 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 2,996 2,997
tn2 (min) 3,19 3,241
ty3 (min) 3,388 3,889
Vi (ms™) 1,763E-03 1,762E-03
Lsenk (M) 5,330E-02 4,272E-02
Usenk (M>V's™) | 1,777E-08 1,424E-08
Hsenk (M?*V-'sh 1,600E-08

Tabulka 45 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 2,962 2,963
tn2 (min) 3,232 3,235
tn3 (min) 3,896 3,899
Vi (ms™) 1,759E-03 1,758E-03
Lsenk (M) 4,158E-02 4,134E-02
Usenk (M>V's) | 1,386E-08 1,378E-08
Hsenk (M?*V-'sh 1,382E-08
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Tabulka 46 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,352 2,125
tn2 (min) 2,631 2,395
tn3 (min) 3,181 3,109
Vi (ms™) 2,144E-03 2,193E-03
Lsenk (M) 3,487E-02 5,841E-02
Usenk (M?V's) | 1,162E-08 1,947E-08
Hseni MV 1,555E-08

Tabulka 47 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 3,109 3,215
tn2 (min) 3,279 3,279
tn3 (min) 3,899 3,899
Vi (ms™) 1,758E-03 1,758E-03
Lsenk (M) 4,746E-02 5,864E-02
tsenk (M>V's) | 1,582E-08 1,955E-08
Hsenk MV 1,768E-08

Tabulka 48 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 2,918 2,918
tn2 (min) 3,114 3,119
tn3 (min) 3,687 3,701
Vi (ms™) 1,857E-03 1,850E-03
Lsenk (M) 4,200E-02 4,228E-02
Usenk (M*V's™) | 1,400E-08 1,409E-08
Hsenk (M2V71s) 1,405E-08

Tabulka 49 — Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na»B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 4,033 4,031
tn2 (min) 4232 4311
ty3 (min) 4,963 4,959
Vi (ms™) 1,387E-03 1,388E-03
Lsenk (M) 4,428E-02 3,065E-02
Usenk (M>V's) | 1,476E-08 1,022E-08
Hsenk (M?*V-'sh 1,249E-08
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Tabulka 50 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B4O7 pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
tn1 (min) 3,985 3,999
tn2 (min) 4258 4,389
ty3 (min) 4,952 4,952
Vi (ms™) 1,390E-03 1,390E-03
Lsenk (M) 3,512E-02 1,443E-02
tsenk (M°V's) | 1,171E-08 4.810E-09
Hsenk (M?V71s) 8,258E-09

Tabulka 51 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 4,449 4,448
tv2 (min) 4,929 4,927
ty3 (min) 5,759 5,987
Vi (ms™) 1,198E-03 1,153E-03
Lsenk (M) 2,516E-02 4,020E-02
Usenk (M*V's) | 8,387E-09 1,340E-08
Hsenk (M?V71sh) 1,089E-08

Tabulka 52 - Migracni charakteristiky senkirkinu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
tn7 (min) 4,784 4,998
tn2 (min) 5,018 5,019
ty3 (min) 5,656 5,658
Vi (ms™) 1,220E-03 1,219E-03
Lsenk (M) 2,956E-02 4,521E-02
Usenk (M*V's™) | 9,855E-09 1,507E-08
Hsenk (M?V71sh) 1,246E-08
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Tabulka 53 - Prekoncentrace 10x ziedéného senkirkinu

cas da(\; 1)<ovan1 plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
10 mM SDS + 30 mM SDS +
10mM SDS 30 mM SDS 5% v/v ACN 5% v/v ACN
10 <LOD <LOD <LOD <LOD
30 <LOD <LOD <LOD <LOD
60 <LOD <LOD <LOD 2,9
120 1,3 2,9 8,8 6,5
240 3,7 11,3 17,6 17,2
360 6,1 15,5 26,4 25,7
480 8 19,9 32,5 29,9
600 9,6 32,2 52,4 32,7
720 10,9 33,1 56,9 34,3
Tabulka 54 - Prekoncentrace 100x ziedéného senkirkinu
cas da(x;l;ovam plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
10 mM SDS + 30 mM SDS +
10mMSDS | 30mMSDS | 50/ v ACN | 5% viv ACN
10 <LOD <LOD <LOD <LOD
30 <LOD <LOD <LOD 2,9
60 <LOD <LOD 1,9 5,4
120 4,6 6,6 14,4 8,6
240 20,02 23,5 24,6 15,1
360 43,4 472 42,1 17,9
480 210,3 190 54,1 43,7
600 413,9 386,4 128,4 51,1
720 616,8 624,1 190 63,5

Tabulka 55 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 10 mM NaH>POs pufru

(pH 4,71)
1. méieni 2. méreni
ty1 (min) 0,996 1,043
tn2 (min) 1,109 1,133
ty3 (min) 1,898 1,931
Vi (ms™) 3,533E-03 3,533E-03
Lsenk (M) 1,433E-01 1,433E-01
tsenee(m?V's™) | 4,777E-08 4,777E-08
ﬁsenea(mzv_ls-l) 4, 777E-08
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Tabulka 56 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.O;pufiru

(pH 9,38)
1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,241 1,245
tn2 (min) 1,372 1,377
tn3 (min) 2,101 2,104
Vi (ms™) 3,205E-03 3,205E-03
Lsenec (M) 1,150E-01 1,150E-01
Usenee (M*V7's™) | 3,833E-08 3,833E-08
Hsenec (m2v-ls-1) 3,833E-08

Tabulka 57 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,617 1,522
tx2 (min) 1,758 1,671
ty3 (min) 2,495 2,608
Vi (ms™) 2,715E-03 2,601E-03
Lsenec (m) 9,709E-02 1,23OE-01
Usenee (M*V7's™) | 3.236E-08 4,099E-08
Hsenee (M?V71s) 3,668E-08

Tabulka 58 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaire v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS

1. méieni 2. méreni
v (min) 1,311 1,312
tn2 (min) 1,524 1,568
ty3 (min) 2,365 2,478
Vi (ms™) 2,859E-03 2,733E-03
Lsenec (m) 1,077E-01 1,072E-01
senee (M*V!'s™)) | 3,591E-08 3,575E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 3,583E-08

Tabulka 59 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 1,421 1,42
tn2 (min) 1,6 1,566
ty3 (min) 2,369 2,349
Vi (ms™) 2,854E-03 2,878E-03
Lsenec (M) 1,010E-01 1,100E-01
Usenee (M*V's™) | 3.368E-08 3,666E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 3,517E-08
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Tabulka 60 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B+O;pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,531 1,534
tn2 (min) 1,657 1,659
tn3 (min) 2,388 2,385
Vi (ms™!) 2,832E-03 2,836E-03
Lsenec (M) 1,028E-01 1,023E-01
Usenee (M*V's™) | 3 427E-08 3,409E-08
Hsenec (m2v-ls-1) 3,418E-08

Tabulka 61 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O;pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS

1. méieni 2. méreni
ty1 (min) 1,57 1,482
tn2 (min) 1,713 1,62
ty3 (min) 2,345 2,437
Vi (ms™) 2,883E-03 2,777E-03
Lsenec (m) 8,458E-02 1,132E-01
senee (M?V's™)) | 2,819E-08 3,772E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 3,295E-08

Tabulka 62 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O;pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,521 1,611
tn2 (min) 1,67 1,721
ty3 (min) 2,481 2,499
Vi (ms™) 2,730E-03 2,711E-03
Lsenec (m) 1,084E-01 1,086E-01
Usenee (M*V7's™) | 3.614E-08 3,622E-08
Hsenee (M2V71s7) 3,618E-08

Tabulka 63 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O;pufru

A + m + 0 V/V
(pH 9,38) + 20 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
v (min) 1,66 1,489
tv2 (min) 1,808 1,615
tn3 (min) 2,61 2,337
Vi (ms™) 2,599E-03 2,892E-03
Lsenec (M) 1,020E-01 1,034E-01
Usenee (M*V's™) | 3,400E-08 3,447E-08
Hisenec (m2v-ls-1) 3,423E-08
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Tabulka 64 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B+O;pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,735 1,688
fn2 (min) 1,886 1,844
ty3 (min) 2,595 2,556
Vi (ms™) 2,614E-03 2,652E-03
Lsenec (M) 8,750E-02 8,848E-02
Usenee (M?V's™) | 2.917E-08 2,949E-08
Hisenec (m2V-IS_1) 2,933E-08

Tabulka 65 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B.+O;pufru

(pH 9.38) + 40 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
ty1 (min) 1,718 1,795
tn2 (min) 1,899 1,939
ty3 (min) 2,594 2,602
Vi (ms™!) 2,615E-03 2,607E-03
Lsenec (M) 8,063E-02 8,117E-02
Usenee (M>V's™) | 2,688E-08 2,706E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 2,697E-08

Tabulka 66 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaire v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9.38) + 50 mM SDS + 5 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 1,831 1,923
tn2 (min) 1,962 2,071
ty3 (min) 2,57 2,733
Vi (ms™) 2,638E-03 2,486E-03
Lsenec (M) 7,551E-02 7,665E-02
Usenee (M>V's™) | 2,517E-08 2,555E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 2,536E—08

Tabulka 67 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na»B4O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,75 1,751
tx2 (min) 1,893 1,893
ty3 (min) 2,581 2,656
Vi (ms™!) 2,627E-03 2,555E-03
Lsenec (M) 8,591E-02 9,521E-02
Usenee (MPV's™) | 2.864E-08 3,174E-08
Hsenec (m2v-ls-1) 3,019E-08
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Tabulka 68 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni

ty1 (min) 1,712 1,7

tn2 (min) 1,853 1,839

ty3 (min) 2,578 2,429

Vi (ms™!) 2,630E-03 2,786E-03

Lsenec (M) 9,216E-02 7,540E-02
senee (M?V!'s™)) | 3,072E-08 2,513E-08
ﬁsenec (m2v—ls—1) 2,793E-08

Tabulka 69 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 1,838 2,083
tn2 (min) 1,978 2,247
ty3 (min) 2,615 3,019
Vi (ms™) 2,594E-03 2.256E-03
Lsenec (M) 7,736E-02 8,231E-02
Usenee (M>V's™) | 2,579E-08 2,744E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 2,661E-08

Tabulka 70 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaire v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
ty7 (min) 1,615 1,719
tn2 (min) 1,888 1,896
ty3 (min) 2,577 2,573
Vi (ms™) 2,631E-03 2,635E-03
Lsenec (m) 6,568E-02 7,906E-02
senee (M?V's™)) | 2,189E-08 2,635E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 2,412E—08

Tabulka 71 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 10 % v/v ACN

1. méfeni 2. méreni
v (min) 2,023 1,973
tn2 (min) 2,215 2,117
tn3 (min) 2,807 2,795
Vi (ms!) 2,422E-03 2,432E-03
Lsenec (M) 5,812E-02 7,792E-02
Usenee (M*V's™) | 1,937E-08 2,597E-08
Hsenec (mlv-ls-l) 2,267E-08
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Tabulka 72 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na>B+O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,996 1,995
tx2 (min) 2,158 2,162
ty3 (min) 2,903 2,903
Vi (ms™) 2,344E-03 2,344E-03
Lsenec (M) 8,199E-02 8,073E-02
Usenee (M?V's™) | 2.733E-08 2,691E-08
ﬁsenec (m2v—ls—1) 2,712E-08

Tabulka 73 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufiu

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 2,526 2,564
tn2 (min) 2,799 2,763
ty3 (min) 3,675 3,538
Vi (ms™) 1,863E-03 1,933E-03
Lsenec (M) 6,739E-02 6,680E-02
Usenee (M*V's™) | 2.246E-08 2,227E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 2,237E-08

Tabulka 74 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaie v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
tn7 (min) 2,091 2,344
tn2 (min) 2,26 2,545
ty3 (min) 2,635 3,457
Vi (ms™) 2,575E-03 1,977E-03
Lsenec (m) 3,183E-02 8,435E-02
senee (M?V's™) | 1,061E-08 2,812E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 1,936E—08

Tabulka 75 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

H 9,38) + 40 mM SDS + 15 % v/v ACN
(p

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,149 2,147
tn2 (min) 2,31 2,09
ty3 (min) 2,598 2,597
Vi (ms™) 2,611E-03 2,612E-03
Lsenec (M) 1,989E-02 8,838E-02
Usenee (M*V's™) | 6,631E-09 2,946E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 1,805E-08
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Tabulka 76 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 15 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,374 2,532
tx2 (min) 2,578 3,076
ty3 (min) 3,213 3,986
Vi (ms™) 2,124E-03 1,720E-03
Lsenec (M) 5,492E-02 3,778E-02
Usenee (M?V's™) | 1,831E-08 1,259E-08
ﬁsenec (mZV_IS_l) 1,545E-08

Tabulka 77 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaire v 20 mM Na:B4O; pufru

H 9,38) + 10 mM SDS + 20 % v/v ACN
(p

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,82 2,598
fn2 (min) 3,038 2,796
tn3 (min) 3,778 3,589
Vi (ms™) 1,813E-03 1,906E-03
Lsenec (m) 5,678E-02 6,805E-02
Usenee (M2V's™) | 1,893E-08 2,268E-08
Hsenee (M*V71s) 2,080E-08

Tabulka 78 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaire v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
v (min) 2,222 2,112
tn2 (min) 2,598 2,214
ty3 (min) 2,986 2,97
Vi (ms™) 2,281E-03 2,293E-03
Lsenec (m) 1,642E-O3 8,996E-02
senee (M*V1s™) | 5.474E-10 2,999E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 1,527E—08

Tabulka 79 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

H 9,38) + 30 mM SDS + 20 % v/v ACN
(p

1. méieni 2. méreni
v (min) 2,183 2,122
tn2 (min) 2,341 2,281
tn3 (min) 2,597 2,965
Vi (ms™!) 2,612E-03 2,296E-03
Lsenec (m) 1,536E-02 7,233E-02
Usenee (M*V's™) | 5,119E-09 2,411E-08
Hsenec (m2v-ls-1) 1,462E-08
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Tabulka 80 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,283 2,284
tx2 (min) 2,441 2,336
ty3 (min) 2,697 2,702
Vi (ms™) 2,518E-03 2,513E-03
Lsenec (M) 1,480E-02 4,735E-02
Usenee (MV's™) | 4,935E-09 1,578E-08
ﬁsenec (m2v—ls—1) 1,036E-08

Tabulka 81 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 20 % v/v ACN

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 2,305 2,321
ty2 (min) 2,506 2,547
ty3 (min) 2,8 2,98
Vi (ms™) 2,428E-03 2,285E-03
Lsenec (M) 1,355E-02 2,838E-02
Usence (M>V's™) | 4,516E-09 9,460E-09
Hsenec (mZV-ls-l) 6,988E-09

Tabulka 82 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaie v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
v (min) 2,045 1,879
tn2 (min) 2,214 2,034
ty3 (min) 2,856 2,837
Vi (ms™) 2,381E-03 2,397E-03
Lsenec (m) 6,759E-02 9,319E-02
Usenee (M*V's™) | 2,253E-08 3,106E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 2,680E—08

Tabulka 83 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

H 9,38) + 20 mM SDS + 5 % v/v MeOH
(p

1. méieni 2. méreni
v (min) 1,928 1,924
tn2 (min) 2,067 2,058
tn3 (min) 2,802 2,793
Vi (ms™!) 2,426E-03 2,434E-03
Lsenec (M) 8,676E-02 8,776E-02
Usenee (M>V's™) | 2,892E-08 2,925E-08
Hsenec (m2v-ls-1) 2,909E-08
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Tabulka 84 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,735 1,669
tx2 (min) 1,886 1,829
ty3 (min) 2,595 2,54
Vi (ms™) 2,614E-03 2,668E-03
Lsenec (M) 8,750E-02 8,822E-02
Usenee (M?V's™) | 2.917E-08 2,941E-08
ﬁsenec (m2v—ls—1) 2,929E-08

Tabulka 85 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 1,828 1,848
tn2 (min) 1,961 1,98
ty3 (min) 2,671 2,618
Vi (ms™) 2,541E-03 2,591E-03
lenec (i) 8,798E-02 7,867E-02
Usenee (M?V's™) | 2.933E-08 2,622E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 2,778E-08

Tabulka 86 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaie v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 5 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
tn7 (min) 1,848 1,849
tn2 (min) 1,977 1,988
ty3 (min) 2,621 2,623
Vi (ms™) 2,588E-03 2,587E-03
Lsenec (m) 7,998E-02 7,697E-02
senee (M?V's™)) | 2,666E-08 2,566E-08
ﬁsenec (m2v-1 S-l) 2,6 16E-08

Tabulka 87 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
ty7 (min) 2,215 2,082
tn2 (min) 2,27 2,213
tn3 (min) 2,958 2,811
Vi (ms™!) 2,302E-03 2,419E-03
Lsenec (m) 8,742E-02 6,777E-02
Usenee (M>V's™) | 2,914E-08 2,259E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 2,5 86E-08
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Tabulka 88 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,4 2,405
tn2 (min) 2,55 2,415
tn3 (min) 3,217 3,217
Vi (ms™!) 2,121E-03 2,121E-03
Lsenec (M) 6,579E-02 1,008E-01
Usenee (M>V's™) | 2,193E-08 3,360E-08
ﬁsenec (m2v—ls—1) 2,776E-08

Tabulka 89 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 2,127 2,223
tn2 (min) 2,263 2,376
ty3 (min) 2,983 3,109
Vi (ms™) 2,283E-03 2,193E-03
Lsenec (M) 7,999E-02 7,631E-02
Usenee (M>V's™) | 2,666E-08 2,544E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 2,605E-08

Tabulka 90 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaie v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 40 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
tn7 (min) 2,308 2,305
tn2 (min) 2,45 2,447
ty3 (min) 3,147 3,142
Vi (ms™) 2,167E-03 2,170E-03
Lsenec (m) 7,216E-02 7,201E-02
senee (M?V's™)) | 2,405E-08 2,400E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 2,403E—08

Tabulka 91 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 10 % v/v MeOH

1. méfeni 2. méreni
v (min) 2,29 2,301
tn2 (min) 2,434 2,435
tn3 (min) 3,063 3,054
Vi (ms!) 2,225E-03 2,231E-03
Lsenec (M) 6,474E-02 6,493E-02
senee (M*V's™h) | 2,158E-08 2,164E-08
Hsenec (mlv-ls-l) 2,161E-08
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Tabulka 92 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 10 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 2,882 2,881
tx2 (min) 3,048 3,047
ty3 (min) 3,812 3,811
Vi (ms™) 1,797E-03 1,797E-03
Lsenec (M) 6,448E-02 6,449E-02
Usenee (M*V7's™) | 2,149E-08 2,150E-08
ﬁsenec (m2v—ls—1) 2,150E-08

Tabulka 93 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 2911 3,714
tn2 (min) 3,001 3,725
ty3 (min) 3,754 4,521
Vi (ms™) 1,824E-03 1,520E-03
Lsenec (M) 7,257E-02 7,161E-02
Usenee (M*V's™) | 2 419E-08 2,387E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 2,403E-08

Tabulka 94 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaie v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
tn7 (min) 2,857 2,997
tn2 (min) 3,012 3,009
ty3 (min) 3,689 3,699
Vi (ms™) 1,856E-03 1,851E-03
Lsenec (m) 5,812E-02 7,529E-02
senee (M?V's™)) | 1,937E-08 2,510E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 2,223E—08

Tabulka 95 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

H 9,38) + 40 mM SDS + 15 % v/v MeOH
(p

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 3,007 2,999
ty2 (min) 3,315 3,005
ty3 (min) 3,828 3,711
Vi (ms!) 1,790E-03 1,845E-03
Lsenec (M) 2,201E-02 7,748E-02
Usenee (M*V7's™) | 7,338E-09 2,583E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 1,65 8E-08
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Tabulka 96 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 50 mM SDS + 15 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni

ty1 (min) 2,876 3,01

tn2 (min) 3,026 3,335

tn3 (min) 3,736 3,893

Vi (ms™!) 1,833E-03 1,760E-03

Lsenec (M) 6,158E-02 2,461E-02
Usenee (M>V's™) | 2,053E-08 8,204E-09
ﬁsenec (mZV_IS_l) 1,43 7E-08

Tabulka 97 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaire v 20 mM Na:B4O; pufru

H 9,38) + 10 mM SDS + 20 % v/v MeOH
(p

1. méreni 2. méreni
ty7 (min) 3,5 3,412
tn2 (min) 3,686 3,501
ty3 (min) 4413 4,357
Vi (ms™) 1,557E-03 1,576E-03
Lsenec (m) 5,053E-02 7,255E-02
Usenee (M?V's™) | 1,684E-08 2,418E-08
Hsenee (M*V71s) 2,051E-08

Tabulka 98 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilaie v 20 mM Na:B4O; pufru

(pH 9,38) + 20 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
v (min) 3,818 3,915
tn2 (min) 3,978 3,985
ty3 (min) 4,71 4,86
Vi (ms™) 1,460E-03 1,416E-03
Lsenec (m) 5,0 12E-02 6,84OE-02
Usenee (M*V's™) | 1,671E-08 2,280E-08
ﬁsenec (m2v-ls-1) 1,975E—08

Tabulka 99 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B,O; pufru

(pH 9,38) + 30 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
ty7 (min) 3,724 3,707
tn2 (min) 3,893 3,875
tn3 (min) 4.6 4,59
Vi (ms™!) 1,495E-03 1,498E-03
Lsenec (M) 4,825E-02 4,916E-02
Usenee (M>V's™) | 1,608E-08 1,639E-08
Hsenec (m2v-ls-1) 1,623E-08
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Tabulka 100 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru
(pH 9,38) + 40 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méreni 2. méreni
ty1 (min) 3,959 3,95
fx2 (min) 4,124 4,126
ty3 (min) 4,775 4,773
Vi (ms™) 1,441E-03 1,441E-03
Lsenee (M) 4201E-02 4,073E-02
Usenee (M?V's™) | 1,400E-08 1,358E-08
Hsenee (m?V1s) 1,379E-08

Tabulka 101 - Migracni charakteristiky senecioninu na pokryté kapilare v 20 mM Na:B4O; pufru
(pH 9,38) + 50 mM SDS + 20 % v/v MeOH

1. méieni 2. méreni
tyi (min) 3,98 3,993
ty2 (min) 4,155 4,151
ty3 (min) 4,766 4,771
Vi (ms™) 1,443E-03 1,442E-03
Lsenec (M) 3,776E-02 3,997E-02
Usenee (M>V's™) | 1,259E-08 1,332E-08
I_lsenec (mZV-IS-l) 1,296E-08

Tabulka 102 — Stanoveni meze detekce senkirkinu

K()[l::;/l::i?ce Plocha piku
0,055 1,6
0,06666 3,1
0,0733 5
0,08148 7,4
0,09166 10,7
0,1 12,7
0,11 16,2
0,12 18,7
0,14666 25,43
0,183 32,4
0,22 38,5
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