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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci podminek pro stanoveni katinoni
metodou CE-MS, popt. CE-UV s vyuzitim iontové kapaliny jako detergentu.

V teoretické c¢asti je popsana skupina syntetickych drog, kam katinony spadaji,
zéklady kapilérni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie vcetné jejich instrumentace, ¢ast
je vénovana dosud publikovanym metodam studia katinond.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na optimalizaci podminek separace CE-ESI-MS,
predeviim pH a sloZeni elektrolytu. Cast vénovana metodé CE-UV je zaméfena na slozeni

elektrolytu a koncentraci pouzité iontové kapaliny.



SUMMARY

This diploma thesis deals with an optimization of condition for determination of
cathinones via the CE-MS, or CE-UV method, using an ion liquid as a selectivity agent.

The theoretical part talks aboutdeal a with physico-chemical properties of studied
group of synthetic drugs, which includes cathinonesions, the basics of capillary
electrophoresis and the mass spectrometry, including their instrumentation. Thehis part also
deals with already published methods of studying cathinones

The experimental part focuses on the optimization of conditions of separation of
selected cathinones using CE-ESI-MS. The optimization of both CE and MS parameters were
done mainly on pH, and the composition of the electrolyte and ESI sprayer conditions. The
part dedicated to the CE-UV method focuses on the composition of the electrolyte and the

concentration of the ionic liquid.
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1 UvOoD

Nic neni objeveno a zdrovern hned dokonalé.

(Marcus Tullius Cicero)

Kapilarni elektroforéza je analytickd elektromigraéni metoda. Sviij rozmach
zaznamenala na poc¢atku 21. stoleti, kdy byla vyuzita v projektu mapovani lidského genomu.
Ma siroky rozsah vyuziti — od analyzy jednoduchych organickych a anorganickych iontd az
po biomakromolekuly jako proteiny ¢i DNA. Oproti jinym separanim metodam ma fadu
vyhod — nizka spotieba vzorku a ¢inidel nutnych k separaci, kratka doba analyzy, moznost
pracovat s rozlicnymi detektory, vysoka G¢innost a rozliSovaci schopnost. Mezi jeji nevyhody
Ize zahrnout zejména nizkou koncentraéni citlivost a malou robustnost. V soucasné dobé¢ je to
nejlepsi technika na trhu pii porovnani separa¢ni ucinnosti a nakladi s metodou spjatych. Je
uéinnym nastrojem, jehoz potencial na poli toxikologie je teprve objevovan.

Cilem této prace bylo vyvinuti metody separace alkaloidd rostliny Catha edulis
Forsk., zndmych jako katinony. Ty se v drogové sféfe vyskytuji nejen v pfirodni, ale
i modifikované formé, tzv. ,,designer drugs® nebo téz ,,legal highs*.

»Nové syntetické drogy jsou vysledkem snahy ilegalnich vyrobcii obejit zakony,
v CR zakon &. 167/1998 Sb. ve znéni pozdgjsich predpisii, a vyrobit psychoaktivni latku, ktera
neni na seznamu ilegalnich latek, nebo jejiz prekurzory nepatii mezi monitorované substance
[1]. Prostfednictvim systému vcasného varovani je v soucasné dob¢ sledovano vice nez 15
syntetickych katinonti [2]. Drzeni vice nez 80 g katy jedlé (nebo vice nez 4 g katinonu) je v
CR trestnym &inem, stejné jako drZeni vice nez 0,8 g efedrinu® [3].

Vyskyt téchto drog na trhu a zvySena poptdvka po nich si vyzadala vyvinuti
dostateCné citlivych analytickych technik jak pro identifikaci, tak jejich kvantifikaci

V riiznych matricich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Catha edulis

Nejstar$i dochovana literarni zminka o této rostliné pochazi z arabského rukopisu
datovaného do 1. poloviny 14. stoleti, ktery uvadi, ze kral Ifatu, Sabr Ad-Din, nechal khat
vysadit ve mesté¢ Marad pro muslimy. Khat ztstal neznamym védeckému svétu do konce
18. stoleti, kdy b&hem své vypravy, kterd byla pofadédna krilem Frederickem V.,
shromazd’oval finsky biolog Peter Forskal se svymi kolegy rostliny Arabie a narazil i na khat.
Tuto rostlinu pojmenoval Catha edulis a jeji popis byl poprvé uveden v knize Flora
Aegyptiaco-Arabica, ktera byla vydana posmrtné r. 1775 jedinym ptezivS§im kolegou
Carstenem Niebuhrem, ktery ji pojmenoval Catha edulis Forsk [2, 3].

,,Catha edulis patti do rodiny Celastraceae. Jedna se o stale zeleny ket nebo nizky
strom dosahujici vysky az 5 m. Listy jsou 4 — 8 cm dlouhé, na okrajich pilovité vroubkované.

Kvete drobnym bilym kvétem, ktery ma 5 okvétnich listka“ [4].

Obrazek 1. Catha edulis, ptevzato z [5]

V nékterych c¢astech zemé, jako vychodni Afrika, je tato rostlina péstovana na
plantaZich a jeji Cerstvé listy Zvykany pro své psychostimula¢ni G€inky podobné amfetaminu.
Pro muslimy je nahrazkou alkoholu, ktery maji zakdzdno Koranem konzumovat. Naopak jim
je umoznéno uzivat byliny, které jsou 1é¢ivé €1 jinak prospeésné jejich organismu.

»Na trhu se vyskytuje khat ve dvou riznych formach, a to ,,shrub-drug™ nebo téz
Hleaf-drug® a ,tree-drug®. ,,Shrub-drug* obsahuje listy khatu, zatimco ,,tree-drug®“ obsahuje

zejména vyhonky s malym mnozstvim lista“ [6]. Khat se prodava ve svazcich dlouhych 40
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cm, o pfiblizné hmotnosti 0,5 kg. Je balen do bananového listu, ¢imz si zachovava
dlouhodobé;jsi trvanlivost (Obrazek 2). Nejcastéji se zvyka, ale v oblibé jsou 1 tzv. somalské

caje.

Obréazek 2. Khat na trhu, piejato z [7]

2.2 Prirodni katinony

Listy khatu jsou bohaté na doprovodné latky, obsahuji tfisloviny, silice, apod.
Toxikologicky a farmakologicky nejvyznamnéjsi jsou vSak obsazené alkaloidy. Ty jsou vSak
uéinné pouze v Cerstvych rostlinach, max. par dni po jejich sklizni.

Hlavnim alkaloidem ptisobicim na CNS je S-(-)-a-aminopropiofenon (katinon). Tento
alkaloid byl poprvé izolovan a identifikovan r. 1975, na ¢emZ maji zasluhu védci z laboratote
pro narkotika OSN. Tento alkaloid je nestaly a v rostling jej doprovazeji degrada¢ni produkty
(viz. Schéma 1), kterymi jsou S,S-(+)-norpseudoefedrinem (katin), ktery vykazuje mensi
psychoaktivni G¢inek, a R,S-(—)-norefedrinem, nemajici zadny psychoaktivni uéinek.

Rovnéz mohou byt pfitomny ,fenylpentenylaminy S-(+)-merukatinon, R,S-(+)-
merukatin a S,S-(-)-pseudomerukatin, které jsou psychoaktivni, ale jejich mnozstvi v khatu je
malé, <0,1 do 56 mg/100 g suSené rostliny. Celkové mnozstvi fenylalkylamini v khatu se
pohybuje mezi 20 a 960 mg/100 g suseného khatu a katinonu mezi 9 a 330 mg/100 g. Obsah

katinu a norefedrinu je v rozmezi 5 — 750 mg/100 g, resp. 0,7 — 80 mg/100 g* [8].
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Schéma 1. Degrada¢ni produkty katinonu, ptevzato z [9]

2.3 Syntetické katinony

Syntetické katinony patii do skupiny f-ketoamfetaminti, které jsou odvozeny od
pfirodnich  katinonti. Tato skupina  zahrnuje mefedron, methedron metylon,
methylendioxypyrovaleron (MDPV), butylon a dalsi. Strukturni vzorce té€chto latek jsou
zobrazeny na obrazku 3 [10].

Nékteré z téchto latek slouzily k Iékarskym ucelim, napt. bupropion k 1écbé deprese,
pyrovaleron k 1é¢bé obezity [11]. Tyto drogy jsou dostupné napf. na internetu v tzv. head-
shopech s ozna¢enim ,,Produkt je uréen pouze pro technické uziti, je zdravi Skodlivy a neni
ur¢en ke konzumaci lidmi.“ ve formé koupelovych soli, ev. hnojiv pro rostliny.

Jsou aplikovany oraln¢ v pifipadé tablet, u prasku je to intraven6zné do zily nebo

snupanim. Béhem kratkého okamziku se dostavuje pocit nadmérné energie, hovornost, euforie.
Tyto latky snizuji chut’ k jidlu, zplsobuji rozSifeni zornicek, maji vliv na kardiovaskularni

systém, mohou byt pfi¢inou halucinaci. Na téchto latkach si 1ze vypéstovat psychickou zévislost.
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Obrazek 3. Nékteré syntetické katinony

2.3.1 Mefedron

Syntéza mefedronu byla poprvé popsana Saemem de Burnagem Sanchezem roku
1929 [12]. Tato droga je znama mezi uzivateli predev$im jako ,,miau mnau®, ma vSak fadu
dalsich nazvu, napt. ,,M-Cat, Miaow, Mef*.

Ceny v Ceskych head-shopech se pohybuji v rozmezi 600-650 K¢&/g, pii odbéru
vetSitho mnoZstvi jsou Casto poskytovany slevy.

Uzivatelé udavaji, ze po koufeni, ev. $tiupani se dostavuje ucinek po 10-20 min
s trvanim 1-2 hod, pfi intravenéznim podani nastupuje uéinek po 10-15 min na cca 30 min,

po oralnim podani se Gi¢inek dostavuje po 15-45 min s dobou ptisobeni 2—4 hod [11].

QHH H My
HSCO&—C—N—CHa — H3C~©—C—(}‘.—NH2 —_— H;ﬁ@—ﬁ—g—NHz
1
CHs CHs CHj

mefedron normefedron -OH-normefedron

o

0]
H .
HOHZCQE’E*H*CW — HOHZC@EJI—Q—NHZ = konjugace
1

CHy CHg

4-hydroxymethylmefedron 4-hydroxymethylnormefedron

Schéma 2. Metabolismus mefedronu [13 — 16]
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2.3.2 Metylon
Metabolismus metylonu je zobrazen na schématu 3.

konjugace konjugace

b
choW
< ]@*f

<1©*f J@*f

METYLON \
konjugace m Hs COW

MDEP, MDPEP S-OH-4-MEO-MC

konjugace

Schéma 3. Metabolismus metylonu, ptevzato z [17]

2.3.3 MDPV

MDPV byl syntetizovan Boehringerem Ingelheimem. K jeho patentovani doslo roku
1969. Jde o hnédy ¢i zlutozeleny (volna bazickd forma), bily (ve formé hydrochloridu) nebo
Sedy (evropska forma) amorfni, resp. krystalicky prasek. Hlavnimi metabolity jsou katechol a

methylkatechol pyrovaleron [18].

2.4 Prace zabyvajici se stanovenim katinonut

Pro analyzu alkaloidii obsazenych v rostliné Catha Edulis, i téch syntetickych, jsou
s vyhodou vyuzivany separacni metody — plynova chromatografie (GC) a kapalinova
chromatografie (LC) — pro svou jednoduchost a rychlost ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii nebo jinymi dostatecné citlivymi detektory.

Analyze na plynovém chromatografu je ptedfazen derivatizaéni krok, ktery slouzi
k pfevedeni analytu na tékavéjsi slouceninu, ktera je pro vlastni analyzu vhodnéjsi.
V literatufe je nejCastéji uvadéna methylace ptisobenim vhodného organického ¢inidla.

Pro stanoveni katinonu je mozno pouzit i jiné metody, napi. UV-VIS spektrofotometrii,
jak uvadi prace Al-Obaidse a kol. [19].



Tabulka 1. Metody stanoveni pfirodnich katinont
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Material
Technika Analyzované latky pro extrakci lzolace Detekce Citace
HPLC fenylalkylaminy khatu listy khatu | L-L extrakce, ultrazvuk, SPE DAD [8]
TLC fenylalkylaminy khatu listy khatu | L-L extrakce, ultrazvuk UV-Vis [8]
205 nm a 254 nm
GC-MS katinon, katin, norefedrin | listy khatu | L-L extrakce MS [9]
GC-MS katinon, katin listy khatu | macerace  methanolem, L-L  extrakce, | MS [20]
a fenylpropanolamin derivatizace anhydridem kyseliny
trifluoroctové  a  nebo N-methyl-N-
trimethylsilyl-trifluoroacetamidem
GC-MS katinon, katin mo¢ SPE extrakce, derivatizace MBHFBA MS [21]
a fenylpropanolamin
GC-MS katinon, katin listy khatu | sonifikace, L-L extrakce, derivatizace | MS [22]
anhydridy, ev. TPC
GC-MS efedrin, norefedrin standardy extrakce, derivatizace MTPA MS [23]
Chirélni separace CE s | katinon, katin, norefedrin, | listy khatu | modifikace cit. [18] UV-Vis [24]
CDs merukatinon, merukatin, 210 nm
pseudomerukatin
LC-ESI-MS/MS katinony, efedriny krev centrifugace MS/MS [25]




Tabulka 2. Metody stanoveni syntetickych katinont
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Materiél
Technika Analyzované latky pro extrakci  lzolace Detekce Citace
GC-MS mefedron, butylon, metylon moc¢ SPE  extrakce, derivatizace = methylaci, | MS [15]
acetylaci ev. kombinaci obou
GC-MS metylon, mefedron standardy derivatizace MSTFA MS [26]
GC-MS mefedron mo¢ hydrolyza, L-L extrakce, derivatizace | MS [27]
anhydridem TFA + ethylacetat
LC-MS mefedron mo¢ hydrolyza, deproteinace methanolem MS [27]
LC-MS/MS | mefedron mo¢ hydrolyza, deproteinace methanolem MS/MS [27]
LC-MS/MS | mefedron + metabolity vlasy dekontaminace dichlormethanem, rozklad | MS/MS [28]
(4—methylefedrin, NaOH ev. enzymaticky, L—L extrakce
4—methylnorefedrin)
LC mefedron standardy sonifikace UV-Vis [29]

(232 nm)
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2.5 Kapilarni elektroforéza

2.5.1 Historie

Roku 1892 byl popsan pohyb anorganickych castic v elektrickém poli koloidniho
roztoku. Prvni experimenty s vyuzitim elektroforézy zapocaly jiz v 19. stoleti, ale s kapilarni
elektroforézou se setkdvame poprvé roku 1967, kdy Hjertén uskutecnil elektroforézu
Vv rotujici kapilafe. Metoda nese nazev ,,volnd zonova elektroforéza®. Toto uspofadani s
horizontaln¢ uloZenou kapilarou v pribchu elektroforézy, kterd rotuje podle podélné osy, ma
za cil potladit rusivé vlivy konvekce. Pozadovana cast vzorku se nadavkuje do kapilary
s elektrolytem a je-li hustota slozek vzorku vétsi nez pouzitého elektrolytu, pohybuje se
smérem dolt. Nasledné dojde k synchronizaci pohybu vzorku s kapilarou, ¢imz je dosazeno
stabilizace. Detekce je stejna jako u soucasné elektroforézy [30].

Od té doby pokust kapilarni elektroforézy ptibylo. Provadély se v kapilarach
rozli¢nych materialti, ale i praimérid. Roku 1989 bylo na trh uvedeno prvni zafizeni pro

kapilarni zonovou elektroforézu firmy Beckman.

2.5.2 Princip

Elektroforéza je zaloZena na migraci nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém
poli. Rychlost jednotlivych ¢astic je zavisla na velikosti molekuly a naboji, ktery nesou.
Z toho je zteymé, ze ruzné velké molekuly nesouci rozdilny naboj se budou pohybovat jinou

rychlosti, tudiz mohou byt od sebe separovany.

2.5.3 Migrace a elektroosmoticky tok

Na pohyb ¢astic v elektrolytu maji vliv dvé sily — sila elektrického pole, vztah (1),
ktera je kompenzovana opac¢né sméfujici viskozitni silou, ktera se fidi Stokesovym zakonem,
vztah (2).

F,=q-E (1)
F=6-7-n-r-v (2)
V rovnovaze se tyto sily vyrovnaji a ziskdvame vztah (3) pro rychlost pohybu castice

v elektrickém poli, v némz vystupuje elektroforeticka pohyblivost ., kterd je definované jako
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rychlost pohybu elektricky nabitych ¢astic umisténych ve stejnosmérném poli jednotkové

intenzity.
vy, E= —3
= M- ’ (3)
6-7-M-1
Ue ..... pohyblivost iontu v m?.V st
g....ndbojv C
N ..... dynamicka viskozita rozpoustédla v Pa-s

r ..... hydrodynamicky polomér iontu v m, tj. polomér iontu véetné solvata¢niho obalu
v ..... rychlost pohybu &astice v m-s

E ..... intenzita elektrického pole v V-m™

Smér pohybu c¢astice v elektrickém poli, opomineme-li elektroosmoticky tok, zavisi
na znaménku neseného naboje a polarité vlozeného napéti. Jeho rychlost je dle rovnice (3)
pfimo timérna velikosti ndboje a nepfimo timérna intenzité¢ vkladaného elektrického pole a
odporu elektrolytu.

Kromé elektroforetické pohyblivosti na Castice v roztoku ptisobi elektroosmoticky
tok (EOF). Nyni si pfedstavme kiemennou kapilaru. Jeji vnitini povrch je tvoten silanolovymi
skupinami (—SiOH), které jsou pii pH > 2 ionizovany. Na vnitini sténé se tak vytvoii zaporny
naboj, ke kterému jsou pfitazlivymi silami poutany volné kationty, ¢imz vznika elektricka
dvojvrstva (obrazek 4). Kationty sméfuji ke katodé, ale pro maly prifez kapilary s sebou
strhavaji ostatni ionty. Za ucasti EOF je tedy mozné separovat kationty i anionty soucasne¢.
Tyto Castice jsou za pritomnosti EOF charakterizovany zdanlivou pohyblivosti podle vztahu
(4):

I-L
=+ = __—— 4
Ha™ He™ Meor t-U (4)

Ua ..... zdanliva pohyblivost v m%-V 1.5t
l....... délka kapilary k detektoru v m
L.... délka kapilary v m

U....... napéti ve V

| PO migracni ¢as v S
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Elektrickou dvojvrstvu charakterizuje tzv. ¢ potencil. Ten popisuje potencidlovy

rozdil mezi vnitini sténou kapilary, kterd je nabita a okolnim elektrolytem.

kapilary

Obrazek 4. Elektroosmoticky tok v kiemenné kapilafe, pfevzato z [31]

EOF ovliviiuje pribéh separace, V nékterych pifipadech mize byt vyhodné jej

potlacit, ev. obratit, coz lze ucinit fadou zpisobi, jak ukazuje tabulka 3.

Tabulka 3. Zména separa¢nich podminek a vliv na EOF, ptevzato a upraveno [32]

Proménny faktor

Bézné rozmezi

Vliv na EOF pii zvyseni

proménného faktoru

pokryti kapilary

pH

tenzidy v MECC
organické rozpoustédlo
CDs

viskozita

koncentrace elektrolytu

rizné
15-115

10 - 200 mM
1 — 30 %(v/v)
1-100 mM
rizna

5—-200 mM

opacny
zvyseni
snizeni
sniZeni (vyjimka ACN)
snizeni
sniZeni

zvySeni

Velikost EOF Ize vyjadfit jako pohyblivost pomoci rovnice (5):

Meor =

£¢

& ..... permitivita zékladniho elektrolytu v F-m™*

C ..... zeta potencial ve V

.. dynamicka viskozita rozpoustédla v Pa's

()
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2.5.4 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) patii mezi elektroforetické
techniky. Prvni praci pojednavajici o této metod¢ publikoval Shigeru Terabe s kolektivem
roku 1984 [33].

Mechanismus separace pomoci MEKC je zaloZen na rozd€lovani analytu mezi
mobilni a pseudo-stacionarni fazi, ktera je vytvofena piidavkem vhodného tenzidu
k pracovnimu elektrolytu. Tenzidem rozumime amfifilni latku, m& hydrofobni i hydrofilni
charakter, a je schopna tvofit ve vodnych prostfedich micely (obrazek 5). MliZe mit aniontovy,
kationovy, pfip. neiontovy charakter. Schopnost tvofit micely je dana hodnotou kritické

micelarni koncentrace (CMC).

vzduch

amfifilni molekula

—O

hydrofobni hydrofilni
Cast Sast

Lo
IS

Obrazek 5. Amfifilni charakter tenzidu a jeho schopnost tvofit micely, pfevzato a upraveno
[34]

Nejbéznéji uzivanym tenzidem je dodecylsiran sodny (SDS) aniontové povahy.
MEKC s pouzitim SDS je znazornéna na obrazku 6. Micely s hydrofilni ¢asti na povrchu,
které nesou negativni ndboj, maji tendenci migrovat k anodé¢. Zesilime-li dostate¢né¢ EOF,

docilime toho, ze micely budou migrovat ke katodé, kde se nachazi detektor.

o _@ Ve,
R Ml xC s
A r
O r = paned |:::} = elektroosmoticki tok
I:negativené nabity)
. = analyt = = mirrace mucel

Obrézek 6. MEKC s vyuzitim SDS jako tenzidu, pfevzato a upraveno z [35]
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Pied vlastni analyzou je téeba zjistit néktera data o analyzované latce — vhodné

rozpoustédlo, rozpustnost ve vodé v zavislosti na pH, pK; a v neposledni fadé UV informace.

Dalsim krokem je volba vhodného pracovniho elektrolytu a napéti. Piehled nejcastéji

uzivanych elektrolytu je uveden v tabulce 4.

Tabulka 4. Nejbéznéjsi pracovni elektrolyty, prevzato z [32]

elektrolyt

pk, prislusné kyseliny

fosfatovy

citratovy

acetatovy
MES
PIPES
ACES
MOPSO
MOPS
HEPES
tris
boratovy
CHES
CAPS

2,12 pKy1
7,21 pKy2
12,32 pKas
3,06 pKaz
5,40 pKap
4,75

6,15

6,80

6,90

6,90

7,20

7,55

8,30

9,24

9,50
10,40

2.5.6 Pristrojové vybaveni

Na obrazku 7 je znazornéno schéma kapilarni elektroforézy. Zakladem

instrumentace je system dvou elektrod, na které vkladame napéti, nadoby se zakladnim

elektrolytem a vzorkem, separacni kapilara, detektor a software pro zpracovani signalu.

Jednotlivé ¢asti budou probrany nize.
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+‘|'

| detektor
=
waorek apracovani
| aignalu
anoda
katoda
elektrolyt

Obrazek 7. Zatizeni pro kapilarni elektroforézu

2.5.6.1 Separacni kapilary a separac¢ni napéti

Pti kapilarni elektroforéze probihd separace nejcastéji v kiemenné kapiléate, kterd
muze byt dlouha 50 az 100 cm a jeji vnitini pramér dosahuje 10 az 100 um. Aby zlstala
zachovéana jeji pruznost, pokryvaji se vrstvickou polyimidu. Na kapilaru je ptivadéno
z vnéjsiho zdroje stejnosmérné napéti.

V pribéhu aplikace napéti dochéazi k zahtivani kapilary, ponévadZ se uvoliiuje tzv.

Jouleovo teplo, které je ptimo umérné vkladanému napéti, vztah (6).

Q=U-I-t (6)
Q ... uvolnéné teplo v J
U ..... vkladané napéti ve V
I.....proud v A
t....Casvs

Vysoké hodnoty Joulova tepla maji za nasledek vznik bublinek v pribéhu separace, ev.

zménu viskozity pouzitého pufru, coz se projevi na vysledcich analyzy.
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2.5.6.2 Davkovani vzorku

Vzorky mohou byt v CE davkovany tfemi rozdilnymi mechanismy:
e Na zaklad¢ rozdilnych tlakt (hydrodynamicky)
Jeden konec kapilary je ponofen do vzorku. Na tuto sestavu pisobime tlakem, napt. vakuem,

¢imz dojde k nadavkovani vzorku do kapilary. Mnozstvi davkovaného vzorku lze vyjadiit

rovnici (7):
V:AP-d4-n-t @
128n-L
AP ..... rozdil tlakti na koncich kapilary v mbar
d ..... primér kapilary v pm
t.....davkovaci as v s
N ..... viskozita pufru v Pa-s

L ..... celkova délka kapilary v m

Davkovany objem je zavisly na teploté, ktera ovlivituje viskozitu. K popisu zavislosti

viskozity na teploté se uziva vztah (8), z néhoz je patrné, ze s rostouci teplotou klesa viskozita.
B
logn=A+ = (8)

A, B ..... konstanty charakterizujici dany solut
T....teplotav K

M ..... viskozita v Pa-s

e Gravitacni silou
Konec kapilary je ponofen do roztoku pufru. Druhy konec pfed ponofenim do vzorku
zvedneme do vysky nad roztok pufru a nasajeme vzorek. Bézn¢ se uziva zvednuti o 5 cm po

dobu 10s.
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Davkované mnozstvi 1ze vypocist dle rovnice (9):

1287 -L
p ..... hustota kapaliny v kg-m™
g ..... gravita¢ni konstanta

AH ..... rozdil vySek hladin v cm

d ..... primér kapilary v pm
t.....davkovaci Cas v s
N ..... viskozita pufru v Pa-s

L ..... celkova délka kapilary v m

e Elektrokineticky
V tomto piipadé¢ se konec kapilary vklada spolu s elektrodou do roztoku vzorku a vlozi se
napéti. Tim dojde k nadavkovani vzorku do kapilary na zaklad¢ elektroforetické migrace a
EOF. Timto zpisobem se nadavkuji ptrednostné vétsi nabité ionty, dochadzi k urcité

diskriminaci.

2.5.6.3 Detektory
Posledni neméné podstatnou casti kapilarni elektroforézy je detektor. Voli se tak,

aby mél pro dany analyt co nejlepsi citlivost. Limity detekce vybranych detektor jsou

uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5. Vybrané detekéni principy s uvedenymi limity detekce, ptevzato z [36]

detekéni princip | limit detekce LOD (mol)
uv 10 -10™"
fluorescence 5.10°"

Raman 210"

MS 1.10"

konduktivita 1.10™

ampérometrie 7.10"°
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Nejvyuzivanéjs$im detektorem ve spojeni s CE je opticky absorpéni detektor, ktery je
zalozen na absorpci zafeni vzorkem v UV-Vis oblasti elektromagnetického zafeni. Ridi se
Lambert-Beerovym zakonem (vztah 10), podle kterého je absorbance piimo umérna délce
absorbujici vrstvy |, koncentraci analytu ¢ a molarnimu absorp¢nimu koeficientu .

A=¢g-c-1 (20)

Dalsimi vyuzivanymi detektory jsou elektrochemické detektory, které registruji
signdl vyvolany elektrochemickou reakci, zejména oxida¢né-redukénimi procesy nebo

mefenim elektrickych vlastnosti analytu, a hmotnostni detektor.

2.6 Spojeni kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie

Kapilarni elektroforéza umoziuje separovat nizké koncentrace analyti. Spojeni CE
s hmotnostni spektrometrii kombinuje separa¢ni ¢innost CE s citlivou detekci.

Hmotnostni spektrometrie je vysoce citliva separacni metoda, kterd ptevadi vzorek
na plynnou fazi, kterd je ionizovana, a vzniklé ionty separuje podle hodnoty poméru
hmotnosti k naboji m/z [34]. Jedna se o metodu destruktivni, spotfeba vzorku se pohybuje
v fadech pikogrami. Touto technikou je mozné urcit primarni strukturu latky, molekulovou

hmotnost ¢i izotopické zastoupeni prvki ve vzorku.

2.6.1 Princip

Postup pii této technice:
e prevedeni analyti do plynné faze
e ionizace analytd
e separace ionti v hmotnostnim analyzatoru

e detekce iontd

Vatup
Iontovy | | Hmotnostni {
: |~ Wyhodnocowvact
zdroj analyzator Detektor zatizeni
Wakuovy systém

Obrazek 8. Blokové schéma hmotnostniho spektrometru, pievzato a upraveno [37]
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Bézn¢ dostupny hmotnostni spektrometr obsahuje casti zobrazené na obrazku 8.
Vstup vzorku umoznuje prevedeni vzorku z vnéjsiho prostiedi do prostiedi iontového zdroje,
ktery se pouziva K pfevedeni vzorku do ionizovaného stavu. Hmotnostni analyzator slouzi
jako disperzni prvek, ktery umoznuje rozdé€lit smés iontli o riznych m/z. Detektor poskytuje
zdznam umérny poctu dopadajicich iont. Tento signal je pfeveden do pocitace a vhodnym
softwarem pieveden do formy hmotnostniho spektra. Protoze pracuje za nizkych tlakd, je jeho

soucasti vakuovy Cerpaci systém [37 — 39].

2.6.2 lontovy zdroj

V bézné praxi je CE spojovano vyhradné s elektrospejovou ionizaci (ESI). Za méné
bézné lze povazovat fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI) a chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI). Pro proteomické studie je CE spojovano s desorpci/ionizaci

laserem v ptitomnosti matrice, tzv. MALDI technika.

2.6.2.1 lonizace elektrosprejem

Za vyvoj elektrospreje byla r. 2002 udélena Nobelova cena v oboru chemie Johnu B.

Fennovi (obrazek 9).

Obrazek 9. Jeden z nositelt Nobelovy ceny v oboru chemie za rok 2002 John B. Fenn [40]

lonizace elektrosprejem patii mezi tzv. mékké ionizacni techniky. Jelikoz jsou v CE
uzivany malé objemy davkovanych vzorki, ¢imZ je dosahovano nizkych pritoki, které jsou
pro ionizaci elektrosprejem nedostacujici, je podstatna pfitomnost pomocné stinici kapaliny

(SL), tzv. sheath liquid (Obrazek 10).
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Princip ESI (Obrazek 11) je zalozen na tvorbé nabitych kapicek na sprejovaci
kapilafe, na niz je vlozeno vysoké napéti, kolem 5 kV. Ionty v kapicce vzniklé na konci
kapilary se vzajemné odpuzuji, ¢imz vznika v kapce napéti. Je-li toto napéti vétsi nez
povrchové napéti kapaliny, dochazi k tvorbé Taylorova kuzele, z néhoz se jednotlivé kapicky
uvoliuji tzv. Coulombickou explozi. Nasleduje zmenSovani povrchu kapicky prostym
vypafovanim. Limit celkového naboje, ktery kapicka unese, se nazyva Rayleightiv limit

(rovnice 11).
Q=87-(5-7-R)" (11)

Q .....celkovy naboj, ktery kapicka nese

o)

.. polomér kapky
€o .....permitivita vakua

Y ..... povrchové napéti

stinici roztok \\inertni plyn

kapilara z CE

Obrazek 10. Spojeni CE-ESI se stinici kapalinou, pfevzato a upraveno [41]

Taylorav kuzel sprejovact

tryska

zdroj vysokého napéti

Obrazek 11. Schéma tvorby nabitych kapicek v elektrospreji, prevzato a upraveno [42]

Z uvedenych schémat je patrna linearni konstrukce CE-ESI-MS. Nevyhoda tohoto
spojeni spociva ve vétsim zaneseni iontového zdroje slozkami pufru nebo stinici kapaliny.
Z tohoto divodu je vyhodnéjsi tzv. orthogondlni uspofadani, kdy je sprejovaci Spicka ESI a

vstup do MS posunut o urcity thel, nejcastéji 90° (obrazek 12).
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stinici kapalina

CE kap11araJ

ESI |

—— pormocny plyn

L
\T -

vstup do MS
Obréazek 12. Orthogonalni uspotradani CE-ESI-MS, pievzato a upraveno z [43]

2.6.3 Hmotnostni analyzator

Je nejdulezitéjsi ¢asti hmotnostniho spektrometru, kde dochazi k samotné separaci
iontl na zakladé m/z. Kvalitu rozd¢leni jednotlivych iontd vyjadiuje rozliSovaci schopnost
(vztah 12). V tomto piipad¢ zastava analyzator funkci disperzniho prvku. Existuje fada
hmotnostnich analyzatort, které funguji na rozliénych fyzikalnich principech. faktory, které
maji vliv na vybér analyzatoru jsou jeho cenova dostupnost a ucel, za kterym jej pofizujeme.

m
R=—— 12
A (12)

.. hmotnost iontu

Am ..... §itka piku v poloviné vysky

Nejcasteji uzivané analyzatory se svymi charakteristikami jsou zvefejnény na nasleduji strané

v tabulce 6, str. 28.
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Tabulka 6. Charakteristiky nejcastéji uzivanych hmotnostnich analyzatora [44]

druh analyzatoru | m/z rozsah  rozliSeni  dynamicky rozsah

sektorovy 10* 10° 10’
TOF 10° 10°-10* 10
ICR 10° 10° 10*
IT 10* 10* 10*

kvadrupélovy | 10°-10* 10°-10*  10°

2.6.3.1 Kvadrupdlovy analyzator

~Kvadrupdlovy analyzétor je zafizeni, které vyuziva rozdilné stability trajektorii
ionta v oscilujicim elektrickém poli* [45].

Sklada se ze Ctyf ty¢i (obrazek 13), kdy na dvé protilehlé je vkladano napéti se
stejnosmérnou a stfidavou slozkou. Ionty jsou ovlivilovany oscilujicim elektrickym polem a

smé&fuji k detektoru. Jejich trajektorie je dana Mathieuvou rovnici (vztah 13):

d’u
@ + (a,-29, -c0s2&)u =10 (13)
kde u zastava soufadnice X, y. Vysledkem feSeni jsou parametry q, a ay, pii jejichZ vhodné
kombinaci dojde k prichodu iontu k detektoru. Ostatni ionty se vybiji na ty¢ich.
Kvadrupdlovy analyzator patfi mezi relativn€ levné analyzatory, ktery je vhodny pro

spojeni se separa¢nimi technikami jako GC-MS, LC-MS apod.

it iont (projde k
toru)

rezom
detekt

k detektoru, pievzato a upraveno z [46]
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2.6.3.2 Analyzator z doby letu (TOF)

TOF (z angl. Time-of-flight) je analyzator, ktery separuje ionty na zakladé¢
rozdilnych dob letu v ur¢eném prostoru. Vztah doby letu k molekulové hmotnosti Ize popsat

t=L-[ m j (14)

vztahem 14:

2-z-U

..... doba letu

~—+

m ..... hmotnost iontu
L

..... 0élka letové trubice

N

..... haboj iontu

U ..... urychlovaci napéti

lonty s mensi hmotnosti, které jsou rychlejsi, dopadnou na detektor za krat$i dobu
nez ionty t€z8i a pomalej$i. Pro méteni je zapotiebi znat dobu vstupu iontu do analyzatoru,
proto se s vyhodou kombinuje s pulznimi technikami, napt. MALDI.

Umoziuje méfit v modu linedrnim, reflektronovém, ev. PD (z angl. Post Decay)
modu (obrazek 14).

a)
.
: s il ’. detektor
5]
vzorek
letovd trubice
b)

detektor

reflektron

vzorek

“{\
/

Obrézek 14. Schéma TOF analyzétoru v a) linearnim modu, b) s reflektronem, pievzato a
upraveno z [47]
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Jak jiz bylo uvedeno, pouziva se TOF ve spojeni s pulznimi technikami, ve spojeni
se separa¢nimi technikami méné casto, piesto se ve spojeni s CE uplatiiuje také a byly

publikovany ¢lanky [48].

2.6.3.3 lontova past (IT)

Tento analyzator sestava ze série elektrod, z nichz dvé koncové jsou uzemnéné a
tieti je prstencova, vSechny hyperbolického tvaru (obrdzek 15). Dochazi k hromadéni iontd
v RF poli, jejich naslednému postupnému vypuzovani z analyzatoru a detekci.

Jedna se o pomérné Casty zpusob spojeni se separa¢nimi metodami, CE nevyjimaje.

V publikacich byly popsany aplikace, kdy je mozné tohoto spojeni vyuzit [49 -51].

V cos wt .
prafencova

konecowé sleltrod
elektrody S Sriroda

1)

teltor

y /‘gﬂhﬁ\
zdroj iontd 7 de
b

Obréazek 15. Schéma iontové pasti, pfevzato a upraveno z [52]
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Uprava pufrd na pozadované pH byla provadéna pomoci pH-metru inolab_IDS,
Multi 9310P s kombinovanou elektrodou SenTix 940.

Pridavek iontové kapaliny byl rozpustén v ultrazvuku firmy Elma, EImasonic S 60 H.

Separace modelovych analytli — katinonl byla provadéna kapilarni elektroforézou
Agilent 7100 s UV detekci. Davkovani probihalo hydrodynamicky p#i 50 mbar po dobu 10 s.
Data byla zpracovéna softwarem 3D-CE ChemStation od Agilent Technologies. Pro méfeni
byla pouzita kiemenna kapildra firmy Polymicro Technologies od zprostiedkovatele Labicom,
s.r.0. o vnitinim priméru 50 pm. Celkova délka kapilary byla 48,5 cm, efektivni délka (délka
kapilary k detektoru) 40 cm. Kapilara byla pted prvnim métenim promyta 0,1 M hydroxidem
sodnym po dobu 30 min, deionizovanou vodou 20 min a pracovnim elektrolytem (BGE) po
dobu 10 min. Stejny postup nasledoval pii zméné BGE.

Hmotnostni  spektra byla ziskana kapilarni elektroforézou Agilent 7100
s kvadrupolovym detektorem Triple Quadrupole Agilent 6460. Mé&teni probihalo v nepokryté
ktemenné kapilafe délky 90 cm o vnitinim praméru 50 um firmy Polymicro Technologies. Pti
spojeni CE-MS je celkova délka kapilary totozna s efektivni délkou. Kapilara byla pied
prvnim méfenim promyta 0,1 M NaOH po dobu 30 minut a deionizovanou vodou 30 minut.
Pomocna kapalina (SL) byla davkovana izokratickou pumpou LC Agilent 1200 Infinity. Data

byla shromaZzd’ovana pomoci softwaru Mass Hunter 6.0.

3.2 Chemikalie
Na ptipravu pufrt byly vyuzity:

deionizovana voda (Milli-Q systém, rezistence pii 25 °C byla 18,2 MQ-cm),
kyselina borita (Sigma-Aldrich),

85% kyselina fosfore¢na (Sigma-Aldrich),

acetat amonny (Sigma-Aldrich),

hydroxid sodny (Sigma-Aldrich),
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amoniak (Sigma-Aldrich).

Jako modelové analyty byly zvoleny katinony, které byly zakoupeny u firmy
Lipomed, Arlesheim, Svycarsko. Standardni roztoky tdchto latek o koncentraci 1 mg-mlf1
byly pfipraveny navazenim 1 mg kazdého standardu zvlast’ pfesn¢ a jeho rozpusténim v 1 ml
methanolu. Pro analyzu byl pfipraven smésny roztok vyse uvedenych analyti o koncentracich

0,1 mg-ml™.

lontovou kapalinu poskytl ve form¢ bilého prasku prof. Armstrong z Texas
University at Arlington, USA. Pro analyzu byl pfipraven 20 mM roztok této kapaliny, dalsi

koncentrace vznikly naslednym fedénim.

Obrazek 16. lontova kapalina

3.3 Priprava pufru

Pro analyzu byly pfipraveny nasledujici pufry.

3.3.1 Boratovy pufr
Boratovy pufr byl ptipraven o koncentracich 20 a 100 mM navazenim piislusného
mnozstvi kyseliny a jejim rozpus$ténim v deionizované vode. Pomoci 50% roztoku hydroxidu

sodneho bylo pH upraveno na hodnotu 9,0.

3.3.2 Acetatovy pufr

Tento pufr byl pfipraven o koncentraci 20 a 100 mM navaZenim piislusSného mnozstvi
soli a jejim rozpusténim v deionizované vod¢. Pomoci amoniaku bylo pH roztoku upraveno
na hodnotu 4,0.



33

3.3.3 Mravencéanovy pufr
Mravencanovy pufr byl pfipraven 0 koncentraci 20 mM navazenim daného mnozstvi
soli a jejim rozpusténi v deionizované vodé. Pro upravu pH na pozadované hodnoty byl

pouzit amoniak.



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 CE-MS

Byl sledovan vliv slozeni elektrolytu a pH na separaci 21 analytl z fady katinontl.

Vyuzité analyty, véetné m/z jejich protonovanych molekul znazornuje tabulka 7.

Tabulka 7. Analyty katinonu a jejich m/z protonovanych molekul

m/z
[M+H]"

150.20

Analyt

CAT

164.21

MET

178.24

MABP, 3-MMC,

180.22

MDA, PMMA

182.21

3-FMC,4-FMC, 2C-H,

192.27

4-MEC

194.24

bk-PMMA, BDB

208.22

bk-MDMA, MDE

222.25

bk-MBDB, MDEC,

242.35

2-C-T-2

261.28

2-C-B

276.35

MDPV

282.39

NRG-1

308.13

2-C-1

V ramci optimalizace separace s pomoci CE a detekce s vyuzitim MS je nutné

34

studovat nejen slozeni pracovniho elektrolytu a jeho pH, ale také parametry pro sprejovani a

detekci pomoci hmotnostniho spektrometru.

Spojeni CE-ESI-MS vyzaduje vyuziti tékavych pracovnich elektrolytt. Z tohoto divodu je

optimalizace elektrolytu pro CE separaci omezena pouze na vyuziti elektrolytt na bazi

mravenci a octové kyseliny a amoniaku.
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Na stran¢ MS byly pak optimalizovany nasledujici parametry: sprejovaci napéti, pratok
sprejovaciho plynu (dusiku), tlak dusiku v nebulizéru, teplota sprejovaciho plynu, sloZeni a
pratok pomocné sprejovaci kapaliny. Sledovana byla velikost poméru signdlu k Sumu S/N pii
zménach jednotlivych optimalizovanych parametri. Kone¢né podminky pro MS detekci

jednotlivych analytl jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8. Kone¢né parametry MS detekce katinont

Parametr Podminky

Sprejovaci napéti +3,5kV

Pritok sprejovaciho plynu 10 I/min

Tlak plynu v nebulizéru 10 psig

Teplota sprejovaciho plynu | 185 °C

Prttok pomocné kapaliny 4 pl/min

Slozeni pomocné kapaliny MeOH:W:HCOOH 50:49,5:0,5 (v/v/v)
Pozn.: 1 psig = 6,895 kPa
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Obrazek 17. BPC elektroferogramy analytt

Podminky méreni: BGE — a) formiat amonny, b) acetat amonny. Separacni napéti 20 kV,; davkovani 50 mbar/5s;
koncentrace jednotlivych analysii 5 mg/L. Ugs = 3,5 kV; priitok sprejovaciho plynu N, =5 I/min, 10 psig;
Usragmentor = 135 V; T = 185 °C. SL: MeOH:W:HCOOH 50:49,5:0,5 (v/v/iv)
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Obréazek 18. EIC elektroferogramy — a) 20 mM acetéatovy pufr, b) 20 mM formiatovy pufr,
oba bez upravy pH

Podminky separace viz. obrazek 17, str. 36

Jak plyne z uvedenych elektroferogramtl, v Zzadném ze studovanych pracovnich
elektrolytii nebylo dosazeno dostate¢ného rozliSeni pro separaci vSech katinonti. Rozdily
efektivnich mobilit jednotlivych analytti nejsou dostatecné. Spojeni CE-ESI-MS piinasi
nékolik omezeni, zejména pak nemoznost pouzit konven¢ni elektrolyty jako je borat

k separaci z dtivodu jejich nizké t€kavosti. V tabulce 9 jsou uvedeny pocty separovanych
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analyti. VZdy je mensi nez 21 (celkovy pocet katinonii ve smési). Z toho vyplyva nutnost
dalsi optimalizace podminek.
Byly studovany ptidavky metanolu a acetonitrilu v rozmezi 0 az 30 % (obj.). Ani tyto

ptidavky vsak nevedly k dosaZzeni pozadovaného rozliseni.

Tabulka 9. Poéty rozeznatelnych pikl v zavislosti na slozeni elektrolytu a pH

pocet rozeznatelnych piki
pH 20mM formiat 20mM acetat
amonny amonny
2,8 resp. 3,1* 12 8
3,5 11 7
4,0 11 8
4,5 9 5
5,0 10 9
55 8 6
6,0 9 6
6,5 6 6
7,5 9 6

pH 2,8 pro formiat amonny. Hodnota 3,1 pro acetat amonny

4.2 CE-UV

Vzhledem k tomu, Ze nebylo dosazeno uspokojivych vysledkl pro separaci vech 21
katinontl, byla dale studovéna iontova kapalina pro ovlivnéni selektivity separace.

V této Casti prace se pracovalo pouze s 5 katinony — efedron, 4-MEC, katinon,
metylon a nafyron.

Byl studovani vliv iontové sily a koncentrace iontové kapaliny ve 2 pracovnich
elektrolytech (boratovém a acetatovém). Z obr. 19 plyne, Ze jiz pii malé koncentraci iontové
kapaliny ve vSech studovanych pracovnich elektrolytech dochdzi k obraceni sméru pohybu
elektroosmotického toku (anodicky elektroosmoticky tok). S dalsimi pridavky iontové
kapaliny ale nedochazi k vyznamnému zvySovani mobility pozorovaného anodického
elektroosmotickeho toku.

Anodicky elektroosmoticky tok smefujici od — — + sméfuje opaénym smérem nez
je smér migrace separovanych vybranych katinoni, které migruji jako kationty ke katodg.
Protismérna migrace EOF a analytli by mohla vést ke zvySeni rozliSeni jednotlivych

separovanych analytu.
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Obréazek 19. Vliv koncentrace iontové kapaliny na EOF rtiznych elektrolytd o riizné iontové

sile
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Obréazek 20. Srovnani separace CAT u 100 mM boratoveho (horni elektroferogram) a 20 mM
acetatoveho pufru (dolni elektroferogram)

Lepsi separace bylo dosazeno v acetatovém pufru.
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Tabulka 10. Vypoctené RSD (%) pro jednotlivé elektrolyty

RSD (%)
100 mM borat ~ 20 mM borat 100 mM acetat 20 mM acetat

¢ (mM) |pH 9,0 pH 9,0 pH 4,0 pH 4,0

0 0,5251 0,3263 3,4299 0,2013

1 X -0,5684 -151,0342 -105,6202

5 -0,223 -0,6508 -152,3197 -0,4887

10 -0,1425 -0,425 -157,2204 -1,8584

20 -1,4175 X X -7,7105

Tabulka 11. Naméiené proudy pro a) 20mM a b) 100mM acetatovy pufr

clIL proud®  proud®
HA HA

OmM 16,5 88

ImM 20,8 95

5mM 22,5 220
10mM | 21,6 127
20mM | 24,2 nestabilni

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (JOANNA\03120000030.D)

104
M EOF OmMILL2 20mM acetat amonny pH 4.0

T T T T T T T T
8 10 12 14 16 18 mil

2 4
DADI A, Sig=254,4 Ref=360,100 (JOANNA\03120000084.D)

mAU
104 1mMIL12
04

2 4 8 10 12 14 16 18 mif
DADL1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (JOANNA\03120000099.D)

104 5mMIL12
04

T T T T T T T T
8 10 12 14 16 18 mit

2 4
DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (JOANNA\03120000114.D)

10 10mMIL12
o N
T

T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 mil

2 4
DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (JOANNA\03120000130.D)

mAU
0] /\ 20mMIL12
N
04

T T
12 14 16 18 mir|

2 4 6 8 10
Obrazek 21. 20mM acetatovy pufr s ptidavky riznych koncentraci IL
Podminky méreni: | = 48,5 cm; Ly = 40 cm. Separacni napéti —20 kV (u OmM 1L +20 kV).

Davkovéani 50 mbar/10 s.

S ohledem na proudy, kterych bylo dosazeno pii analyzach (tabulka 11), a tim
Joulovo teplo, je vhodnéjsi 20 mM acetatovy pufr pied 100 mM pufrem téhoz slozeni. Pti

ptidavku 5mM IL doslo k separaci analyta.
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moznou interakci analytd s IL. Dal$i roli na prodlouzeni separacniho ¢asu hraje také
zvySovani viskozity pracovniho elektrolytu s rostouci koncentraci IL.

Ze struktury IL (obrazek 16, str. 32) - obsahuje dlouhy alifaticky fetézec hydrofobni
povahy, neni vylouéeno, ze IL muze tvotit micely, které interaguji s analyty. To neni mozné
potvrdit vzhledem k neznalosti CMC této latky.

Bylo provedeno spikovani vzorku (obrazek 22) v20 mM acetatovém pufru
s ptidavkem 5 mM IL. V ptipadé, kdy v roztoku zddnd IL nebude, je toto potadi opacné.

Z tohoto faktu lze usuzovat, ze na separaéni mechanismus ma vliv piidavek IL.

Current Electropherogram(s) o
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (GACR10210000045.5)
[_] DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (GACR10310000002.0)
777 DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (GACR\0310000003.0)

: |
|

15+

|
1 T T
6 2 4 ] 8 10 min

Obrazek 22. Spikovani katinont
1: Nafyron; 2: 4-MEC; 3: Efedron; 4: Katinon

Podminky analyzy: | = 48,5 cm; l¢s = 40 cm. BGE 20mM acetat + 5mM IL. Separa¢ni napéti —20 kV. Davkovani
50 mbar/10 s.
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Studovana iontova kapalina byla také vyuzita pro separaci studovanych katinonti s pomoci
CE-ESI-MS. Vzhledem k tomu, ze IL je permanentni kation, dojde ale ke snizeni ¢innosti
ionizace. Oproti pracovnimu elektrolytu bez pridavku IL Se snizei G¢innost ionizace o asi

26 % (méfeno s vyuzitim katinonu jako modelového analytu).

Pro dosazeni GpIné separace vSech katinonti za souc¢asného zachovani citlivé MS detekce
bude nutné hledat dalsi aditiva do pracovniho elektrolytu, ktera umozni jejich Uplnou separaci

a také citlivou detekci.
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ZAVER
Potencial kapilarni elektroforézy na poli toxikologickych aplikaci je teprve
objevovan. Lze ji vyuzit pro stanoveni drog jako jsou katinony.
Byl studovan vliv experimentalnich podminek pro jejich separaci CE-ESI-MS, ale
nebylo dosazeno separace vSech analytd, proto bylo piistoupeno k CE-UV, kde byl zkouman
vliv iontové kapaliny, slozeni a iontova sila elektrolytu. Pro separaci se ukazal vhodné&jsi

Cvwr

doslo k uplné separaci vSech 5 analytt.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACES
ACN
APCI
APPI
BGE
BPC
CAPS
CE
CHES
CMC
CNS
EIC
EOF
ESI

GC
HEPES
HMMC
ICR

IL

IT

LC

L-L extrakce
MALDI
MBHFBA
MDC
MDPV
MES
MEKC
MOPS
MOPSO
MS

N-(2-Acetamido)-2-aminoethanesulfonova kyselina
acetonitril

chemicka ionizace za atmosférickeho tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku

pracovni elektrolyt

z angl. based peak chromatogram
N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonova kyselina
kapilarni elektroforéza
N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonova kyselina
kritickd micelarni koncentrace

centralni nervova soustava

extrahovany iontovy chromatogram
elektroosmoticky tok

ionizace elektrosprejem

plynova chromatografie
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina
4-hydroxy-3-metoxymethkatinon

iontové cyklotronova rezonance

iontova kapalina

iontova past

kapalinova chromatografie

extrakce z kapaliny do kapaliny

desorpce a ionizace za ucasti matrice
N-methyl-bis(heptafluorobutyramid)
3,4-metylendioxykatinon
methylendioxypyrovaleron
2-(N-morpholino)ethanesulfonova kyselina
micelarni elektrokineticka chromatografie
3-(N-morpholino)propanesulfonova kyselina
3-Morpholino-2-hydroxypropanesulfonova kyselina

hmotnostni spektrometrie



MTPA
MTSFA
PIPES
PD

SDS

SL

SPE
TFA
TOF
TPC

tris

a-methoxy-a-trifluoromethylphenyloctova kyselina
N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonova kyselina)

z angl. post decay

dodecylsiran sodny

pomocna kapalina

extrakce na pevné fazi

trifluoroctova kyselina

analyzétor z doby letu

N-trifluoroacetyl-prolyl chlorid

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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