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Uvod

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je vysoce uéinna
separa¢ni metoda. Vyhody, jako jsou mala spotieba vzorku,
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kratka doba analyzy ¢i velkd separacni u¢innost z ni ucinily
jednu z nejprogresivnéjSich analytickych metod poslednich let.

Nabité ¢astice se v pribéhu analyzy od sebe déli ii¢in-
kem elektrického pole podle rtiznych rychlosti elektromigra-
ce. Separace je ovlivnéna mnoha faktory (druhem zédklad-
niho elektrolytu, jeho pH a koncentraci, koncentraci modifi-
kitord do n& pridanych, separaénim napétim, teplotou,
sorpci latek na sténu kapilary, atd.). Proces hleddni nej-
lepsich separacnich podminek se nazyva optimalizace. Tu
muZzeme provést bud’ teoreticky nebo experimentalné. ,,Kla-
sicky" postup optimalizaci jednoho faktoru po druhém, coz
chemici jesté Casto pouzivaji, je ¢asové naroény a nemusi
vzdy vést k cili. V této praci byly zkoumdny moznosti apli-
kace umélych neuronovych siti (NS). NS jsou progresivni

metodou, nachézejici stale $iri aplikace v chemii'”.

Neuronové sité se skladaji z nékolika vrstev tzv. neuro-
ni: ze vstupni, z jedné nebo vice skrytych vrstev a z vystup-
ni vrstvy (obr. 1). Pocet neuronil v jednotlivych vrstvach je
z4visly na feSeném problému (na poctu vzort, proménnych,
..., ana pozadované kvalité predpovédi). Neurony ve skry-
tych vrstvach a ve vystupni vrstvé napodobuji funkci své
biologické ptedlohy. Pro kazdy neuron (obr. 2) se vypocita
suma vazenych vstupil z neuronti pfedchozi vrstvy, ktera,
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presdhne-li tzv. prahovou hodnotu (bias), je pak pomoci
prechodové funkce prevedena na vystupni signdl.

Préce s neuronovou siti spo¢iva ve dvou fazich. V prvni,
tzv. tréninkové fazi, se ziskaji vdhové koeficienty a prahové
hodnoty tak, Ze sit dokdZe s pozadovanou piesnosti repro-
dukovat tato tzv. tréninkova data. Takto natrénovana sit pak
ve fazi predikce dokdze pfedpovédét chovani parametrd,
pouzitych pfi prvni fazi a nalézt tak napf. optimalni pod-
minky separace.

Pokusna ¢ast

Pouzité piistroje a chemikdlie

Méfeni byla provedena na pfistroji SpectraPHORESIS
1000 fy TSP (USA) vybaveného UV/VIS detektorem.
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Obr. 2. Schéma umélého neuronu

Tato préce ziskala 1. cenu v Soutézi mladych analytickych chemik® v Olomouci v tinoru 1998



CH;-CH=CH,

HO~
Y
OH 0 0
naloxon naltrexon

Obr. 3. Strukturni vzorce separovanych morfinovych antagonik

Chemikalie pouZité pro pfipravu zakladniho elektrolytu
(BGE) byly ¢istoty p.a. fy Lachema. Hodnota pH BGE byla
upravovdna michanim ekvimolédrnich roztokd primérniho,
sekundérniho a tercidrniho fosfore¢nanu sodného ve vhod-
ném poméru.

Strukturni vzorce analyzovanych morfinovych antago-
nik jsou uvedeny na obr. 3. Roztok jejich smési byl pfipra-
ven vzdy pfed analyzou v koncentraci asi 50 ppm v dvakrat
destilované vodé z kiemenné aparatury.

Podminky méfeni

Méieni byla provadéna pii teploté 30 °C v kiemenné
kapildfe o vnitinim priméru 75 pm a délce k detektoru
36 cm, pii celkové délce 42,5 cm, s UV detekci pii 205 nm.
Davkovéni vzorku bylo realizovdno vytvofenim tlakového
gradientu na kapilafe (vakuum na strané detektoru).

Software pro prdaci s NS

Byl pouzit program BP (cit.”) (back propagation), ktery
pracuje s algoritmem zpétného Sifeni a jednotlivé vahové
koeficienty a prahové hodnoty jsou v tréninkové fizi mé-

nény gradientovou metodou.

Vysledky a diskuse

Byl vypracovan obecny algoritmus optimalizace (obr. 4).
Tento postup byl aplikovan na fadu konkrétnich problémti.
Jako piiklad bude dale uvedena optimalizace separace
kompetitivnich morfinovych antagonik (naloxon, naltre-
xon a nalorfin). Tyto latky se vaZi na stejné receptory jako
morfin, ale na rozdil od n& maji nulovou nebo zanedbatel-
nou biologickou aktivitu. Proto se pouZivaji zejména jako
antidota pfi pfeddvkovani morfinem &i jeho derivaty.

Jako parametry pro optimalizaci byly zvoleny: separac-
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Obr. 4. Optimalizacni algoritmus

ni napéti, doba ddvkovani vzorku a koncentrace zakladniho
elektrolytu. Hodnota optimalniho pH byla nalezena se-
paratnim postupem. Tato méfeni lze povazovat za ,,screen-
ing" experiment. Optimalizace byla nejdfive provedena
,klasickym" zplisobem a poté odhadnuty meze optimali-
zovanych parametru (viz tabulka I).

Daéle pak byly pouzity dvé rtizné metody planovani
pokusi' (experimental design, ED) a to dvouhladinovy
»central composite” plan (CCD) a dvouhladinovy fakto-
rovy plan a provedeny experimenty. Ziskana data byla
pouzita k natrénovani NS. Vstup: koncentrace BGE, sepa-



raCni napéti, doba davkovani vzorku; vystup: rozliSeni pik
naloxonu a naltrexonu a k zamezeni nahodné variability
i parametry pikd a to plochy, vySky a pocty teoretickych

Tabulka 1
Meze parametrdl pii optimalizaci

Parametr Dolni mez  Horni mez
Separacni napéti [kV] 5 15
Doba injekce vzorku [s] 1 15

Koncentrace BGE [mM] 20 50

pater. Tato data je eventuelné¢ mozné doplnit informace-
mi z tabulek ¢&i databazi fyzikdlné-chemickych vlastnosti
latek.

Vysledky a diskuse

Byly nalezeny vhodné struktury neuronovych siti, kdy
NS dokdzala s piesnosti 0,1 % pro kazdy parametr repro-
dukovat tréninkova data. Pro CCD méla jednu skrytou
vrstvu se 14 neurony, pro druhy ED jich bylo v této vrstvé
pouze 7.

Takto natrénovanych NS bylo pouzito k predikci cho-

Obr. 5. Graf zdvislosti rozliSeni (Res) piki naltrexonu a nalorfinu na koncentraci (c) fosfitového BGE a dobé (s) davkovani
vzorku (pH = 7,0; separacni napéti 11kV), « 0-1, @ 1-2, (12-3,[]3-4, ® 4-5
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Obr. 6. Separace morfinovych antagonik optimalizovana ,.klasickou" metodou (a) a za pouZiti um&lych neuronovych siti (b),
I nalorfin, 2 naltrexon, 3 naloxon, separatni podminky (separaCni napéti, doba ddvkovani vzorku, koncentrace BGE): a) 7 kV 2's
50 mM; b) 15kV, 1 s, 50 mM
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vani jednotlivych parametri a byly ziskiany 3D-plochy
zavislosti jednotlivych parametrii na separacnich podmin-
kach. Je mozno fici, ze se predikce ziskané z obou struktur
NS vyrazné neliSily. Jako optimdlni byla kvalifikovana
separace s maximalnim rozli§enim pik{ naltrexonu a nalor-
finu a proto byly pouzity separa¢ni podminky s nejvyssi
hodnotou predikce tohoto parametru (obr. 5) a za téchto
podminek provedena separace (obr. 6).

V dalsi fizi je eventuelné mozno pouzit dalsi, jemnéjsi
plan pokusti, znovu provést experimenty a na ziskana data
opét aplikovat NS. V daném pfipadé€ to nebylo nutné.

Zaver

NS mohou byt s vyhodou pouzity pro optimalizaci
metod v CZE a to bez jakékoliv znalosti d&jii, probihajicich
b&hem separace. Jednou natrénovand sit je schopna témér
okamzité predpovédét optimdlni separa¢ni podminky.
Umeélé neuronové sité ve spojeni s vhodnou metodou plano-
vani pokusti zna¢n¢ urychluji vyvoj metod a optimalizaci
v CZE. Navrzeny algoritmus je zdkladem budovaného ex-
pertniho systému, ktery miize nalézt uplatnéni nejen v ka-
pilarni elektroforéze.
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V. Dohnal (Department of Analytical Chemistry, Fa-
culty of Science, Masaryk University, Brno): Artificial
Neural Networks for Optimization in the Capillary
Zone Electrophoresis

The use of artificial neural networks for the optimized
separation of morphine antagonists (naloxon, naltrexon,
nalorfin) by capillary zone electrophoresis is described.





